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Abstrak  

Permintaan flavonoid sebagai metabolit sekunder penting di bidang farmasi, pangan, dan kosmetik terus 

meningkat sehingga diperlukan alternatif produksi yang stabil dan berkelanjutan melalui kultur jaringan 

tanaman. Keberhasilan teknik ini sangat bergantung pada protokol sterilisasi eksplan yang efektif namun tidak 

menimbulkan fitotoksisitas. Artikel ini mereview berbagai teknik sterilisasi kultur jaringan pada beragam 

spesies dan jenis eksplan (biji, daun, nodus, akar, rimpang) serta menilai dampaknya terhadap viabilitas 

jaringan dan produksi flavonoid. Penelitian disusun dengan pendekatan literature review menggunakan 

kerangka PICOC. Data diperoleh dari ProQuest pada periode 2015–2025, diseleksi melalui kriteria inklusi–

eksklusi, dan dianalisis secara sistematis sesuai alur PRISMA. Hasil menunjukkan bahwa protokol paling 

konsisten terdiri atas pra-pencucian dengan deterjen, perendaman etanol 70% singkat, dilanjutkan NaOCl aktif 

1–2,5% selama 10–15 menit untuk jaringan sensitif atau larutan komersial NaOCl 15–30% (≈1–5% aktif) 

selama 10–20 menit untuk jaringan lebih tahan, kemudian bilasan steril 3–5 kali. Pada eksplan dengan tingkat 

kontaminasi tinggi seperti rimpang, tambahan povidone iodine atau nanopartikel perak terbukti efektif 

menekan mikroba tanpa menurunkan viabilitas. Sementara itu, HgCl₂ 0,1–0,2% masih digunakan dalam kasus 

sulit meskipun penggunaannya semakin terbatas karena risiko toksisitas. Secara keseluruhan, protokol 

berbasis NaOCl dengan konsentrasi terukur dan bilasan cukup merupakan pilihan paling aman, ekonomis, dan 

serbaguna untuk menghasilkan kultur bebas kontaminan sekaligus mempertahankan potensi biosintesis 

flavonoid. 

Kata Kunci: Flavonoid, Kultur Jaringan, Eksplan, Sterilisasi, Literature Review 

 

Abstract 

The increasing demand for flavonoids as important secondary metabolites in the pharmaceutical, food, and 

cosmetic industries highlights the need for a stable and sustainable production alternative through plant 

tissue culture. The success of this technique depends largely on explant sterilization protocols that are 

effective yet non-phytotoxic. This article reviews various sterilization techniques applied to different plant 

species and explant types (seeds, leaves, nodes, roots, and rhizomes) and evaluates their impact on tissue 

viability and flavonoid production. The study was conducted as a literature review using the PICOC 

framework. Data were collected from ProQuest within the 2015–2025 period, screened based on inclusion 

and exclusion criteria, and systematically analyzed following the PRISMA flow. Findings indicate that the 

most consistent sterilization protocol involves prewashing with detergent, a brief 70% ethanol treatment, 

followed by NaOCl at 1–2.5% for 10–15 minutes for sensitive tissues or commercial NaOCl solution at 15–

30% (≈1–5% active) for 10–20 minutes for more resistant tissues, and concluded with 3–5 sterile rinses. In 

explants with high microbial loads such as rhizomes, the addition of povidone iodine or silver nanoparticles 

effectively reduced contamination without compromising viability. Meanwhile, HgCl₂ at 0.1–0.2% remains 

useful in difficult cases, although its application is increasingly limited due to toxicity risks. Overall, NaOCl-

based protocols with carefully measured concentrations and adequate rinses represent the safest, most 

economical, and most versatile approach to achieving contaminant-free cultures while preserving the 

biosynthetic potential of flavonoids. 
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PENDAHULUAN 

Permintaan global terhadap senyawa 

bioaktif alami terus meningkat, dan juga kesadaran 

konsumen akan manfaat kesehatan dan keamanan 

produk yang menuntut adanya sumber produksi 

yang efisien dan berkelanjutan. Salah satu solusi 

adalah melalui kultur jaringan tanaman, yang 

menawarkan jalur produksi senyawa bioaktif yang 

lebih terukur, karena teknik ini memungkinkan 

optimalisasi produksi metabolit sekunder dengan 

memperbanyak sel atau jaringan dalam kondisi 

steril (aseptik), tanpa bergantung pada ketersediaan 

tanaman di alam (Anikina et al., 2025). Kultur 

jaringan tanaman adalah teknik in vitro (di dalam 

kaca/laboratorium) yang didasarkan pada prinsip 

totipotensi sel, yaitu kemampuan setiap sel 

tanaman untuk beregenerasi menjadi tanaman utuh 

jika ditempatkan dalam lingkungan yang sesuai 

(Mahadi et al., 2016). 

 Salah satu senyawa metabolit sekunder 

yang sudah diketahui memiliki manfaat yang besar 

adalah flavonoid. Flavonoid merupakan kelompok 

polifenol yang melimpah pada tanaman dan 

memainkan peran penting dalam ekologi 

tumbuhan, terutama sebagai senyawa pertahanan 

terhadap cekaman biotik (patogen) maupun abiotik 

(sinar UV dan kekeringan) (Li et al., 2025). Lebih 

dari itu, bagi manusia, flavonoid telah diakui 

secara luas karena spektrum aktivitas 

farmakologisnya. Dari penelitian sebelumnya juga 

diketahui manfaat dari flavonoid, antara lain 

sebagai antioksidan kuat, agen antiinflamasi, 

potensi antikanker, dan senyawa kardioprotektif. 

Kultur jaringan menjadi solusi tehadap 

meningkatnya permintaan flavonoid di sektor 

farmasi, pangan, dan kosmetik yang sedang 

berkembang (Roy et al., 2022). 

Langkah paling krusial dalam keberhasilan 

kultur jaringan adalah sterilisasi pada eksplan, 

yaitu bagian tanaman yang akan digunakan untuk 

perbanyakan. Keberhasilan dalam kultur jaringan 

sangat dipengaruhi oleh proses sterilisasi eksplan 

(Anikina et al., 2025). Berbagai studi telah 

menguji kombinasi bahan kimia untuk sterilisasi, 

termasuk etanol, natrium hipoklorit (NaOCl), 

merkuri klorida (HgCl2), hidrogen peroxide 

(H2O2), dan kalsium hipoklorit (Ca(OCl)2). Setiap 

kombinasi punya kelebihan dan kekurangan, baik 

dari segi efektivitas menghilangkan kontaminan 

maupun dampaknya pada eksplan.  Hubungan 

antara eksplan dan proses sterilisasi sangat erat, 

sebab setiap jenis jaringan memiliki tingkat 

kontaminasi mikroba permukaan dan sensitivitas 

terhadap fitotoksisitas yang berbeda (Hesami, et 

al., 2019). Penyesuaian tersebut harus 

mempertimbangkan sifat fisiologis dan anatomi 

eksplan, serta perbedaan asal sumber bahan, agar 

mencapai kondisi ideal yang mampu menekan 

kontaminasi tanpa merusak integritas jaringan 

yang menjadi basis produksi flavonoid secara 

konsisten dan berkelanjutan (Hesami, et al., 2019). 

Secara umum, konsentrasi dan waktu paparan zat 

sterilan bervariasi antara satu eksplan dengan yang 

lain, tergantung pada morfologi eksplan tersebut, 

seperti kelembutan dan kekerasan jaringan (Zinabu 

et al., 2018).  

Berdasarkan latar belakang tersebut, 

penelitian ini disusun sebagai tinjauan sistematis 

berbasis kerangka PICOC, yang akan memetakan 

dan mengevaluasi variasi protokol sterilisasi, pada 

berbagai spesies tanaman dan jenis eskplan. 

Analisis akan berfokus pada teknik sterilisasi 

terhadap eksplan kultur jaringan dan produksi 

flavonoid, seperti kadar total flavonoid. Melalui 

review literatur ini, diharapkan dapat memberikan 

informasi yang berguna bagi peneliti, praktisi 

pertanian, dan konservasionis dalam menentukan 

protokol sterilisasi yang optimal, sehingga dapat 

meningkatkan konsistensi dan efisiensi produksi 

flavonoid melalui kultur jaringan. 

 

METODE 

Artikel ini disusun sebagai literature 

review menggunakan kerangka PICOC 

(Population, Intervention, Comparison, Outcome, 

Context).  Berdasarkan PICOC, identifikasi 

masalah yang dapat kita telusuri: 

P1: Apa kombinasi sterilisasi yang paling umum 

dilakukan dalam kultur jaringan produksi 

flavonoid?  

P2: Bagaimana efektivitas berbagai teknik 

sterilisasi dalam kultur jaringan tanaman terhadap 

produksi flavonoid?  

P3: Bagaimana pola teknik sterilisasi berbagai 

jenis eksplan penghasil flavonoid? 

 Penelusuran literatur dilakukan melalui 

database ProQuest pada periode 2015–2025 

dengan kata kunci ―sterilisasi eksplan‖, ―kultur 

jaringan tanaman‖, dan ―flavonoid‖. Kriteria 

inklusi meliputi artikel original berbahasa Inggris 

yang membahas teknik sterilisasi eksplan dalam 

kultur jaringan terkait produksi flavonoid. Artikel 

berupa review, tidak tersedia full-text, atau di luar 

rentang tahun ditetapkan sebagai eksklusi. Seleksi 

literatur dilakukan secara sistematis mengikuti alur 

PRISMA, mulai dari identifikasi awal artikel, 
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penyaringan duplikasi, penilaian kelayakan, hingga 

pemilihan artikel akhir untuk dianalisis. Data yang 

diekstraksi mencakup jenis tanaman, jenis eksplan, 

protokol perlakuan, system kultur, serta produksi 

flavonoid.  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Tab

el 1.  

PIC

OC 

 

 

 

 

 Gambar 1 Diagram PRISMA 

 

 

 

Kriteria Kajian 

Population (P) Spesies tanaman 

Intervention (I) Teknik sterilisasi 

Comparison (C)  Jenis eksplan 

Outcomes (O) Flavonoid 

Context (C) Metoda kultur 
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Tabel 2 Hasil Pencarian Literature 
Spesies 

Tanaman 

(P) 

Teknik Sterilisasi (I) Jenis 

Eksplan 

(C) 

Outcome (O) Metoda 

Kultur 

(C) 

Rf 

Eksplan Biji 

Thymus 

daenensis 

Celak 

Natrium hipoklorit (NaOCl) 

2.5% v/v selama 10 menit, 

bilasan air deionisasi steril dua 

kali 

Biji Tidak diprofilkan per 

senyawa; hanya total 

flavonoid (TFC) : 62.5 

µg/Ml 

Kultur 

biji 

(Samadi et 

al., 2023) 

Lycium 

schweinfurth

ii  

Biji dicuci etanol 70% selama 

30 detik, kemudian Clorox 

30% (NaOCl komersial) 

selama 10 menit, bilas 4 kali 

air suling steril. 

Biji Tidak diprofilkan per 

senyawa; hanya total 

flavonoid (TFC): 12.99 mg 

CE/g DW 

kultur 

biji 

(Mamdouh 

et al., 

2021) 

Scutellaria 

brevibractea

ta subsp. 

subvelutina  

Sterilisasi permukaan biji 

dengan HgCl2 0.1% selama 

5–20 menit 

Biji Jenis flavonoid (HPLC, 

mg/100 g DW): Baicalein 

(10–15), baicalin (66–105), 

wogonin (32–42), 

wogonoside (195–346), 

scutellarin (31–41), chrysin 

(32–39); total flavonoid 

384.6–574.8 mg/100 g DW. 

Kultur 

kalus 

berdifere

nsiasi 

tunas 

(Łukaszyk 

et al., 

2023) 

Citrus 

sinensis 

(sweet 

orange), 

Citrus 

reticulata 

(mandarin), 

Citrus 

maxima 

(pummelo) 

Teepol (deterjen) cuci awal; 

fungisida Carbendazim 1%; 

antibakteri HgCl2 0.1% di 

bawah LAF; tiga kali bilas air 

steril; durasi langkah tidak 

semua dirinci per tahap. 

 

 

Biji Tidak diprofilkan per 

senyawa , TFC kalus 

Pummelo: 2.60 ± 0.06 mg 

rutin/g DW.; Sweet orange: 

4.92 ± 0.02 mg rutin/g DW. 

;Mandarin: 5.55 ± 0.05 mg 

rutin/g DW. 

Induksi 

kalus 

(Manchand

a et al., 

2023) 

Dittrichia 

viscosa  

Biji disterilkan etanol 70% 1 

menit lalu NaOCl 30% 15 

menit dengan Tween 20; bilas 

5× air germinasi 

Biji TFC tertinggi pada DvHrT1 

(+164% vs wt) 

Hairy 

root 

(Paradiso 

et al., 

2024) 

Fagopyrum 

tataricum 

Gaertn.  

 Biji didehul dan disterilisasi 

70% etanol 1 menit lalu 0,1% 

HgCl2 10 menit, bilas air 

steril 4× 

Biji  Quercetin 0,04 mg/g DW; 

29,79 mg/g DW rutin. 

Hairy 

root 

(Huang et 

al., 2016) 

Ceratonia 

siliqua L.  

Etanol 70% v/v 1 menit; 

Clorox 20% 15 menit yang 

setara 5,4% NaOCl nominal; 

bilas 5×. 

biji Jenis flavonoid (HPLC): 

Kaempferol, quercetin, 

myricetin, luteolin, apigenin, 

catechin, naringin, 7‑OH 

flavone; TFC meningkat 

34,4% pada 50 mg/L 

dibanding kontrol 

Kultur 

biji 

(Elsherif et 

al., 2025) 

Dendrobium 

amoenum 

Wall. ex 

Lindl.  

Cuci biji dengan Tween-20, 

NaOCl 1% 15 menit, etanol 

70% 3–5 menit, bilas air steril; 

penaburan biji ke medium MS 

(padat/cair) dengan BAP dan 

10% air kelapa. 

Biji TFC: 101,88 μg QE/mg Kultur 

biji 

(Paudel et 

al., 2025) 

Lotus 

arabicus L.  

Biji direndam etanol 70% 1 

menit; Clorox 50% 

(mengandung 5,4% NaOCl) 

20 menit; bilas air suling steril 

5×; germinasi pada ½ MS 

gelap. 

Biji TFC dilaporkan sebagai 

setara quercetin; nilai 

peningkatan TFC pada 8 g/L 

adalah +24% vs kontrol 

Kultur 

biji 

(Elsherif et 

al., 2024) 
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Ginkgo 

biloba L.  

Biji diimpregnasi etanol 96% 

lalu dikeringkan, diseterilkan 

70% etanol 1 menit, kemudian 

larutan sulema 0.1% (HgCl2) 

7 menit, dibilas 3× 

masing‑masing 20 menit air 

steril. 

Biji Jenis flavonoid: Quercetin, 

isorhamnetin, luteolin, 

kaempferol, amentoflavone; 

juga terdeteksi ginkgetin 

(biflavonoid). 

Kultur 

kalus 

(Le et al., 

2023) 

Sophora 

flavescens 

Aiton  

Benih disterilisasi NaOCl 10% 

(v/v) selama 15 menit; semua 

langkah aseptik di LAF 

Biji Jenis flavonoid: Isoflavonoid 

maackiain (Maac) utama; 

juga kurarinone (Kurari), 

methoxy-kurarinone (Kurari-

OCH3), kushenol F (Kush 

F), kushenol E (Kush E). 

Kultur 

biji 

(J. S. Park 

et al., 

2020) 

Eksplan Daun 

Calendula 

officinalis L.  

Detergen Teepol 25% 12 

menit; air mengalir; kemudian 

di laminar flow ethanol 70% 

(v/v) 2 menit; HgCl2 0.1% 

(w/v) 2 menit; bilas 3× dengan 

air suling autoklaf. 

Daun 

muda 

TFC: Kalus: 8.25 ± 0.2 mg 

QE/g DW (terendah). 

Daun lapang: 15.55 ± 0.3 mg 

QE/g DW. 

Daun in vitro: 16.04 ± 0.2 

mg QE/g DW (tertinggi). 

Kalus 

daun 

(Fatima et 

al., 2024) 

Catalpa 

bungei C. A. 

Mey  

Pra‑cuci deterjen 5 menit; 

bilas air kran 30–40 menit; 

etanol 75% selama 15 s atau 

30 s; HgCl2 0.1% selama 

2/4/6/8 menit; bilas steril 4–

5×. 

 

Daun 

muda 

TFC: DKW + 0.5 mg/L 

NAA + 0.5 mg/L 6‑BA (G) 

108.71 mg/g (tertinggi antar 

kombinasi L9); Elisitasi 

(media J: DKW + 2.0 6‑BA 

+ 1.0 NAA): YE 100 mg/L 

168.652 mg/g (naik 41.7% 

vs kontrol 119.064 mg/g); 

Elisitasi (media K: DKW + 

2.0 6‑BA + 0.5 NAA): YE 

100 mg/L 161.392 mg/g 

(naik 59.2% vs kontrol 

101.376 mg/g). 

Kalus 

daun 

(Zeng et 

al., 2023) 

Salacia 

chinensis L.  

 Daun dicuci air mengalir, 

larutan labogent 0,5% 5 menit, 

HgCl2 0,1% 3 menit, bilas air 

steril 3×, kemudian 

diinokulasikan ke MS + 2,4‑D 

+ BAP. 

daun 

muda 

 Tidak diprofilkan per 

senyawa ;TFC: 20,18 ± 0,91 

mg QE/g DW; 

Kultur 

kalus 

(Chavan et 

al., 2021) 

Cotyledon 

orbiculata 

L.  

Detergen ringan + air mengalir 

30 menit; etanol 70% selama 

90 detik; HgCl2 0.1% selama 

15 menit; bilas air suling steril 

3× (60 detik tiap bilasan). 

 

Daun Early SoE: TFC 0.97 ± 0.10 

mg RE/g ekstrak; TPC 21.28 

± 0.05 mg GAE/g ekstrak. 

Mature SoE: TFC 0.95 ± 

0.04 mg RE/g; TPC 21.32 ± 

0.20 mg GAE/g. 

Germinated SoE: TFC 1.45 

± 0.04 mg RE/g; TPC 32.90 

± 0.46 mg GAE/g 

(tertinggi). 

Somatic 

embryog

enesis 

(Zengin et 

al., 2023) 

Piper betle 

L. var. nigra  

Sabun/deterjen; etanol 70% 

selama 3 menit; Clorox 20% 

selama 5 menit; bilas air steril 

3×. 

 

Daun 

muda 

Hanya uji kualitatif skrining 

fitokimia (uji Mg–HCl); 

positif flavonoid pada 

perlakuan 2,4-D 1,5 mg/L 

Kultur 

kalus 

(Junairiah 

et al., 

2019) 

Catharanthu

s roseus L. 

Deterjen; etanol 70%; NaOCl 

komersial (Bayclin) 20% + 

Tween‑20 (2 tetes) 10 menit; 

diikuti Bayclin 15% 7 menit; 

bilasan akuades steril 3×; 

Daun  Tidak diprofilkan per 

senyawa ; TFC: 6 ppm 

Cu2+: 3.615 mg QE/g DW 

(tertinggi) 

Kultur 

kalus 

(Syam,  et 

al., 2024) 
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seluruhnya dalam laminar air 

flow. 

Caesalpinia 

pulcherrima  

Cuci air mengalir 20 menit; 

Tween‑20 2% 10–15 menit; 

fungisida Bavistin 1% 30 

menit; etanol 70% 3–5 menit; 

HgCl2 0,1% 1 menit; bilas air 

suling deionisasi tiga kali. 

 

Pucuk, 

daun 

muda 

Jenis flavonoid: Kuersetin 

dan glikosidanya; nilai 

kuersetin maksimum 16,5 

mg/g DW 

Kalus 

daun/puc

uk, 

kultur 

suspensi 

sel 

(Madanaku

mar et al., 

2017) 

Dysosma 

versipellis  

Etanol 75% selama 30 detik; 

HgCl2 0,1% selama 8 menit; 

bilas air suling steril 3×; 

pra‑cuci air mengalir. 

 

Daun 

muda 

kuersetin 2,116 mg/g DW 

pada leaf callus; kaempferol 

2,858 mg/g DW; 

podofilotoksin 0,419 mg/g 

DW. 

Kultur 

kalus 

(Karuppaiy

a & Wu, 

2022) 

Melia 

azedarach 

L.  

Pretreat benomyl 2–3 g/L 2 

jam; H2O2 5% atau 7% 10–15 

menit; etanol 70% 20 detik; 

NaOCl 2% 12 menit dengan/ 

tanpa penyesuaian pH (7 atau 

10) dan Tween‑20 dua tetes; 

bilas 3× air steril. 

Daun 

muda 

Jenis flavonoid: Rutin 

(glikosida kuersetin), 

kuersetin, kaempferol ; TFC 

tertinggi 193,051 mg QE/g 

FW 

Kultur 

kalus 

(Ahmadpo

or et al., 

2022) 

Talinum 

paniculatum  

Cuci pendahuluan dengan 

deterjen cair + tiga tetes 

Tween‑80, bilas air mengalir; 

dalam laminar, etanol 70% 

selama 3 menit; bilas akuades 

steril tiga kali. 

Daun 

muda 

Tidak ada identifikasi 

spesifik senyawa ; Puncak 

pada hari ke‑28: 49.100 mg 

QE/g DW. 

 

Kultur 

kalus 

(Restiani, 

et al., 

2024) 

Eryngium 

alpinum L.  

pra-perlakuan etanol 70% 

dilanjutkan natrium hipoklorit 

2.5% dengan beberapa tetes 

Tween‑80, diakhiri bilasan air 

suling steril autoklaf. 

daun TFC (mg/100 g DW): 

Tunas in vitro (padat): 

146.98 ± 5.13 (tertinggi di 

padat). Tunas cair tergoyang: 

144.53 ± 4.22. Tunas cair 

stasioner: 104.27 ± 10.49. 

Tunas dari kalus: 100.03 ± 

5.22. Daun basal tanaman 

utuh (pembanding): 33.16 ± 

2.16. 

 

 

Kultur 

tunas 

(Kikowska 

et al., 

2020) 

Eksplan Nodus/Ruas/Batang 

Ceratonia 

siliqua L.  

0.1% merkuri klorida (HgCl2) 

selama 10 menit 

Segmen 

nodal 

Jenis flavonoid (HPLC, 

μg/mL): Rutin, apigenin-7-

glukosida, mirisetin, 

kuersetin, apigenin, 

kaempferol, chrysin; TFC: 

27.33 μg/mL 

Kultur 

tunas 

(Sayed et 

al., 2020) 

Mentha 

viridis  

Pencucian air mengalir 30 

menit dengan 4 tetes sabun 

cair; desinfeksi dengan 25% 

larutan Clorox (6% NaOCl) 

selama 6 menit; bilas tiga kali 

dengan air suling steril 

masing‑masing 5 menit. 

Ruas 

batang 

Tidak ditetapkan spesifik per 

senyawa dengan HPLC; 

pelaporan sebagai flavonoid 

total; metabolit volatil utama 

minyak atsiri diidentifikasi 

(carvone, cis/trans‑carveol, 

1,8‑cineole, d‑limonene.). 

Mikropro

pagasi 

(El-Banna 

et al., 

2024) 

Bougainville

a glabra 

Choisy  

Pra-cuci air mengalir + 

beberapa tetes deterjen 30 

menit. Pretreatment 

antibiotik/fungisida: 

streptomisin 500 mg/250 mL 

+ bavistin 500 mg/250 mL, 1 

Ruas 

nodal 

TFC: Node rerata 18.36 ± 

4.67. Kalus terang: rerata 

6.75 ± 1.07. Kalus gelap 

rerata 4.67 ± 0.72. 

Induksi 

kalus 

(Nasrat, et 

al., 2022) 
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jam. 

Etanol 70% selama 25 detik; 

bilas 2× air steril. 

NaOCl komersial Clorox 30% 

(berbasis 5.25% NaOCl) + 

tween-20, 15 menit pada 

shaker 300 rpm; bilas 3× air 

steril. 

Ruta 

chalepensis 

L.  

Cuci air keran 15 menit; 

deterjen cair 5% (v/v) 6 menit; 

bilas 3–5×; laminar flow: 

HgCl2 0.1% selama 3 menit; 

bilas 4–5×; pemotongan 

eksplan sebelum inokulasi. 

Segmen 

internodu

s muda 

Jenis flavonoid (spesifik): 

Rutin dan hesperidin; TFC: 

86.31±0.61  

Kultur 

kalus 

(Qahtan et 

al., 2022) 

Dysosma 

versipellis  

Etanol 75% selama 30 detik; 

HgCl2 0,1% selama 8 menit; 

bilas air suling steril 3×; 

pra‑cuci air mengalir. 

 

Daun 

muda, 

petiol, 

batang 

kuersetin 2,116 mg/g DW 

pada leaf callus; kaempferol 

2,858 mg/g DW; 

podofilotoksin 0,419 mg/g 

DW. 

Kultur 

kalus 

(Karuppaiy

a & Wu, 

2022) 

Eksplan Akar 

Glycyrrhiza 

glabra L.  

Teepol 30% selama 8–10 

menit; bilas air mengalir; 

etanol 70% dan HgCl2 0.1% 

selama 2–3 menit; bilas air 

suling autoklaf. 

 

Akar TFC: Kalus akar: 0.72 ± 

0.36 mg QE/g DW 

(terendah). 

Akar in vivo: 1.44 ± 0.15 mg 

QE/g DW. 

Akar in vitro: 1.58 ± 0.67 

mg QE/g DW (tertinggi). 

Kalus 

akar 

(Bansal et 

al., 2024) 

Cichorium 

intybus L.  

Biji dicuci deterjen+air, etanol 

70% 30 detik, NaOCl 1% + 

Tween‑20 selama 20 menit, 

bilas air suling steril, tanam 

pada MS; kultur kalus 

dilakukan aseptik. 

 

Segmen 

akar 

TFC: Kontrol: 4.79 ± 0.23 

mg QE/g DW. 

YE 1–4 g/L: 5.47–5.82 mg 

QE/g DW (naik 1.14–1.22× 

kontrol). 

A. niger 1 g/L: 6.62 ± 0.21 

mg QE/g DW (tertinggi; 

1.38× kontrol). 

F. oxysporum 1 g/L: 5.61 ± 

0.10 mg QE/g DW. 

Kalus 

akar 

(Elateeq et 

al., 2025) 

Stevia 

rebaudiana  

Sterilisasi benih dengan etanol 

70% dan HgCl2 0,2%, diikuti 

bilas air destilasi steril berkali-

kali sebelum semai pada MS 

steri 

Segmen 

akar 

TFC naik hingga 0,22 mg 

QE/g DW pada 100 mg/L vs 

kontrol 0,11 mg QE/g DW 

Kultur 

akar 

adventif 

(Ahmad et 

al., 2022) 

Eksplan Rimpang 

 Zingiber 

officinale 

var. rubrum 

Pencucian air mengalir ±5 

menit; perendaman deterjen 

15 menit. Etanol 70% selama 

2 menit; bilas akuades dengan 

deterjen 20 dan 30 menit. 

Larutan steril: akuades steril + 

NaOCl 5,25% + povidone 

iodine 10% selama 1 jam; 

dibilas tiga kali dengan 

akuades steril (5, 3, 1 menit) 

di LAF. 

Tunas 

rimpang 

Tidak ada identifikasi 

spesifik senyawa ; TFC: 0.29 

± 0.18 µg/mL QE 

Kultur 

kalus 

(Widyastut

i et al., 

2024) 

Kaempferia 

larsenii 

Sirirugsa  

Semprot etanol 70% v/v 

selama 30 detik; natrium 

hipoklorit (NaOCl) 20% 

selama 20 menit dan/atau 15% 

selama 15 menit; bilas air 

Tunas 

Rimpang 

Jenis flavonoid terdeteksi 

(HPLC): Rutin, quercetin, 

myricetin, apigenin; TFC 

(daun induk 47,89; in vitro 

MS 6,28; in vitro + PGR 

Kultur 

tunas 

(Saensouk 

et al., 

2025) 
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suling steril 3x, masing-

masing 5 menit. 

11,47). 

Curcuma 

larsenii 

Maknoi & 

Jenjitikul  

Pra-cuci air mengalir 1 jam; 

etanol 70% v/v 1 menit; 

NaOCl 20% selama 20 menit 

diikuti 15% selama 15 menit; 

bilas 3× air suling steril 

masing-masing 5 menit. 

 

Tunas 

aksiler 

TFC: Daun in vitro MS: 

28.19 mg RE/g DW;  

daun in vitro MS + 2 mg/L 

BA + 0.1 mg/L NAA: 26.04 

mg RE/g DW. 

Akar in vitro MS: 20.45 mg 

RE/g DW;  

akar in vitro MS + PGR: 

15.22 mg RE/g DW; 

Mikropro

pagasi 

(Saensouk 

et al., 

2024) 

Kaempferia 

parviflora  

Sterilisasi awal NaOCl 2,5% 

12 menit; dekontaminasi 

tambahan dengan AgO NPs 0–

200 mg/L selama 30–90 

menit; bilas steril 6×; NaOCl 

saja tidak cukup sehingga 

digunakan AgO NPs. 

 

Tunas 

rimpang 

Jenis flavonoid: apigenin, 

rutin, galangin, chrysin, 

pinostrobin, 5,7-

dimetoksiflavon, 

trimetoksiflavon, 

tetrametoksiflavon, dan 

ayanin ; jaringan daun in 

vitro TFC 1,55 ± 0,07 mg 

RE/g 

Mikropro

pagasi 

organ 

(H. Y. Park 

et al., 

2021) 

Pembahasan 
 Kultur jaringan merupakan metode 

perbanyakan sekaligus rekayasa tanaman yang 

dilakukan secara in vitro dengan memanfaatkan 

sifat totipotensi pada media dengan komposisi 

nutrisi yang tepat, dalam kondisi aseptik dan 

lingkungan terkontrol (Fehér, 2019). Melalui 

teknik ini, bagian tanaman dapat diinduksi untuk 

membentuk kalus, organ seperti akar atau tunas, 

embrio somatik, maupun sistem kultur tertentu 

yang dirancang untuk menghasilkan biomassa dan 

metabolit sekunder, termasuk flavonoid (Zeng et 

al., 2023). 

Sterilisasi merupakan tahap kunci yang 

menentukan keberhasilan seluruh rangkaian kultur 

jaringan tumbuhan, karena kualitas eksplan yang 

benar-benar aseptik menjadi prasyarat bagi inisiasi, 

induksi kalus, diferensiasi organ, hingga stabilitas 

produksi metabolit sekunder di tahap lanjutan 

(Ahmadpoor et al., 2022). Tanpa protokol 

sterilisasi yang tepat, akan membuka peluang 

terjadinya kontaminasi mikroba, baik oleh jamur 

maupun bakteri, yang tidak hanya meningkatkan 

angka mortalitas eksplan, melainkan juga 

menginduksi browning akibat oksidasi fenolik, 

yang selanjutnya berdampak pada menurunnya 

viabilitas jaringan serta hilangnya kompetensi 

morfogenetik yang dibutuhkan secara konsisten di 

kondisi in vitro, untuk mendukung biosintesis 

metabolit sekunder termasuk flavonoid (Amente & 

Chimdessa, 2021).  

Hubungan antara eksplan dan proses 

sterilisasi sangat erat, sebab setiap jenis jaringan 

memiliki tingkat kontaminasi mikroba permukaan 

dan sensitivitas terhadap fitotoksisitas yang 

berbeda (Permadi et al., 2025). Dalam sistem 

kultur lanjutan, seperti suspensi sel maupun hairy 

root, sterilisasi permukaan eksplan hanya 

merupakan langkah awal, karena kontrol 

kontaminasi tetap harus dijaga melalui penerapan 

aseptik ketat, sterilisasi media dan peralatan, serta 

pengelolaan bakteri pada fase kultur, khususnya 

pada hairy root (Awere et al., 2024).  

Pemahaman mengenai keterkaitan antara 

tipe kultur, karakter eksplan, dan kebutuhan 

sterilisasi, menuntut adanya penyesuaian protokol 

sterilisasi, agar tercapai keseimbangan yang tepat 

antara efektivitas dekontaminasi dan kelestarian 

jaringan hidup. Penyesuaian tersebut harus 

mempertimbangkan sifat fisiologis dan anatomi 

eksplan, serta perbedaan asal sumber bahan, agar 

mencapai kondisi ideal yang mampu menekan 

kontaminasi tanpa merusak integritas jaringan 

yang menjadi basis produksi flavonoid secara 

konsisten dan berkelanjutan (Permadi et al., 2025).  

Review ini menghimpun 34 studi lintas 

spesies dan sistem kultur yang mengevaluasi 

protokol sterilisasi yang diaplikasikan pada 

beberapa jenis eksplan penghasil flavonoid, 

mencakup biji, daun, ruas nodal, batang, akar, 

rimpang, hingga jaringan in vitro yang kemudian 

diinduksi menjadi kalus, tunas, akar adventif, 

suspensi sel, atau hairy root.  

Pola sterilisasi eksplan berupa biji 

umumnya mengikuti tahapan sistematis yang 

diawali dengan pra-pencucian menggunakan 

larutan deterjen (misalnya Teepol) untuk 

menurunkan beban kontaminan permukaan. Tahap 

berikutnya adalah perendaman cepat dengan etanol 

70% selama 30–60 detik yang berfungsi sebagai 
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desinfeksi awal sekaligus meningkatkan penetrasi 

oksidator. Sterilisasi inti umumnya menggunakan 

larutan natrium hipoklorit (NaOCl) komersial 20–

30% (setara ±1–5% bahan aktif) selama 10–15 

menit atau merkuri(II) klorida (HgCl₂) 0,1% 

selama 5–10 menit, kemudian diikuti bilasan 

berulang dengan akuades steril sebanyak 3–5 kali 

untuk menghilangkan residu kimia (Putri et al., 

2024). Pendekatan bertingkat ini terbukti efektif 

menekan pertumbuhan bakteri maupun jamur 

sekaligus mempertahankan viabilitas embrio, 

sehingga kultur biji tetap memiliki kapasitas 

biosintesis flavonoid. Dibandingkan eksplan 

vegetatif, biji cenderung lebih toleran terhadap 

paparan oksidator, diduga karena perlindungan 

integumen serta struktur embrio yang lebih resisten 

terhadap kerusakan oksidatif (Permadi et al., 

2025). 

Berbeda dengan biji, daun atau herba 

muda merupakan tipe eksplan yang paling sensitif 

terhadap bahan sterilan sehingga lebih berisiko 

mengalami fitotoksisitas (Asmono et al., 2022). 

Protokolnya biasanya dimulai dengan pencucian 

deterjen di bawah aliran air, perendaman singkat 

dalam etanol 70% selama 1–2 menit, lalu 

perlakuan oksidator berupa HgCl₂ 0,1% selama 2–

3 menit atau NaOCl 1–2% aktif selama 10–15 

menit, dan diakhiri bilasan steril. Karena daun 

muda sering mengalami browning akibat oksidasi 

fenolik, bagian jaringan yang nekrosis kerap 

dipangkas setelah sterilisasi (Amente & 

Chimdessa, 2021). Sejalan dengan meningkatnya 

kesadaran terhadap toksisitas merkuri, penggunaan 

HgCl₂ kini semakin diminimalkan dan diganti 

dengan optimasi NaOCl yang dikombinasikan 

surfaktan, H₂O₂, atau pretreatment 

fungisida/antibiotik (Anikina et al., 2025). 

Eksplan ruas atau nodus memiliki 

sensitivitas menengah, tidak setoleran biji namun 

lebih kuat dibanding daun muda (Hesami et al., 

2019). Protokol umumnya terdiri atas perendaman 

singkat etanol 70% selama 15–60 detik, 

dilanjutkan NaOCl komersial 15–30% (≈1–3% 

aktif) selama 6–15 menit, atau alternatif HgCl₂ 

0,1% selama 2–8 menit, diikuti bilasan steril. 

Tantangan utama ruas/nodus adalah tingginya 

risiko kontaminasi endofitik serta luka 

pemotongan (Permadi et al., 2025). Upaya 

tambahan berupa pra-perendaman fungisida atau 

antibiotik dan penggunaan surfaktan (misalnya 

Tween) terbukti meningkatkan penetrasi oksidator 

sehingga memungkinkan konsentrasi lebih rendah 

tanpa mengorbankan efektivitas dekontaminasi 

(Ahmadpoor et al., 2022; Rahayu & Mardini, 

2015). 

Eksplan akar menuntut perhatian khusus 

karena sangat rentan mengalami browning dan 

nekrosis akibat kandungan enzim oksidatif dan 

fenolik terlarut (Liu et al., 2024). Pola sterilisasi 

biasanya mencakup pencucian awal deterjen, 

perendaman etanol 70%, lalu perlakuan HgCl₂ 

0,1% singkat atau kombinasi etanol dengan NaOCl 

1% selama sekitar 20 menit, diakhiri dengan 

bilasan steril 3–5 kali. Karena jaringan akar sangat 

sensitif, durasi perlakuan HgCl₂ dipersingkat, 

sedangkan efektivitas NaOCl ditingkatkan dengan 

penambahan surfaktan. Pendekatan ini penting 

agar keseimbangan antara kondisi steril dan viabel 

tetap terjaga, sehingga organogenesis dan jalur 

fenilpropanoid yang berperan dalam biosintesis 

flavonoid tidak terganggu (Anikina et al., 2025; 

Dias et al., 2021). 

Eksplan rimpang dan tunas rimpang 

merupakan organ dengan tingkat kontaminasi 

tertinggi, terutama pada famili Zingiberaceae yang 

kaya mikroba endofitik (Widyastuti et al., 2024). 

Sterilisasi rimpang memerlukan strategi lebih 

kompleks, dengan oksidator lebih kuat, durasi 

lebih lama, serta langkah tambahan. NaOCl tetap 

menjadi pilihan utama, misalnya pada Kaempferia 

dan Curcuma perendaman larutan NaOCl 

komersial 20% selama 15–20 menit dilaporkan 

efektif, meskipun memerlukan bilasan intensif 

untuk menghindari akumulasi residu klorin yang 

bersifat fitotoksik (Wang et al., 2024). Selain pola 

standar berupa pra-cuci, etanol singkat, oksidator 

utama, dan bilasan multipel, pendekatan tambahan 

sering digunakan. Povidone iodine terbukti 

menekan pertumbuhan mikroba tanpa fitotoksisitas 

tinggi (Khaerasani et al., 2017), sedangkan 

penggunaan nanopartikel perak oksida (AgO NPs) 

pada Kaempferia parviflora menawarkan alternatif 

ramah lingkungan dan selektif dibanding HgCl₂ 

(Han-Yong et al., 2021). 

Secara keseluruhan, setiap jenis eksplan 

memiliki kebutuhan berbeda dalam pemilihan 

sterilan. Biji relatif lebih toleran terhadap 

oksidator, daun muda memerlukan perlakuan 

lembut, nodus menghadapi risiko endofit tinggi, 

akar sangat sensitif terhadap kerusakan oksidatif, 

sedangkan rimpang menuntut strategi kombinasi 

intensif. Penyesuaian protokol ini merupakan 

kunci keberhasilan untuk mendapatkan kultur 

aseptik yang tetap viabel dalam memproduksi 

flavonoid. 

Sodium hipoklorit (NaOCl) menjadi agen 

sterilan yang paling luas digunakan, tercatat pada 
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lebih dari separuh studi. Konsentrasi 1–2,5% 

selama 10–15 menit efektif untuk eksplan sensitif 

seperti daun muda atau akar, sedangkan larutan 

komersial seperti Clorox 15–30% (±5–6% klor 

aktif) dipakai untuk jaringan yang lebih resisten, 

dengan 3–5 kali bilasan untuk menekan residu 

klorin. Etanol 70% hampir selalu diposisikan 

sebagai langkah awal singkat 30–90 detik (kadang 

2–3 menit untuk bahan kotor) untuk merusak 

membran mikroba dan meningkatkan pembasahan, 

sehingga etanol digunakan sebagai bilasan awal 

sebelum NaOCl atau alternatif lain, namun durasi 

berlebih dapat meningkatkan risiko nekrosis 

jaringan halus (Amente and Chimdessa, 2021). 

HgCl₂ 0,1% juga dilaporkan menghasilkan tingkat 

sterilisasi tinggi, misalnya pada Ceratonia, 

Scutellaria, dan Calendula, terutama untuk bahan 

sangat terkontaminasi atau berkayu (Anikina et al., 

2025)a. Namun, pemakaiannya kini semakin 

terbatas karena bersifat toksik dan menimbulkan 

permasalahan limbah. Jika tetap digunakan, durasi 

dipersingkat dan bilasan diperbanyak untuk 

menjaga viabilitas. Penambahan agen lain seperti 

H₂O₂ (5–7%) pada Melia azedarach L, kadang 

dipakai sebagai alternatif. Sedangkan povidone 

iodine digunakan pada sebagian kasus untuk 

dekontaminasi tambahan. Dan penggunaan 

kombinasi fungisida atau antibiotik, seperti 

benomyl/bavistin dan streptomisin, sering 

diterapkan sebagai perlakuan awal (pretreatment) 

pada eksplan yang berasal dari lapangan dengan 

tingkat kontaminasi mikroba yang tinggi 

(Barvaliya et al., 2023). 

Keunggulan utama dalam studi ini terletak 

pada kombinasi bertahap yang memberikan hasil 

lebih konsisten dibanding single-step, seperti 

etanol 70% singkat diikuti NaOCl 1–2,5% 10–15 

menit dan bilasan 3–5 kali pada banyak spesies, 

yang menekan kontaminasi tanpa memangkas 

viabilitas secara signifikan. Beberapa studi juga 

menambahkan pre-treatment seperti pencucian air 

mengalir, deterjen/Teepol, fungisida 

(benomyl/bavistin), atau antibiotik (streptomisin) 

efektif untuk eksplan lapang dan jaringan yang 

cenderung membawa epifit/endofit tinggi 

(Bougainvillea, Caesalpinia, Citrus, Cichorium). 

Kombinasi ini relevan terutama untuk kultur 

lanjutan seperti hairy root, di mana eliminasi 

Agrobacterium memerlukan tambahan antibiotik 

pada subkultur awal (Awere et al., 2024). 

Tabel 3 Hasil Produksi Flavonoid Antara Tumbuhan Induk  dan Hasil Kultur. 
Spesies 

Tanaman 

Jenis 

Eksplan 

Teknik Sterilisasi Flavonoid 

Tumbuhan Induk 

(In Vivo) 

Flavonoid Hasil 

Kultur ( In Vitro) 

Rf 

Kaempferia 

larsenii 

Sirirugsa 

Tunas 

Rimpang 

Semprot etanol 70% v/v 

selama 30 detik; natrium 

hipoklorit (NaOCl) 20% 

selama 20 menit dan/atau 

15% selama 15 menit; 

bilas air suling steril 3x, 

masing-masing 5 menit. 

 

Nilai TFC daun 

induk 47,89 mg 

QE/g DW 

Nilai TFC daun in 

vitro pada media 

MS 6,28 mg QE/g 

DW dan in vitro + 

PGR 11,47 mg 

QE/g DW 

(Saensouk et 

al., 2025) 

Citrus 

sinensis 

(sweet 

orange), 

Citrus 

reticulata 

(mandarin), 

Citrus 

maxima 

(pummelo) 

Biji Teepol (deterjen) cuci 

awal; fungisida 

Carbendazim 1%; 

antibakteri HgCl2 0.1% 

di bawah LAF; tiga kali 

bilas air steril; durasi 

langkah tidak semua 

dirinci per tahap. 

 

Nilai TFC: 

Pummelo: 3.25 ± 

0.03 mg rutin/g 

DW. 

Sweet orange: 5.94 

± 0.07 mg rutin/g 

DW. 

Mandarin: 6.56 ± 

0.05 mg rutin/g 

DW. 

Nilai TFC : 

Pummelo: 2.60 ± 

0.06 mg rutin/g 

DW. 

Sweet orange: 4.92 

± 0.02 mg rutin/g 

DW. 

Mandarin: 5.55 ± 

0.05 mg rutin/g 

DW. 

(Manchanda 

et al., 2023) 

Glycyrrhiza 

glabra L. 

(licorice) 

Akar  Teepol 30% selama 8–10 

menit; bilas air mengalir; 

etanol 70% dan HgCl2 

0.1% selama 2–3 menit; 

bilas air suling autoklaf. 

Nilai TFC : 1.44 ± 

0.15 mg QE/g DW 

Nilai TFC: 1.58 ± 

0.67 mg QE/g DW 

(Bansal et 

al., 2024) 

Eryngium 

alpinum L. 

Daun pra-perlakuan etanol 

70% dilanjutkan natrium 

hipoklorit 2.5% dengan 

beberapa tetes Tween‑80, 

Nilai TFC : 33.16 ± 

2.16. 

Nilai TFC): 

Tunas in vitro 

(padat): 146.98 ± 

5.13 (tertinggi di 

(Kikowska 

et al., 2020) 
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diakhiri bilasan air suling 

steril autoklaf. 

padat) 

Curcuma 

larsenii 

Maknoi & 

Jenjitikul 

Tunas 

aksiler 

Pra-cuci air mengalir 1 

jam; etanol 70% v/v 1 

menit; NaOCl 20% 

selama 20 menit diikuti 

15% selama 15 menit; 

bilas 3× air suling steril 

masing-masing 5 menit. 

Nilai TFC: Daun in 

vitro MS: 28.19 mg 

RE/g DW; Akar in 

vitro MS: 20.45 mg 

RE/g DW; 

pseudostem liar: 

23.81 mg RE/g 

DW; rhizome liar: 

10.49 mg RE/g 

DW. 

Nilai TFC: Daun 

liar: 34.86 mg RE/g 

DW. 

(Saensouk et 

al., 2024) 

Berdasarkan dari tabel 2, Teknik sterilisasi 

yang digunakan dapat berkorelasi dengan naik-

turunnya kandungan flavonoid, tetapi efeknya 

bukan satu-satunya penentu dan sering tidak 

dominan. Sterilisasi berperan penting dalam 

menekan kontaminasi dan mengurangi stres kimia 

berlebih, sehingga jaringan tetap viabel, tidak 

mengalami browning, dan memiliki kapasitas 

untuk memproduksi flavonoid (Alseekh et al., 

2020; Anikina et al., 2025). Walaupun 

keberhasilan sterilisasi saja tidak otomatis 

meningkatkan kandungan flavonoid, tahap ini tetap 

sangat penting karena tanpa sterilisasi yang tepat 

kultur sulit bertahan dan hasil biosintesis dapat 

terganggu.  

Banyak penelitian menegaskan bahwa faktor 

seperti komposisi media, jenis serta dosis ZPT, 

elisitor, pH, cahaya, hingga umur kalus dan siklus 

subkultur sebagai faktor utama pengendali 

biosintesis flavonoid (Fehér, 2019). Sterilisasi 

yang baik memang menjadi syarat perlu untuk 

memperoleh kultur yang sehat, tetapi belum cukup 

untuk secara langsung meningkatkan kandungan 

flavonoid. Meskipun demikian, sterilisasi yang 

moderat dan efektif tetap merupakan landasan 

utama agar kultur viabel dan mampu mendukung 

biosintesis flavonoid. Oleh karena itu, peningkatan 

kandungan flavonoid yang optimal hanya dapat 

dicapai melalui perpaduan antara teknik sterilisasi 

yang tepat dan pengelolaan faktor kultur lanjutan 

secara terarah.. 

 

SIMPULAN 

Hasil literatur review menegaskan bahwa natrium 

hipoklorit (NaOCl) merupakan agen sterilisasi 

utama yang paling konsisten, efektif, ekonomis, 

dan relatif aman digunakan pada berbagai jenis 

eksplan. Skema umum berupa pra-perendaman 

etanol 70% singkat, dilanjutkan NaOCl dengan 

konsentrasi terukur, serta bilasan steril 3–5 kali 

terbukti menghasilkan kultur bebas kontaminan 

dengan viabilitas tinggi. Walaupun merkuri klorida 

(HgCl₂) 0,1–0,2% masih diaplikasikan pada kasus 

sulit, penggunaannya semakin dibatasi karena 

risiko toksisitas. Alternatif tambahan seperti H₂O₂, 

povidone iodine, fungisida, antibiotik, maupun 

surfaktan dapat menjadi solusi pada eksplan 

dengan tingkat kontaminasi tinggi. Respons 

berbeda antar eksplan: biji paling toleran, nodus 

berisiko endofit, daun dan akar memerlukan 

perlakuan lembut, sedangkan rimpang butuh 

protokol bertahap. Teknik sterilisasi dapat 

memengaruhi kadar flavonoid, namun perannya 

bukan faktor utama. Sterilisasi terutama penting 

untuk menekan kontaminasi dan menjaga viabilitas 

jaringan agar tidak browning dan tetap mampu 

berproduksi.  

 

UCAPAN TERIMAKASIH 

Penelitian ini merupakan bagian dari 

hibah penelitian internal STFI dengan skema 

Percepatan Lektor Kepala. Terimakasih 

disampaikan kepada STFI dan Yayasan Hazanah 

untuk pendanaan yang diberikan.  
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