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Penghambatan Pencoklatan (Browning) pada Kultur In Vitro Kelapa Sawit
menggunakan Beberapa Antioksidan

Inhibition of Browning in Oil Palm Tissue Culture using Several Antioxidants

Halida Adistya Putri **, Aline Sisi Handini !, Sylvia Madusari!, Josua Parulian Sitohang*

! Program Studi Teknologi Produksi Tanaman Perkebunan, Politeknik Kelapa Sawit Citra Widya Edukasi
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ABSTRAK

Teknik perbanyakan secara in vitro atau kultur jaringan mulai diaplikasikan untuk perbanyakan kelapa sawit, yang
mana terbukti dapat menghasilkan tanaman kelapa sawit dalam jumlah banyak dengan waktu yang relatif lebih
singkat. Kendala utama saat fase inisiasi tanaman yaitu pencokelatan (browning) yang menyebabkan gangguan
fisiologis tanaman sehingga terjadi kematian pada eksplan in vitro. Senyawa antioksidan merupakan senyawa yang
dapat menghambat pencokelatan. Berbagai penelitian telah dilakukan untuk mencegah kemunculan browning pada
kultur in vitro, namun setiap komoditas yang diuji memiliki senyawa antioksidan yang beragam untuk
mendapatkan antioksidan terbaik yang dapat menghambat browning. Penelitian ini bertujuan untuk mendapat
senyawa antioksidan terbaik untuk menghambat bahkan meniadakan terjadinya browning pada fase inisiasi kelapa
sawit in vitro. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) non faktorial yaitu perlakuan zat
antioksidan menggunakan tiga jenis zat antioksidan yaitu arang aktif (2.5 gL), Polyvinylpyrrolidone (PVP) (2.5
gL1), dan asam akorbat 100 mgLt). Data analisis ragam diuji lanjut menggunakan Duncan Multiple Range Test
(DMRT) untuk data yang berbeda nyata pada taraf 5% dengan software STAR (Statistical Tool for Agriculture
Research). Hasil penelitian menunjukkan antioksidan terbaik untuk menekan munculnya waktu browning dan
intensitas browning adalah PVP sebesar 2.5 gL* pada tanaman kelapa sawit in vitro.

Kata kunci — antioksidan, arang aktif, kelapa sawit, polyvinylpyrrolidone, pencokelatan

ABSTRACT

Tissue culture have begun to be applied to oil palm propagation, where it is proven to be able to produce large
scale of oil palm in short time. The main obstacle during the plant initiation phase was browning which caused
plant physiological disturbances resulting in the death of explants in vitro. Antioxidant compounds can inhibit
browning in explant in vitro. Various studies have been carried out to prevent the appearance of browning at in
vitro cultures, but each tested commodity has various antioxidant compounds to get the best antioxidant that can
inhibit browning. This research aims to obtain the best antioxidant compounds to inhibit or even eliminate
browning in the initiation phase of oil palm. This study used a non-factorial Completely Randomized Design
(CRD), namely treatment of antioxidants using three types of antioxidants namely activated charcoal (2.5 gL),
Polyvinylpyrrolidone (PVP) (2.5 gL1), and acorbic acid (100 mgL1). Data analysis of variance was further tested
using the Duncan Multiple Range Test (DMRT) for data that were significantly different at the 5% level using
STAR (Statistical Tool for Agriculture Research) software. The results showed that the best antioxidant to reduce
browning time and browning intensity was PVP of 2.5 gL in oil palm.

Keywords — activated charcoal, antioxidant, browning, oil plam, polyvinylpyrrolidone
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1. Pendahuluan

Kelapa sawit merupakan salah satu
komoditas penting di Indonesia, karena memiliki
nilai ekonomi yang tinggi sebagai penghasil
minyak nabati, sehingga memberikan kontribusi
untuk devisa negara [1]. Pentingnya komoditas
tersebut menjadi salah satu tanaman yang banyak
dibudidayakan di berbagai daerah di Indonesia,
terutama di Sumatera dan Kalimantan [2].
Perbanyakan tanaman kelapa sawit secara masal
dan cepat merupakan salah satu upaya untuk
memenuhi kebutuhan konsumen di Indonesia
maupun dunia. Kelapa sawit merupakan tanaman
tahunan, sehingga perbanyakan kelapa sawit
membutuhkan waktu lebih lama dibandingkan
tanaman semusim. Teknik perbanyakan secara in
vitro atau kultur jaringan mulai diaplikasikan
untuk perbanyakan kelapa sawit, yang mana
terbukti dapat menghasilkan tanaman kelapa
sawit dalam jumlah banyak dengan waktu yang
relatif lebih singkat [3]; [4]; [5]. Penerapan kultur
jaringan sangat efisien untuk kelapa sawit,
karena tanaman ini hanya memiliki satu titik
tumbuh sehingga sulit untuk diperbanyak secara
vegetatif, perbanyakan tanaman melalui biji
merupakan satu-satunya cara Yyang efektif
sebelum adannya teknologi kultur jaringan
tanaman [6]. Kendala utama saat fase inisiasi
tanaman yaitu pencokelatan (browning) yang
menyebabkan gangguan fisiologis tanaman
sehingga terjadi kematian pada berbagai tanaman
kultur jaringan, seperti ulin [7] karet [8], dan jati

[9]

Pencokelatan disebabkan oleh senyawa
fenolik yang dikativasi oleh enzim polyphenol
oxidase (PPO) dan terjadi saat eksplan dilukasi
pada fase inisiasi [10]. Pencokelatan pada saat
inisiasi regenerasi in vitro sangat banyak
ditemukan pada tanaman berkayu, yaitu kelapa
sawit [11], kakao [12], dan kopi [13]. Proses
pencokelatan [14] pada fase inisiasi regenerasi
menyebabkan kematian pada eksplan yang
ditanam. Proses pencokelatan terbagi menjadi
dua jenis vyaitu proses pencokelatan secara

enzimatis dan non-enzimatis, yang mana
ditemukan beberapa senyawa yang
mempengaruhi  pencokelatan pada  kultur

jaringan kelapa sawit yaitu asam klorogenat,
asam kafeat, asam p-kumarat, dan asam ferulat
[11]. Proses pencokelatan disebabkan oleh
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senyawa fenol yang teroksidasi membentuk
kuinon, yang mana kuinon merupakan senyawa
yang menyebabkan warna coklat pada sel seperti
kalus sebagai bentuk pertahanan jaringan dari
stres [14].

Senyawa antioksidan merupakan senyawa
yang dapat menghambat pencokelatan. Beberapa
senyawa antioksidan yang dapat menghambat
pencokelatan  yaitu arang  aktif  [15],
Polyvinylpyrrolidone (PVP) [16], dan asam
akorbat [8]. Arang aktif menghilangkan
pencokelatan dengan cara menyerap phenol dan
rendered oksodase phenol serta menghilangkan
peroksidase [17]. Penambahan PVP pada media
kultur jaringan kelapa dapat menghasilkan kalus
dan tidak menyerap auksin, selain itu fungsinya
sebagai penghambat browning pada eksplan
[16]. Perendaman asam askorbat pada klon karet
efektif menurunkan pencokelatan sebesar 30%
[8]. Berdasarkan manfaat ketiga jenis zat
antioksidan tersebut perlu dilakukan pengujian
pada kelapa sawit in vitro untuk menghambat
bahkan meniadakan terjadinya browning pada

fase inisiasi, sebagai salah satu kunci
keberhasilan  perbanyakan atau regenerasi
eksplan.

2. Metodologi

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Autoclave, Laminar Air Flow Cabinet
(LAFC), scalpel, gunting medis dan alat tanam
lainnya. Bahan tanam (eksplan) yang digunakan
adalah eksplan kelapa sawit yang berasal umbut
(daun muda) atau spear pada tanaman yang
berumur lebih dari 1 tahun. Eksplan berasal dari
PT. Dami Mas Sejahtera, Bengkulu, Sumatera
Selatan.

2.1. Tahapan Penelitian
2.1.1 Penyiapan eksplan

Umbut atau spear yang telah diambil
sebagai sumber eksplan dilakukan pra sterilisasi
atau sterilisasi permukaan sebelum disterilisasi
menggunakan bahan sterilan (alkohol 70%,
Tween 20, dan Clorox) di Laminar Air Flow.
Persiapan eksplan sebelum ditanam pada media
perlakuan dapat dilihat pada Gambar 1.
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Eksplan (umbut/spear)

| Sterilisasi permukaan (detergen) |

I Direndam bakterisida dan fungisida ( 24 jam) |

/ Alkohol 70% \\
Dibakar (1 menit)

Laminar Air Flow Cabinaet
(LAFC)

Sterilisasi Clorox bertingkat:
Clorox 15% (5 menit)
Bilas aquades (3x)
Clorox 10% (10 menit)
Bilas aquades (3x)
Clorox 5% (15 menit)

\ I Ditanam pada media perlakuan ‘ J

Gambar 1. Prosedur persiapan inisiasi eksplan
kelapa sawit in vitro

D =

2.1.2 Media Perlakuan

Media dasar yang digunakan adalah media
Y3 diperkaya dengan 1 mgL*? Thidiazuran
(TDZ) dan 2.4-D 2 mgL™?. Media ditambahkan
dengan beberapa zat penghambat antioksidan,
yaitu arang aktif (2.5 gL ™) (Kumar et al., 2019),
Polyvinylpyrrolidone (PVP) (2.5 gL ™) (Saenz et
al., 2005), dan asam akorbat 100 mgLt) [8]. Zat
antioksidan berupa arang aktif dan PVP
disterilisasi menggunakan autoklaf, sedangkan
larutan asam askorbat disterilkan dengan
milipore filter 0.2u. Kondisi media pada pH 5.7-
5.8 sebelum diautoklaf pada suhu 121°C pada
tekanan 1 atm. Prosedur atau diagram alir
penelitian dilakukan mulai dari persiapan
eksplan hingga output penelitian yang akan
dicapai. Diagram alir penelitian dapat dilihat
pada Gambar 2.

2.2. Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) non faktorial yaitu
perlakuan zat antioksidan menggunakan tiga
jenis zat antioksidan. Data analisis ragam diuji
lanjut menggunakan Duncan Multiple Range
Test (DMRT) untuk data yang berbeda nyata
pada taraf 5% dengan software STAR (Statistical
Tool for Agriculture Research).
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Sterilisasi Eksplan (Umbut/Spear)
Kelapa Sawit Dami Mas

Eksplan Steril

Media Perlakuan
: Media MS tanpa antioksidan (kontrol)
: Media MS + arang aktif (2.5 gL-)
: Media MS +PVP (2.5 gL'
: Media MS + arang aktif (2.5 gL-1) + PVP (2.5 gL'1)
: Media MS + asam askorbat (100 mgL!)

Analisis Data

____________ Ao

Zat antibotik yang dapat
menghambat/meniadakan pencoklatan
(browning)

1
1
1
1
1
1
L

Gambar 2. Diagram alir penelitian

2.3. Parameter Pengamatan

Pengamatan yang dilakukan mengacu pada
hasil penelitian [8] yaitu waktu munculnya
browning, jumlah eksplan yang mengalami
browning, intensitas browning, dan waktu
terjadinya 50% eksplan mengalami browning
hingga 35 HST (Hari Setelah Tanam) atau
selama 5 MST (Minggu Setelah Tanam).
Pengamatan dilakukan setiap minggu selama 5
MST. Intensitas browning diukur berdasarkan
beberapa kategori dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Penilaian intensitas browning

No. Skoring Keterangan

1 0-0.24 0 - < 1/4 bagian eksplan
mengalami browning

2 0.25-0.49 1/4 - < 1/2 bagian eksplan
mengalami browning

3 0.50-0.74 1/2 - < 3/4 bagian eksplan
mengalami browning

4 075-099  3/4-< 1bagian eksplan
mengalami browning

5 1.00 Seluruh bagian eksplan

mengalami browning

Source: Admojo dan Indrianto, 2016
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3. Hasil dan Pembahasan

3.1.1. Waktu Muncul dan Jumlah Eksplan 50%
Mengalami Browning

Pencokelatan atau browning mulai muncul
1-2 minggu setelah tanam (MST). Waktu muncul
browning dapat dilihat pada Gambar 3. Waktu
muncul browning tercepat terdapat pada
perlakuan kontrol (M0) dan asam akorbat (M4)
yaitu 1 MST, sedangkan perlakuan lainnya M1,
M2, dan M3 mulai muncul pada saat 2 MST. Hal
tersebut mengindikasikan asam akorbat sebesar
100 mgL* muncul pencokelatan paling cepat
dibandingkan perlakuan antioksidan lainnya
pada eksplan kelapa sawit.

4

N

MO M1 M2 M3 M4

Antioksidan
=@=\\/aktu Muncul Awal Browning

Waktu Muncul Browning (MST)

Waktu >50% Eksplan Browning

Gambar 3. Waktu muncul dan jumlah eksplan
50% mengalami Browning pada
kelapa sawit in vitro, MO = tanpa
antioksidan (kontrol), M1= arang

aktif (2.5 gLt), M2=
Polyvinylpyrrolidone (PVP) (2.5 gL
1y, M3 = arang aktif (2.5 gL™?) +
PVP (2.5 gL1), M4= asam askorbat

(100 mgLh).
Penambahan asam  askorbat untuk
pencegahan  browning  tergantung  pada
konsentrasi yang digunakan. Selain waktu

muncul browning, perlakuan antioksidan kontrol
(MO) dan antioksidan (M4) mengalami waktu
munculnya lebih dari 50% eksplan yang
browning lebih cepat dibandingkan perlakuan
lainnya. Menurut hasil  penelitian  [18]
penambahan asam askorbat 100 mgL* browning
muncul 9 HST (Hari Setelah Tanam) pada
tanaman bambu dan pada penelitian [19] asam

@
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askorbat sebesar 300 mgL™? dapat menekan
waktu muncul browning hingga 17 HST (Hari
Setelah Tanam) pada tanaman lili.

Perlakuan penambahan antioksidan dengan
arang aktif (M1) atau PVP (M2) maupun
keduanya (M3) dapat menekan waktu munculnya
browning dibandingkan kontrol (Gambar 3).
Perlakuan antioksidan M1, M2, dan M3 mulai
muncul browning saat 2 MST. Hal ini juga terjadi
untuk waktu munculnya lebih dari 50% eksplan
yang browning, yang mana arang aktif (M1) atau
PVP (M2) maupun keduanya (M3) muncul lebih
lambat yaitu 2-3 MST, sedangkan kontrol (MO)
dan asam askorbat (M4) muncul lebih cepat yaitu
1 MST. Hasil penelitian ini tidak sejalan dengan
penelitian [9] penambahan PVP dan arang aktif
sebanyak 0.2 gL pada eksplan jati putih sudah
muncul browning setelah satu hari perlakuan.
Hal ini diduga karena konsentrasi arang aktif dan
PVP yang digunakan pada penelitian tersebut
lebih rendah, serta perbedaan komoditas eksplan
yang digunakan.

3.2. Jumlah dan Persentase Intensitas Eksplan
Browning

Berdasarkan Tabel 2 rata-rata jumlah
eksplan browning pada 1 MST perlakuan kontrol
(MO) dan asam akorbat (M4) mengalami
browning paling banyak dibandingkan perlakuan
lainnya. Hal ini diduga konsentrasi asam
askorbat yang digunakan sebesar 100 mgL
masih belum dapat menekan jumlah eksplan
yang mengalami browning pada tanaman kelapa
sawit. Menurut [20] penambahan asam askorbat
konsentrasi lebih tinggi sebanyak 550 mgL™*
dapat menekan jumlah eksplan yang browning
pada tanaman kenari persia dibandingkan arang
aktif dan PVP.

Perlakuan arang aktif (M1) atau PVP
(M2) maupun keduanya (M3) mengalami
kenaikan jumlah eksplan browning pada saat 2 —
5 MST (Tabel 2). Semua perlakuan tidak
berpengaruh nyata saat 4 dan 5 MST. Hal
tersebut menunjukkan konsentrasi ataupun jenis
antioksidan yang digunakan pada penelitian ini
masih belum dapat menekan jumlah eksplan
yang mengalami browning pada eksplan kelapa
sawit in vitro. Hal ini sejalan dengan penelitian
[9] bahwa penambahan antioksidan arang aktif,
PVP, dan asam askorbat masing-masing
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sebanyak 200 mg L* pada tanaman jati putih
belum dapat menekan jumlah eksplan yang
mengalami browning, namun dapat
memperlambat terjadinya pencokelatan media.

Tabel 2. Rata-rata jumlah eksplan browning
kelapa sawit in vitro menggunakan
beberapa antioksidan

Jumlah Eksplan Browning

Perlakuan MST

1 2 3 4 5
MO 46a 50a 5.0a 5.0 5.0
M1 0.0c 5.0a 5.0a 5.0 5.0
M2 0.0c 12c 34b 40 4.0
M3 0.0c 1l4c 46ab 46 4.6
M4 280 32b 34b 42 4.2
Uji F wx wx * tn tn
KK (%) 3.03" 3537 2947 202" 1.88T

Keterangan: MO = tanpa antioksidan (kontrol), M1= arang
aktif (2.5 gLt), M2= Polyvinylpyrrolidone
(PVP) (2.5 gL , M3 = arang aktif (2.5 gL
1+ PVP (2.5 gL?), M4= asam askorbat (100
mgL™1), ** = sangat nyata, tn = tidak nyata,
MST = Minggu Setelah Tanam, KK =
Koefisein Keragaman , T= log (x+10) .
Angka-angka yang disertai huruf yang sama
pada kolom yang sama tidak berbeda nyata
berdasarkan uji DMRT (Duncan Multiple
Range Test)
pada Probability (P<5%).

Eksplan yang mengalami browning sangat
rentan terjadi karena adanya pelukaan saat
penanaman, hal tersebut dapat mengaktifkan
senyawa fenolik pada eksplan. Menurut [21]
senyawa fenolik yang ditimbulkan akibat
pelukaan membentuk senyawa kuinon yang
merupakan senyawa beracun serta dapat
mematikan jaringan eksplan. Selain pelukaan,
getah yang terkandung dalam tanaman kelapa
sawit juga menjadi penyebab rentannya eksplan
mengalami browning.

N (b) () (d) (e)

()

Gambar 4. Eksplan browning saat 5 MST
(Minggu Setelah Tanam), (a) MO =
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tanpa antioksidan (kontrol), (b)
M1=arang aktif (2.5 gL%), (c) M2=
Polyvinylpyrrolidone (PVP) (2.5 gL
b, (d) M3 = arang aktif (2.5 gL™?) +
PVP (2.5 gL™?), dan (e) M4= asam
askorbat (100 mgL™).

Semua perlakuan belum dapat menekan
jumlah eksplan browning, namun perlakuan
tersebut memiliki persentase intensitas browning
yang berbeda-beda. Perlakuan yang diberikan
penambahan arang aktif (M1) dan PVP (M2)
menunjukkan intensitas browning yang lebih
rendah vyaitu 19 % dibandingkan hanya
menggunakan arang aktif (36.7%) maupun
kontrol (46.2%) (Tabel 3).

Tabel 3. Rata-rata persentase intensitas eksplan
browning kelapa sawit in vitro
menggunakan beberapa antioksidan

Intensitas Eksplan Browning

Perlakuan MST

1 2 3 4 5
MO 85.0a 19.5a 27.0a 323a 46.2a
M1 0.0c 85b  16.2b 27.2a 36.7a
M2 0.0c 05c 30c 87b 14.2b
M3 0.0c 0.7c 6.7c 12.7b 19.0b
M4 3.0b 50b 6.7c 125b 16.3b
Uji F *x okl okl *x *x
KK (%) 0.077 013" 0.18T 0.267 0.347

Keterangan: MO = tanpa antioksidan (kontrol), M1=arang
aktif (2.5 gLt), M2= Polyvinylpyrrolidone
(PVP) (2.5 gL , M3 = arang aktif (2.5 gL
1+ PVP (2.5 gL1), M4= asam askorbat (100
mgL1), ** = sangat nyata, tn = tidak nyata,
MST = Minggu Setelah Tanam, KK =
Koefisein Keragaman , T= log (x+10) .
Angka-angka yang disertai huruf yang sama
pada kolom yang sama tidak berbeda nyata
berdasarkan uji DMRT (Duncan Multiple
Range Test)
pada Probability (P<5%).

Persentase intensitas browning terendah
terdapat pada perlakuan hanya dengan
penambahan PVP (M2) vyaitu sebesar 14.2%
(Gambar 3). Hal tersebut menunjukkan
penambahan PVP sebanyak 2.5 gL pada media
efektif menekan intensitas browning pada
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eksplan kelapa sawit in vitro, walaupun belum
dapat menekan jumlah eksplan brwoning. Hal ini
sejalan dengan penelitian [22] penambahan PVP
(200 mgL™?) atau arang aktif (100 mgL™) efektif
menghambat browning pada tanaman Kkiwi,
namun arang aktif bersifat tidak selektif sehingga
dapat menyerap nutrisi dan zat pengatur tumbuh
pada media.

4. Kesimpulan

Perlakuan semua antioksidan belum dapat
menekan jumlah eksplan yang mengalami
browning. Antioksidan terbaik untuk menekan
munculnya waktu browning dan intensitas
browning adalah PVP sebesar 2.5 gL pada
tanaman kelapa sawit in vitro.
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