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KRIOPRESERVASI: 

KONSERVASI SUMBER DAYA GENETIK KELAPA SAWIT JANGKA 
PANJANG

dapat menyebabkan tanaman mati hingga mencapai 
80% (Reed et al., 2011). Cekaman abiotik yang sering 
terjadi di kebun kelapa sawit adalah cekaman 
kekeringan. Apabila hal ini terjadi pada kebun koleksi 
genetik kelapa sawit maka ancaman kehilangan 
sumber daya genetik akan sangat besar. 
Penyimpanan koleksi sumber daya genetik kelapa 
sawit jangka panjang dalam bentuk benih di ruang 
penyimpanan benih juga beresiko, terutama apabila 
penyimpanan benih dilakukan untuk kurun waktu 
puluhan tahun. Benih kelapa sawit merupakan benih 
semi rekalsitran dan tidak mampu disimpan dalam 
jangka waktu lama. Viabilitas benih kelapa sawit masih 
dapat dipertahankan dengan penyimpanan 12-15 

0bulan pada suhu 15 C dengan kelembaban 10-15%, 
akan mengalami deteriorasi dan penurunan viabilitas 
seiring dengan lamanya waktu simpan benih 
(Rajanaidu dan Ainul, 2013). Oleh karena itu, 
diperlukan upaya untuk menyimpan sumber daya 
genetik dalam jangka waktu yang cukup lama, salah 
satunya menggunakan teknik kriopreservasi.
 Kriopreservasi diartikan sebagai salah satu teknik 
penyimpanan jaringan tanaman menggunakan suhu 

0sangat rendah (-196 C) pada media kriogenik 
menggunakan nitrogen cair. Teknik penyimpanan ini 
sudah cukup lama dilakukan dan diinisiasi sejak 1937. 
Kriopreservasi sangat potensial digunakan, karena 
pada suhu yang sangat rendah semua sel dan proses 
metabolisme dalam kondisi yang sangat lambat 

PENDAHULUAN
 Kegiatan pemuliaan tanaman tidak dapat 
dilepaskan dari pemanfaatan bahan genetik yang 
berasal dari koleksi sumber daya genetik. Koleksi 
sumber daya genetik disimpan dalam berbagai cara 
untuk memastikan ketersediaan sumber daya genetik 
saat dibutuhkan. Metode penyimpanan koleksi sumber 
daya genetik yang biasa dilakukan adalah dengan 
menanam pohon sumber daya genetik di kebun-kebun 
koleksi maupun menyimpan dalam bentuk benih di 
bank benih (seed bank collection) dan disimpan dalam 
bentuk koleksi bahan kultur jaringan dengan 
pertumbuhan minimal (Leunufna, 2019). 
 Penyimpanan sumber daya genetik kelapa sawit di 
kebun - kebun  ben ih  menghadap i  kenda la 
kemungkinan hilangnya sumber genetik yang dapat 
disebabkan karena adanya cekaman abiotik maupun 
biotik. Cekaman biotik yang paling mendominasi yaitu 
tingginya intensitas serangan hama dan penyakit 
terutama infeksi jamur Ganoderma boninense yang 
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Abstrak - Penyimpanan sumber daya genetik kelapa sawit dapat dilakukan dengan berbagai cara, salah satunya 
dengan metode kriopreservasi yang mampu menyimpan sumber daya genetik dalam jangka waktu yang cukup 
lama. Pada kelapa sawit, metode kriopreservasi yang banyak digunakan adalah metode kriopreservasi klasik dan 
metode baru diantaranya vitrifikasi dan droplet-vitrifikasi. Bahan kelapa sawit yang disimpan diantaranya embrio 
zigotik, kernel, polen, kalus, suspensi sel dan sel embriogenik dari suspensi sel, dan embrio somatik. Dari 
berbagai jenis bahan tersebut, kebanyakan menggunakan embrio somatik yang dihasilkan dari perbanyakan 
menggunakan kultur jaringan. Penggunaan embrio somatik dinilai lebih mudah dilakukan dan mampu 
menghasilkan pertumbuhan kembali setelah kriopreservasi dengan persentase keberhasilan yang cukup tinggi. 

Kata kunci: kriopreservasi, kelapa sawit, sumber daya genetik. 
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METODE KRIOPRESERVASI 

 Secara umum, kriopreservasi dibedakan 
menjadi 2 metode yaitu kriopreservasi klasik yang 
didasarkan pada dehidrasi sel yang diinduksi pada 

0suhu rendah (di bawah 0 C) atau freeze-induced 
dehydration dan metode baru yang didasarkan 

0pada dehidrasi sel pada suhu di atas 0 C atau 
vitrifikasi (Gambar 1). Metode berbasis vitrifikasi 
d i d a s a r k an  p ada  p emben t u k an  s t r u k t u r 
menyerupai kaca (meta-stable glass) pada suhu 
yang sama dengan atau di bawah titik beku larutan 
tertentu. Masing-masing metode kriopreservasi 
terbagi menjadi beberapa tahapan metode yang 
berbeda-beda Gambar 1. Perbedaan metode yang 
dikembangkan dalam penyimpanan menggunakan 
kriopreservasi didasarkan pada bahan tanaman 
yang akan disimpan.

bahkan berhenti (da Silva dan Engelmann, 2017). 
Kriopreservasi menggunakan nitrogen cair sehingga 
selama penyimpanan sel-sel ditekan aktivitasnya atau 
bahkan sama sekali t idak memiliki aktif itas 
metabolisme dengan viabilitas sel yang tetap 
terpelihara, bahan tanam dapat disimpan dalam 
jangka waktu hingga puluhan tahun dalam tabung 
kriopreservasi sehingga tidak diperlukan lahan yang 
luas dan bebas ancaman cekaman biotik dan abiotik 
seperti halnya koleksi sumber daya genetik di kebun-
kebun koleksi.
 Tulisan ini membahas mengenai kriopreservasi 
untuk penyimpanan sumber daya genetik secara 
umum dan khususnya kelapa sawit. Selain itu, 
dibahas tahapan-tahapan masing-masing metode 
kriopreservasi secara singkat dalam penyimpanan 
sumber daya genetik kelapa sawit berdasarkan 
jenis bahan yang disimpan.

Penjelasan mengenai metode kriopreservasi dengan 
metode klasik dan baru, dijelaskan secara singkat 
sebagai berikut: 

1. Kriopreservasi dengan Metode Klasik

 Pada metode klasik, tahapan yang dilakukan di 
antaranya pregrowth, pemberian krioprotektan, 

pembekuan dalam nitrogen cair, pencairan kembali, 
pemulihan bahan:
a. Pregrowth 
 Tahapan pregrowth merupakan perlakuan khusus 
yang digunakan untuk mempersiapkan bahan yang 
akan disimpan agar memiliki ketahanan terhadap 

31 32

Kriopreservasi: Konservasi sumber daya genetik kelapa sawit jangka panjang

pembekuan minimal. Tahap persiapan ini beragam, 
tergantung pada sistem kultur dan spesies. Modifikasi 
metode ini yaitu preculture-dehydration yaitu 
persiapan bahan sebelum kriopreservasi terutama 
untuk bahan yang tidak tahan pengeringan. Sebelum 
pembekuan cepat dilakukan pengeringan dalam 
laminar air flow (LAF) menggunakan silica gell (Gantait 
et al., 2017).
b. Krioprotektan 
 Tahapan krioprotektan adalah pemberian bahan 
kimia tertentu lebih kurang satu jam sebelum 
pembekuan yang dapat membawa perubahan pada 
permeabilitas, titik beku, dan tanggapan sel terhadap 
cekaman pembekuan serta pemulihan bahan setelah 
penyimpanan agar bahan yang disimpan tetap hidup. 
Krioprotektan berfungsi memelihara cairan dalam sel 
saat se l  berada pada suhu yang rendah, 
meningkatkan dehidrasi sel, dan menjaga stabilitas 
membran sel. Krioprotektan terbagi menjadi 2 yaitu 
krioprotektan yang dapat masuk ke dalam sel 
(intraselular) seperti dimethyl sulfoksida (DMSO) dan 
polyethylene glikol (PEG), serta krioprotektan yang 
dapat masuk ke dalam ruang antarsel (ekstraselular) 
seperti sukrosa dan sorbitol. Selain itu juga campuran 
dari beberapa krioprotektan yang terdiri dari sukrosa, 
gliserol, etilen glicol-EG, dimetilsulfocida-DMSO yang 
disebut Plant Vitrification Solution 2 (PVS2) yang dapat 
melindungi jaringan setelah pembekuan dalam 
nitrogen cair dengan tingkat daya hidup dan 
regenerasinya cukup tinggi (Reed, 2011).
c. Pembekuan dalam nitrogen cair dan penyimpanan 
 Lamanya proses pembekuan dalam nitrogen cair 
menjadi tahapan penting dalam penyimpanan 
kriopreservasi karena lamanya waktu pembekuan 
tergantung pada bahan yang disimpan. Pembekuan 
lambat cocok digunakan untuk bahan dari suspensi sel 
dan protoplas, sedangkan metode pembekuan cepat 
lebih sesuai untuk bahan berupa meristem, kernel, 
polen, dan embrio somatik (Jiroutova dan Sedlak, 
2020).
d. Thawing
 Tahapan thawing atau pelelehan kembali bahan 
setelah disimpan dalam kriopreservasi merupakan 
tahapan yang kritis dalam keberhasilan kriopreservasi. 
Dalam tahap ini diperlukan suatu teknik peningkatan 
suhu yang dapat melindungi jaringan dari pecahnya 
sel akibat kenaikan suhu yang terlalu cepat atau 

rekristalisasi pada sel yang telah dilakukan proses 
thawing (Engelmann et al., 1985).
e. Post-Thaw Phase (recovery bahan tanaman 
setelah penyimpanan)
 Post-Thaw Phase merupakan tahapan pemulihan 
kemba l i  bahan se te lah  d i s impan dengan 
kriopreservasi. Pada tahapan ini, bahan yang 
disimpan akan kembali seperti pada keadaan semula 
sebelum dilakukan kriopreservasi (Engelmann et al., 
1985).

2. Kriopreservasi dengan Metode Baru 

a. Vitrifikasi 
 Vitrifikasi yaitu kriopreservasi menggunakan 
larutan dengan molaritas sangat tinggi seperti PVS2 
(Plant Vitrification Solution 2). Larutan dengan 
molaritas tinggi bersifat kental sehingga dapat 
menghambat kristalisasi es, baik intraseluler maupun 
ekstraseluler, selama pembekuan dalam nitrogen cair 
(Gantait et al., 2017). 
b. Enkapsulasi-dehidrasi 
Enkapsulasi-dehidrasi menggunakan gel alginat 
sebagai pembungkus eksplan sebelum dilakukan 
dehidrasi menggunakan eksikator atau laminar flow 
box. 
c. Enkapsulasi-vitrifikasi merupakan kombinasi 2 
metode yaitu metode enkapsukasi-dehidrasi dengan 
metode vitrifikasi (Gantait et al., 2017).
d. Droplet-vitrifikasi merupakan modifikasi dari 
metode dasar vitrifikasi dengan metode penempatan 
bahan dalam bentuk tetesan atau droplet ukuran 1-10 
µl dalam larutan krioprotektan yang diteteskan pada 
selembar alumunium foil (Gambar 2), sebelum 
direndam dalam nitrogen cair (Kaczmarczyk et al., 
2012).
e. Cryo-plates merupakan metode yang diawali 
dengan pra perlakuan bahan tanaman ke dalam media 
cair yang mengandung krioprotektan kemudian diikuti 
dengan droplet krioprotektan dan pembekuan cepat. 
Pada metode droplet, eksplan dibungkus dengan 
tetesan krioprotektan DMSO pada aluminium foil 
sebelum dimasukkan kedalam nitrogen cair. Metode 
kriopreservasi dengan cryo-plates juga dapat 
menggunakan saringan berukuran mikro (cryo-mesh). 
Metode cryo-plates biasanya digunakan untuk bahan 

Gambar 1. Bagan Metode Kriopreservasi 
Sumber: Jiroutova dan Sedlak (2020) yang dimodifikasi
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suhu 250C dan kelembapan 70%, dan dilanjutkan 
desikasi di LAF, serta silika gel secara berurutan. 
Embr io yang sudah d idehidras i  kemudian 
dimasukkan dalam propylene cryovial dan segera 

0disimpan dalam nitrogen cair (-196 C). Percobaan 
ini dilakukan selama 16 jam dan setelah itu 

0dilakukan proses thawing pada suhu 40 C selama 
1 menit, kemudian diuji daya tumbuhnya secara in 
vitro. Pada metode ini, kadar air benih sangat 
menentukan keberhasilan perkecambahan pasca 
penyimpanan dengan teknik kriopreservasi. Kadar 
air embrio antara 10%-20% menghasi lkan 
perkecambahan yang lebih baik.
 Penelitian terbaru mengenai kriopreservasi 
embrio zigotik kelapa sawit dilakukan oleh Prakash 
et  a l .  (2019) yang menggunakan metode 
k r i o p r e s e r v a s i  k l a s i k  d a n  b a r u  d engan 
membandingkan beberapa metode yang berbeda, 
diantaranya air  desiccat ion, encapsulat ion-
dehydrat ion ,  dan v i t r i f i ca t ion .  Metode ai r 
desiccation pada penelitian ini dilakukan dengan 
melakukan desikasi embrio pada LAF selama 6 
jam, kemudian embrio dimasukkan dalam cryo-vial 
dan dilakukan pembekuan cepat dan langsung 
d imasukkan da lam n i t rogen ca i r .  Metode 
encapsulation-dehydration menggunakan gel 
alginat yang dibuat dari media dasar MS dengan 
3% Na-alginat. Sebelum disimpan, bulatan gel 
alginat berisi embrio diinkubasi selama 15 menit 

0pada suhu 25 C, kemudian dimasukkan dalam 
media dasar MS dengan tambahan sukrosa 0,3-
0,75 M dalam tabung erlemeyer kemudian di-
shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. 
Kemudian didehidrasi dalam LAF kembali selama 
6 jam, lalu dimasukkan dalam 1 ml cryo-vial dan 
dilakukan pembekuan cepat dalam nitrogen cair. 
Pada metode vitrifikasi, embrio di pre-culture pada 
media MS dasar dengan 1,2 M sukrosa selama 3 
hari. Setelah itu, embrio dimasukkan dalam 1 ml 
cryo-vial dan diperlakukan dengan loading solution 
(0,4 M sukrosa dan 2 M gliserol dalam media MS 

0dasar) selama 20 menit pada suhu 25 C, setelah 
itu larutan diganti dengan PVS2. Tahapan 
selanjutnya adalah pembekuan cepat pada 
nitrogen cair. Setelah penyimpanan, thawing 
ketiga metode dilakukan dengan merendam 

0embrio dalam suhu 38 C selama 2-5 menit dan 
ditumbuhkan kembali menggunakan media dasar 
MS.

2. Kriopreservasi Suspensi Sel 

Krioperservasi suspensi sel embriogenik kelapa sawit 
dilakukan menggunakan krioprotektan selama 1 jam 
pada suhu 0 derajat dengan 1,0 M glukosa dan 10% 

0 0DMSO, yang disimpan dalam 0,5 C hingga -40 C, 
kemudian direndam dalam nitrogen cair. Viabilitas 
embrio setelah penyimpanan dengan kriopreservasi 
ada lah 20-45% berdasarkan u j i  v iab i l i tas 
menggunakan uji tetrazolium dan mampu tumbuh 
dengan baik pada media MS semi-padat maupun cair 
(da Silva dan Engelmann, 2017). 

3. Kriopreservasi Kalus

Kriopreservasi kalus kelapa sawit menggunakan 
vitrifikasi dilaporkan oleh Khawnium dan Te-Chato 
(2011). Bahan berupa kalus embriogenik yang friabel 
perlu dilakukan preconditioning selama 7 hari dalam 
media yang mengandung 0,25 M sukrosa. Setelah itu 
dilakukan dehidrasi menggunakan larutan PVS2 
selama 60 menit pada suhu 00C dan segera di 
masukkan dalam nitrogen cair. Proses thawing atau 
pelelehan kembali dilakukan dengan merendam kalus 

0embriogenik dalam suhu 40 C selama 2 menit. Setelah 
itu, kalus embriogenik ditanam dalam media yang 
mengandung 0,1 mg/l dicamba dan 3% sukrosa. 
Persentase keberhasilan kalus embriogenik 
membentuk embrio somatik mencapai 66% 
menggunakan metode ini (Khawnium dan Te-Chato, 
2011). 

4. Kriopreservasi Embrio Somatik

 Kriopreserasi embrio somatik kelapa sawit pertama 
kali dilakukan menggunakan metode kriopreservasi 
k l a s i k  (Enge lmann  e t  a l . ,  1985 ) .  Da l am 
perkembangannya, kriopreservasi embrio somatik 
kelapa sawit menggunakan metode droplet-vitrifikasi 
dipublikasikan oleh Gantait et al. (2014), dan 
encapsulation-desiccation oleh Palanyandy et al. 
(2020). 
 Pada tahap persiapan bahan yang akan disimpan 
yaitu embrio somatik ditanam dalam kultur in vitro 
menggunakan media MS (Murashige dan Skoog, 
1962) dengan tambahan 0,75 M sukrosa. Embrio 
somatik yang digunakan berbentuk torpedo dan 
berwarna putih berkilau. Embrio somatik dimasukkan 
dalam 2 ml cryotubes steril dan segera direndam 

berupa shoot-tips atau tunas yang masih sangat muda 
(Funnekotter et al., 2017), sehingga untuk kelapa sawit 
kurang aplikatif.
 Pada berbagai metode yang sudah dirincikan 
sebelumnya, secara umum metode-metode tersebut 
melibatkan beberapa proses umum yang harus 
dilakukan diantaranya persiapan bahan sebelum 
penyimpanan dalam nitrogen cair, metode untuk 
melindungi material dari freezing injury akibat 
pembekuan dalam nitrogen cair, proses thawing 
setelah penyimpanan dan media untuk pertumbuhan 
kembali bahan setelah penyimpanan menggunakan 
kriopreservasi (Jiroutova dan Sedlak, 2020). Pada 
kelapa sawit, banyak menggunakan metode 
kriopreservasi klasik diantaranya pregrowth, 
pemberian krioprotektan, pembekuan cepat, serta 
thawing dan metode baru diantaranya vitrifikasi dan 
droplet-vitrifikasi.

KRIOPRESERVASI KELAPA SAWIT

 Kriopreservasi kelapa sawit pertama kali 
menggunakan bahan berupa embrio zigotik dengan 
metode kriopreservasi klasik yang masih sederhana 
(Grout et al., 1983). Pada awalnya, penyimpanan 
kriopreservasi kelapa sawit menggunakan benih dan 
kernel. Namun, penyimpanan kriopreservasi 
menggunakan benih dan kernel tidak tahan terhadap 
desikasi dan paparan suhu yang rendah (Norziha et 
al., 2017). 
 Dalam perkembangannya, penyimpanan sumber 
daya genetik kelapa sawit dengan kriopreservasi 
mayoritas menggunakan bahan berupa embrio 
somatik yang dihasi lkan dar i perbanyakan 
menggunakan kultur jaringan. Penggunaan embrio 
somatik dinilai lebih mudah dilakukan dan mampu 
menghasilkan pertumbuhan kembali setelah 
kriopreservasi dengan persentase keberhasilan 
yang cukup tinggi. Oleh karena itu, penyimpanan 
kriopreservasi menggunakan embrio somatik lebih 
diminati. Bahan lain yang juga digunakan dalam 
penyimpanan kriopreservasi kelapa sawit yaitu 
kernel, polen, kalus, suspensi sel dan sel 
embriogenik dari suspensi sel (da Silva dan 
Engelmann, 2017).
 Tahapan proses kriopreservasi yang dapat 
digunakan tergantung pada masing-masing bahan 
kelapa sawit yang disimpan:

1. Kriopreservasi Embrio Zigotik dan Kernel 
Kelapa Sawit

 Grout et al. (1983) menggunakan embrio kelapa 
sawit yang diisolasi dari bagian benihnya dengan 
metode kriopreservasi klasik. Tahapan yang 
dilakukan sangat sederhana yaitu benih dipecahkan 
cangkangnya kemudian embrio diambil dari bagian 
inti benih dalam kondisi steril. Kemudian embrio 
didehidrasi dengan cara dikeringkan dan diletakkan 
pada cawan petri terbuka di LAF selama 6 jam dalam 
konsisi tetap steril. Setelah itu, embrio diletakkan 
pada tabung wadah (vial) dan ditutup rapat 

0kemudian dimasukkan dalam nitrogen cair -196 C. 
Proses thawing dilakukan dengan merendam vial 

0yang berisi embrio ke dalam air dengan suhu 10 C-
030 C. Pengecambahan embrio dilakukan secara in 

vitro dengan menggunakan media MS diperkaya 1 
g/l kasein hidrolisat, 3 g/l sukrosa, 0,5 mg/l IAA, 0,1 
mg KN, dan 8 g/l agar. Hasil penyimpanan dalam 
kriopreservasi selama 8 bulan menunjukkan tidak 
ada penurunan viabilitas benih.
 Engelmann et al. (1985) mengembangkan 
penelitian kriopreservasi kelapa sawit berdasarkan 
metode yang telah dilakukan Grout et al. (1983). 
Tahapan awal yang dilakukan dengan penurunan 
kadar air embrio zigotik sebelum penyimpanan 
dalam kriopreservasi. Embrio diletakkan dalam 2 ml-
propylene cryotubes kemudian direndam dalam 
nitrogen cair. Setelah penyimpanan, embrio masuk 
tahap pelelehan dengan memasukkan cryotubes 

0selama 1 menit pada suhu 40 C, dan ditumbuhkan 
kembali pada media in vitro menggunakan MS 
modifikasi. Persentase pertumbuhan kembali embrio 
zigotik dari penelitian ini yaitu 25% setelah disimpan 
menggunakan kriopreservasi. Berbeda dengan 
embrio zigotik, penyimpanan menggunakan kernel 
dilakukan dengan 2 tahap untuk mencegah 
kerusakan saat pendinginan dan thawing.
 Norziha et al. (2017) mengembangkan kembali 
metode kriopreservasi untuk embrio zigotik kelapa 
sawit. Tahapan yang dilakukan yaitu benih kelapa 
sawit dipecahkan cangkangnya kemudian diambil 
bagian kernelnya dan disterilisasi menggunakan 
campuran 0,05% Tween 20 dan 0,01% mercuric 
chloride. Setelah itu, dilakukan pembilasan 
menggunakan air steril sebanyak 3 kali. Kemudian 
dilakukan desikasi benih untuk menurunkan kadar 
air embrio menggunakan suhu ruangan dengan 
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suhu 250C dan kelembapan 70%, dan dilanjutkan 
desikasi di LAF, serta silika gel secara berurutan. 
Embr io yang sudah d idehidras i  kemudian 
dimasukkan dalam propylene cryovial dan segera 

0disimpan dalam nitrogen cair (-196 C). Percobaan 
ini dilakukan selama 16 jam dan setelah itu 

0dilakukan proses thawing pada suhu 40 C selama 
1 menit, kemudian diuji daya tumbuhnya secara in 
vitro. Pada metode ini, kadar air benih sangat 
menentukan keberhasilan perkecambahan pasca 
penyimpanan dengan teknik kriopreservasi. Kadar 
air embrio antara 10%-20% menghasi lkan 
perkecambahan yang lebih baik.
 Penelitian terbaru mengenai kriopreservasi 
embrio zigotik kelapa sawit dilakukan oleh Prakash 
et  a l .  (2019) yang menggunakan metode 
k r i o p r e s e r v a s i  k l a s i k  d a n  b a r u  d engan 
membandingkan beberapa metode yang berbeda, 
diantaranya air  desiccat ion, encapsulat ion-
dehydrat ion ,  dan v i t r i f i ca t ion .  Metode ai r 
desiccation pada penelitian ini dilakukan dengan 
melakukan desikasi embrio pada LAF selama 6 
jam, kemudian embrio dimasukkan dalam cryo-vial 
dan dilakukan pembekuan cepat dan langsung 
d imasukkan da lam n i t rogen ca i r .  Metode 
encapsulation-dehydration menggunakan gel 
alginat yang dibuat dari media dasar MS dengan 
3% Na-alginat. Sebelum disimpan, bulatan gel 
alginat berisi embrio diinkubasi selama 15 menit 

0pada suhu 25 C, kemudian dimasukkan dalam 
media dasar MS dengan tambahan sukrosa 0,3-
0,75 M dalam tabung erlemeyer kemudian di-
shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. 
Kemudian didehidrasi dalam LAF kembali selama 
6 jam, lalu dimasukkan dalam 1 ml cryo-vial dan 
dilakukan pembekuan cepat dalam nitrogen cair. 
Pada metode vitrifikasi, embrio di pre-culture pada 
media MS dasar dengan 1,2 M sukrosa selama 3 
hari. Setelah itu, embrio dimasukkan dalam 1 ml 
cryo-vial dan diperlakukan dengan loading solution 
(0,4 M sukrosa dan 2 M gliserol dalam media MS 

0dasar) selama 20 menit pada suhu 25 C, setelah 
itu larutan diganti dengan PVS2. Tahapan 
selanjutnya adalah pembekuan cepat pada 
nitrogen cair. Setelah penyimpanan, thawing 
ketiga metode dilakukan dengan merendam 

0embrio dalam suhu 38 C selama 2-5 menit dan 
ditumbuhkan kembali menggunakan media dasar 
MS.

2. Kriopreservasi Suspensi Sel 

Krioperservasi suspensi sel embriogenik kelapa sawit 
dilakukan menggunakan krioprotektan selama 1 jam 
pada suhu 0 derajat dengan 1,0 M glukosa dan 10% 

0 0DMSO, yang disimpan dalam 0,5 C hingga -40 C, 
kemudian direndam dalam nitrogen cair. Viabilitas 
embrio setelah penyimpanan dengan kriopreservasi 
ada lah 20-45% berdasarkan u j i  v iab i l i tas 
menggunakan uji tetrazolium dan mampu tumbuh 
dengan baik pada media MS semi-padat maupun cair 
(da Silva dan Engelmann, 2017). 

3. Kriopreservasi Kalus

Kriopreservasi kalus kelapa sawit menggunakan 
vitrifikasi dilaporkan oleh Khawnium dan Te-Chato 
(2011). Bahan berupa kalus embriogenik yang friabel 
perlu dilakukan preconditioning selama 7 hari dalam 
media yang mengandung 0,25 M sukrosa. Setelah itu 
dilakukan dehidrasi menggunakan larutan PVS2 
selama 60 menit pada suhu 00C dan segera di 
masukkan dalam nitrogen cair. Proses thawing atau 
pelelehan kembali dilakukan dengan merendam kalus 

0embriogenik dalam suhu 40 C selama 2 menit. Setelah 
itu, kalus embriogenik ditanam dalam media yang 
mengandung 0,1 mg/l dicamba dan 3% sukrosa. 
Persentase keberhasilan kalus embriogenik 
membentuk embrio somatik mencapai 66% 
menggunakan metode ini (Khawnium dan Te-Chato, 
2011). 

4. Kriopreservasi Embrio Somatik

 Kriopreserasi embrio somatik kelapa sawit pertama 
kali dilakukan menggunakan metode kriopreservasi 
k l a s i k  (Enge lmann  e t  a l . ,  1985 ) .  Da l am 
perkembangannya, kriopreservasi embrio somatik 
kelapa sawit menggunakan metode droplet-vitrifikasi 
dipublikasikan oleh Gantait et al. (2014), dan 
encapsulation-desiccation oleh Palanyandy et al. 
(2020). 
 Pada tahap persiapan bahan yang akan disimpan 
yaitu embrio somatik ditanam dalam kultur in vitro 
menggunakan media MS (Murashige dan Skoog, 
1962) dengan tambahan 0,75 M sukrosa. Embrio 
somatik yang digunakan berbentuk torpedo dan 
berwarna putih berkilau. Embrio somatik dimasukkan 
dalam 2 ml cryotubes steril dan segera direndam 

berupa shoot-tips atau tunas yang masih sangat muda 
(Funnekotter et al., 2017), sehingga untuk kelapa sawit 
kurang aplikatif.
 Pada berbagai metode yang sudah dirincikan 
sebelumnya, secara umum metode-metode tersebut 
melibatkan beberapa proses umum yang harus 
dilakukan diantaranya persiapan bahan sebelum 
penyimpanan dalam nitrogen cair, metode untuk 
melindungi material dari freezing injury akibat 
pembekuan dalam nitrogen cair, proses thawing 
setelah penyimpanan dan media untuk pertumbuhan 
kembali bahan setelah penyimpanan menggunakan 
kriopreservasi (Jiroutova dan Sedlak, 2020). Pada 
kelapa sawit, banyak menggunakan metode 
kriopreservasi klasik diantaranya pregrowth, 
pemberian krioprotektan, pembekuan cepat, serta 
thawing dan metode baru diantaranya vitrifikasi dan 
droplet-vitrifikasi.

KRIOPRESERVASI KELAPA SAWIT

 Kriopreservasi kelapa sawit pertama kali 
menggunakan bahan berupa embrio zigotik dengan 
metode kriopreservasi klasik yang masih sederhana 
(Grout et al., 1983). Pada awalnya, penyimpanan 
kriopreservasi kelapa sawit menggunakan benih dan 
kernel. Namun, penyimpanan kriopreservasi 
menggunakan benih dan kernel tidak tahan terhadap 
desikasi dan paparan suhu yang rendah (Norziha et 
al., 2017). 
 Dalam perkembangannya, penyimpanan sumber 
daya genetik kelapa sawit dengan kriopreservasi 
mayoritas menggunakan bahan berupa embrio 
somatik yang dihasi lkan dar i perbanyakan 
menggunakan kultur jaringan. Penggunaan embrio 
somatik dinilai lebih mudah dilakukan dan mampu 
menghasilkan pertumbuhan kembali setelah 
kriopreservasi dengan persentase keberhasilan 
yang cukup tinggi. Oleh karena itu, penyimpanan 
kriopreservasi menggunakan embrio somatik lebih 
diminati. Bahan lain yang juga digunakan dalam 
penyimpanan kriopreservasi kelapa sawit yaitu 
kernel, polen, kalus, suspensi sel dan sel 
embriogenik dari suspensi sel (da Silva dan 
Engelmann, 2017).
 Tahapan proses kriopreservasi yang dapat 
digunakan tergantung pada masing-masing bahan 
kelapa sawit yang disimpan:

1. Kriopreservasi Embrio Zigotik dan Kernel 
Kelapa Sawit

 Grout et al. (1983) menggunakan embrio kelapa 
sawit yang diisolasi dari bagian benihnya dengan 
metode kriopreservasi klasik. Tahapan yang 
dilakukan sangat sederhana yaitu benih dipecahkan 
cangkangnya kemudian embrio diambil dari bagian 
inti benih dalam kondisi steril. Kemudian embrio 
didehidrasi dengan cara dikeringkan dan diletakkan 
pada cawan petri terbuka di LAF selama 6 jam dalam 
konsisi tetap steril. Setelah itu, embrio diletakkan 
pada tabung wadah (vial) dan ditutup rapat 

0kemudian dimasukkan dalam nitrogen cair -196 C. 
Proses thawing dilakukan dengan merendam vial 

0yang berisi embrio ke dalam air dengan suhu 10 C-
030 C. Pengecambahan embrio dilakukan secara in 

vitro dengan menggunakan media MS diperkaya 1 
g/l kasein hidrolisat, 3 g/l sukrosa, 0,5 mg/l IAA, 0,1 
mg KN, dan 8 g/l agar. Hasil penyimpanan dalam 
kriopreservasi selama 8 bulan menunjukkan tidak 
ada penurunan viabilitas benih.
 Engelmann et al. (1985) mengembangkan 
penelitian kriopreservasi kelapa sawit berdasarkan 
metode yang telah dilakukan Grout et al. (1983). 
Tahapan awal yang dilakukan dengan penurunan 
kadar air embrio zigotik sebelum penyimpanan 
dalam kriopreservasi. Embrio diletakkan dalam 2 ml-
propylene cryotubes kemudian direndam dalam 
nitrogen cair. Setelah penyimpanan, embrio masuk 
tahap pelelehan dengan memasukkan cryotubes 

0selama 1 menit pada suhu 40 C, dan ditumbuhkan 
kembali pada media in vitro menggunakan MS 
modifikasi. Persentase pertumbuhan kembali embrio 
zigotik dari penelitian ini yaitu 25% setelah disimpan 
menggunakan kriopreservasi. Berbeda dengan 
embrio zigotik, penyimpanan menggunakan kernel 
dilakukan dengan 2 tahap untuk mencegah 
kerusakan saat pendinginan dan thawing.
 Norziha et al. (2017) mengembangkan kembali 
metode kriopreservasi untuk embrio zigotik kelapa 
sawit. Tahapan yang dilakukan yaitu benih kelapa 
sawit dipecahkan cangkangnya kemudian diambil 
bagian kernelnya dan disterilisasi menggunakan 
campuran 0,05% Tween 20 dan 0,01% mercuric 
chloride. Setelah itu, dilakukan pembilasan 
menggunakan air steril sebanyak 3 kali. Kemudian 
dilakukan desikasi benih untuk menurunkan kadar 
air embrio menggunakan suhu ruangan dengan 
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dalam nitrogen cair dan dilakukan penyimpanan. 
Setelah penyimpanan, cryotubes dimasukkan dalam 

0water bath 40 C selama 1 menit. Penumbuhan kembali 
dilakukan dengan media MS dengan tambahan 0,3 M 
sukrosa dan 2,4-D selama 1 minggu, dilanjutkan 
dengan dan media MS dengan tambahan 0,1 M 
sukrosa dan 2,4-D selama 2 minggu. Setelah itu, 
embrio somatik dipindahkan pada media dasar tanpa 
zat pengatur tumbuh. Persentase keberhasilan 
pertumbuhan kembali berkisar antara 31%-55% 
(Engelmann et al., 1985 cit. da Silva dan Engelmann, 
2017).
 Metode drop le t -v i t r i f i kas i  menggunakan 
osmoprotektan berupa loading solution (LS) kemudian 
dilakukan dehidrasi dalam bentuk bulatan-bulatan 
beku atau chilled droplet 100 µl PVS2 (Gambar 2a), 
ditempatkan pada strip aluminium yang steril. 
Kemudian embrio dengan cepat dimasukkan dalam 2 
ml cryovial, setelah itu dimasukkan dalam nitrogen 
cair. Setelah disimpan, embrio mampu beregenerasi 

kembali dengan baik (Gambar 2b dan 2c) (Gantait et 
al., 2014).
 Kriopreservasi embrio kelapa sawit dengan 
metode encapsulation-desiccation oleh Palanyandy et 
al. (2020) dilakukan dengan melapisi embrio 
menggunakan gel alginat. Embrio somatik kelapa 
sawit dicelupkan dalam media MS cair tanpa Ca 
dengan tambahan natrium alginat 3%. Embrio somatik 
yang sudah dilapisi gel alginat kemudian di masukkan 
perlahan ke dalam larutan 100 mM CaCl , sehingga 2

embrio terlapisi dengan gel alginat dan CaCl . Setelah 2

itu dibiarkan dalam larutan CaCl selama 20-30 menit. 
Kemudian butiran embrio yang telah terlapisi 
diletakkan pada kertas filter, kemudian dilakukan 
pengeringan pada LAF. Setelah itu, embrio 
dimasukkan dalam 1 ml cryotube polypropylene dan 
direndam dalam nitrogen cair. Thawing dilakukan 
dalam suhu 400C selama 2-3 menit dan ditumbuhkan 
kembali pada media hingga menghasilkan planlet 
(Gambar 3).
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Gambar 2. Kondisi embrio pada proses kriopreservasi kelapa sawit menggunakan metode droplet vitrifikasi dan 
regenerasi setelah penyimpanan. a) embrio dalam droplet; b) keberhasilan thawing setelah penyimpanan; c) 
regenerasi dan perkembangan embrio setelah 4 minggu kultur dalam media MS. Sumber: Gantait et al. (2014).

Gambar 3. Keberhasilan pertumbuhan kembali kultur kelapa sawit yang disimpan dengan kriopreservasi. a) 
Embrio somatik setelah disimpan secara kriopreservasi dalam nitrogen cair, b-d) Embrio somatik mulai 
mengembang dan respon terhadap media MS dengan kandungan gula dan 0,2 mg/l 2,4-D, e-f) Pembentukan 
tunas dan akar serta pembentukan planlet lengkap setelah 8 minggu kultur. Sumber: Palanyandy et al. (2020)

Gambar 4. a) Kondisi polen setelah disimpan dalam kriopreservasi selama 8 tahun; b) Perkecambahan polen 
yang menunjukkan viabilitas yang tetap tinggi setelah penyimpanan dalam kriopreservasi. Sumber: Tandon et al. 
(2007)
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5. Kriopreservasi Polen
0 Kriopreservasi polen dilakukan pada suhu -15 C 

dengan tahapan diantaranya polen yang murni 
0dikeringkan dengan oven pada suhu 37 C selama 6 

0jam, setelah itu disimpan dalam pendingin suhu -15 C. 
Setelah 12 bulan penyimpanan, viabilitas polen tidak 
berbeda dengan polen tanpa penyimpanan pada suhu 
rendah, yaitu hampir 100% (Ekaratne, 1983). 
Penelitian lain yang dilaporkan oleh Tandon et al. 
(2007), menggunakan metode yang lebih sederhana 
yaitu polen dikeringanginkan selama 1 jam kemudian 

diturunkan kadar airnya hingga kadar air 23% 
menunjukkan bahwa setelah 8 tahun penyimpanan 
menggunakan kriopreservasi, polen mampu 
berkecambah dengan baik (Gambar 4).
 Pada komoditas kelapa sawit, tidak banyak 
ditemukan publikasi lainnya mengenai penyimpanan 
polen menggunakan kriopreservasi. Publikasi 
penyimpanan polen menggunakan kriopreservasi 
pada komoditas palmae lainnya diantaranya telah 
diaplikasikan untuk kurma (Anushma et al., 2018) dan 
kelapa (Machado et al., 2014).

Recovery dan Pengujian Lapangan Pasca 
Penyimpanan dalam Kriopreservasi 

 Da Silva dan Engelmann (2017), menyatakan 
bahwa embrio somatik dari 39 klon kelapa sawit 
y ang  d i k r i o p r e se r v a s i  s e l ama  15  bu l a n 
menggunakan protokol Engelmann et al., (1985) 
menunjukkan pertumbuhan kembali bahan setelah 
disimpan dalam kriopreservasi berkisar antara 10-
20%, dan setelah diuji di lapangan menunjukkan 
tidak ada perbedaan pertumbuhan vegetatif dan 
generatif dibandingkan dengan yang tidak disimpan 
dalam kriopreservasi. Keberhasilan pertumbuhan 
kembali setelah kriopreservasi adalah 2-100%. 
Kemudian dilakukan pengujian lapangan terhadap 
440 tanaman yang berasal dari bahan yang 
disimpan dengan kriopreservasi. Pengujian 
di lakukan selama 12 tahun untuk diamat i 
pertumbuhan vegetatif dan pembungaannya. Hasil 
yang diperoleh terdapat keterlambatan pembungaan 

pada awal pertumbuhan tanaman pada bahan yang 
disimpan dengan kriopreservasi, karena pada waktu 
pengamatan yang sama, pembungaan klon yang tidak 
disimpan dalam kriopreservasi telah mencapai 61% 
dan yang disimpan dengan kriopreservasi masih 34% 
yang berbunga. Namun, setelah 3 tahun penanaman, 
semua klon baik yang disimpan dengan kriopreservasi 
maupun tanpa penyimpanan dengan kriopreservasi 
telah berbunga seluruhnya dan menghasilkan bunga 
serta pertumbuhan vegetatif yang normal (Da Silva 
dan Engelmann, 2017).
 Hasil penelitian terbaru mengenai pertumbuhan 
kembal i  29 k lon ke lapa sawi t  yang te lah 
dikriopreservasi selama 20 tahun di IRD Montpellier, 
Perancis, mampu menghasilkan pertumbuhan 
kembali yang baik dan tidak berbeda nyata dengan 
yang disimpan dalam kriopreservasi selama 1 tahun. 
Visualisasi embrio somatik setelah disimpan dalam 
kriopreservasi selama 20 tahun menunjukkan bahwa 
embrio berwarna hitam, namun setelah ditumbuhkan 
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dalam nitrogen cair dan dilakukan penyimpanan. 
Setelah penyimpanan, cryotubes dimasukkan dalam 

0water bath 40 C selama 1 menit. Penumbuhan kembali 
dilakukan dengan media MS dengan tambahan 0,3 M 
sukrosa dan 2,4-D selama 1 minggu, dilanjutkan 
dengan dan media MS dengan tambahan 0,1 M 
sukrosa dan 2,4-D selama 2 minggu. Setelah itu, 
embrio somatik dipindahkan pada media dasar tanpa 
zat pengatur tumbuh. Persentase keberhasilan 
pertumbuhan kembali berkisar antara 31%-55% 
(Engelmann et al., 1985 cit. da Silva dan Engelmann, 
2017).
 Metode drop le t -v i t r i f i kas i  menggunakan 
osmoprotektan berupa loading solution (LS) kemudian 
dilakukan dehidrasi dalam bentuk bulatan-bulatan 
beku atau chilled droplet 100 µl PVS2 (Gambar 2a), 
ditempatkan pada strip aluminium yang steril. 
Kemudian embrio dengan cepat dimasukkan dalam 2 
ml cryovial, setelah itu dimasukkan dalam nitrogen 
cair. Setelah disimpan, embrio mampu beregenerasi 

kembali dengan baik (Gambar 2b dan 2c) (Gantait et 
al., 2014).
 Kriopreservasi embrio kelapa sawit dengan 
metode encapsulation-desiccation oleh Palanyandy et 
al. (2020) dilakukan dengan melapisi embrio 
menggunakan gel alginat. Embrio somatik kelapa 
sawit dicelupkan dalam media MS cair tanpa Ca 
dengan tambahan natrium alginat 3%. Embrio somatik 
yang sudah dilapisi gel alginat kemudian di masukkan 
perlahan ke dalam larutan 100 mM CaCl , sehingga 2

embrio terlapisi dengan gel alginat dan CaCl . Setelah 2

itu dibiarkan dalam larutan CaCl selama 20-30 menit. 
Kemudian butiran embrio yang telah terlapisi 
diletakkan pada kertas filter, kemudian dilakukan 
pengeringan pada LAF. Setelah itu, embrio 
dimasukkan dalam 1 ml cryotube polypropylene dan 
direndam dalam nitrogen cair. Thawing dilakukan 
dalam suhu 400C selama 2-3 menit dan ditumbuhkan 
kembali pada media hingga menghasilkan planlet 
(Gambar 3).
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Gambar 2. Kondisi embrio pada proses kriopreservasi kelapa sawit menggunakan metode droplet vitrifikasi dan 
regenerasi setelah penyimpanan. a) embrio dalam droplet; b) keberhasilan thawing setelah penyimpanan; c) 
regenerasi dan perkembangan embrio setelah 4 minggu kultur dalam media MS. Sumber: Gantait et al. (2014).

Gambar 3. Keberhasilan pertumbuhan kembali kultur kelapa sawit yang disimpan dengan kriopreservasi. a) 
Embrio somatik setelah disimpan secara kriopreservasi dalam nitrogen cair, b-d) Embrio somatik mulai 
mengembang dan respon terhadap media MS dengan kandungan gula dan 0,2 mg/l 2,4-D, e-f) Pembentukan 
tunas dan akar serta pembentukan planlet lengkap setelah 8 minggu kultur. Sumber: Palanyandy et al. (2020)

Gambar 4. a) Kondisi polen setelah disimpan dalam kriopreservasi selama 8 tahun; b) Perkecambahan polen 
yang menunjukkan viabilitas yang tetap tinggi setelah penyimpanan dalam kriopreservasi. Sumber: Tandon et al. 
(2007)
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5. Kriopreservasi Polen
0 Kriopreservasi polen dilakukan pada suhu -15 C 

dengan tahapan diantaranya polen yang murni 
0dikeringkan dengan oven pada suhu 37 C selama 6 

0jam, setelah itu disimpan dalam pendingin suhu -15 C. 
Setelah 12 bulan penyimpanan, viabilitas polen tidak 
berbeda dengan polen tanpa penyimpanan pada suhu 
rendah, yaitu hampir 100% (Ekaratne, 1983). 
Penelitian lain yang dilaporkan oleh Tandon et al. 
(2007), menggunakan metode yang lebih sederhana 
yaitu polen dikeringanginkan selama 1 jam kemudian 

diturunkan kadar airnya hingga kadar air 23% 
menunjukkan bahwa setelah 8 tahun penyimpanan 
menggunakan kriopreservasi, polen mampu 
berkecambah dengan baik (Gambar 4).
 Pada komoditas kelapa sawit, tidak banyak 
ditemukan publikasi lainnya mengenai penyimpanan 
polen menggunakan kriopreservasi. Publikasi 
penyimpanan polen menggunakan kriopreservasi 
pada komoditas palmae lainnya diantaranya telah 
diaplikasikan untuk kurma (Anushma et al., 2018) dan 
kelapa (Machado et al., 2014).

Recovery dan Pengujian Lapangan Pasca 
Penyimpanan dalam Kriopreservasi 

 Da Silva dan Engelmann (2017), menyatakan 
bahwa embrio somatik dari 39 klon kelapa sawit 
y ang  d i k r i o p r e se r v a s i  s e l ama  15  bu l a n 
menggunakan protokol Engelmann et al., (1985) 
menunjukkan pertumbuhan kembali bahan setelah 
disimpan dalam kriopreservasi berkisar antara 10-
20%, dan setelah diuji di lapangan menunjukkan 
tidak ada perbedaan pertumbuhan vegetatif dan 
generatif dibandingkan dengan yang tidak disimpan 
dalam kriopreservasi. Keberhasilan pertumbuhan 
kembali setelah kriopreservasi adalah 2-100%. 
Kemudian dilakukan pengujian lapangan terhadap 
440 tanaman yang berasal dari bahan yang 
disimpan dengan kriopreservasi. Pengujian 
di lakukan selama 12 tahun untuk diamat i 
pertumbuhan vegetatif dan pembungaannya. Hasil 
yang diperoleh terdapat keterlambatan pembungaan 

pada awal pertumbuhan tanaman pada bahan yang 
disimpan dengan kriopreservasi, karena pada waktu 
pengamatan yang sama, pembungaan klon yang tidak 
disimpan dalam kriopreservasi telah mencapai 61% 
dan yang disimpan dengan kriopreservasi masih 34% 
yang berbunga. Namun, setelah 3 tahun penanaman, 
semua klon baik yang disimpan dengan kriopreservasi 
maupun tanpa penyimpanan dengan kriopreservasi 
telah berbunga seluruhnya dan menghasilkan bunga 
serta pertumbuhan vegetatif yang normal (Da Silva 
dan Engelmann, 2017).
 Hasil penelitian terbaru mengenai pertumbuhan 
kembal i  29 k lon ke lapa sawi t  yang te lah 
dikriopreservasi selama 20 tahun di IRD Montpellier, 
Perancis, mampu menghasilkan pertumbuhan 
kembali yang baik dan tidak berbeda nyata dengan 
yang disimpan dalam kriopreservasi selama 1 tahun. 
Visualisasi embrio somatik setelah disimpan dalam 
kriopreservasi selama 20 tahun menunjukkan bahwa 
embrio berwarna hitam, namun setelah ditumbuhkan 
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kembali pulih menjadi embrio somatik berwarna 
putih (Gambar 5a). Selain itu rerata proliferasi klon 
setelah disimpan dalam kriopreservasi selama 20 
tahun, masih cukup baik dan mampu tumbuh hingga 
menjadi planlet (Gambar 5b-c dan Gambar 6). Oleh 
karena itu, disimpulkan bahwa penyimpanan bahan 
kelapa sawit menggunakan kriopreservasi tidak 
mengalami perubahan genetik, sehingga stabilitas 
bahan yang disimpan terjamin (Beule et al. 2018).
 Sebagai pembanding, pada kurma juga tidak 
menyebabkan perbedaan genetik dari planlet hasil 
regenerasi embrio yang telah disimpan dalam 
kriopreservasi. Perbandingan antara tanaman induk 

dengan p lan le t  has i l  regeneras i  te rsebut 
menunjukkan polimorfisme yang sangat rendah dan 
homogeni tas dapat d iper tahankan sete lah 
penyimpanan dengan kriopreservasi (Al-Qurainy et 
al . , 2017). Namun, pada komoditas kakao 
penyimpanan embrio somatik menggunakan 
kriopreservasi dapat menyebabkan metilasi pasca 
penyimpanan. Hal ini dijelaskan dengan adanya 
penggunaan krioprotektan. Selain itu, perubahan 
urutan DNA dapat terjadi karena adanya kondisi 
s t ress cekaman osmot ik  yang t ingg i  dan 
penggunaan sukrosa konsentrasi tinggi selama 
vitrifikasi (Adu-Gyamfi et al., 2016).

1
Ernayunita, Sri Wening, Nanang Supena, Taryono

Gambar 6 a) Perbandingan keberhasilan pertumbuhan kembali 29 klon kelapa sawit sebelum disimpan 
menggunakan kriopreservasi dan yang telah disimpan menggunakan kriopreservasi selama 20 tahun. b) Rerata 
proliferasi klon setelah penyimpanan dalam kriopreservasi dan telah ditumbuhkan kembali dalam media MS 
selama 4 bulan. Sumber: Beule et al. (2018).

Gambar 5. Pertumbuhan kembali embrio somatik kelapa sawit setelah penyimpanan dalam kriopreservasi. a) 
Embrio somatik yang berhasil hidup setelah kriopreservasi; b) Perbanyakan embrio somatik; c) Planlet yang 
dihasilkan dari kriopreservasi embrio somatik. Sumber: Beule et al. (2018).
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KESIMPULAN
 Kriopreservasi merupakan salah satu cara 
penyimpanan sumber daya genetik jangka panjang 
dalam nitrogen cair (-1960C). Penyimpanan sumber 
daya genetik kelapa sawit dalam kriopreservasi dapat 
mencapai hingga 20 tahun tanpa adanya perubahan 
genetik setelah bahan yang disimpan ditumbuhkan 
kembali. Bahan kriopreservasi kelapa sawit yang 
paling efektif adalah embrio somatik, meskipun bahan 
lainnya seperti embrio zigotik, polen, dan suspensi sel 
juga berhasil. Metode kriopreservasi yang dapat 
digunakan untuk kelapa sawit adalah metode 
kriopreservasi klasik dan baru.
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kembali pulih menjadi embrio somatik berwarna 
putih (Gambar 5a). Selain itu rerata proliferasi klon 
setelah disimpan dalam kriopreservasi selama 20 
tahun, masih cukup baik dan mampu tumbuh hingga 
menjadi planlet (Gambar 5b-c dan Gambar 6). Oleh 
karena itu, disimpulkan bahwa penyimpanan bahan 
kelapa sawit menggunakan kriopreservasi tidak 
mengalami perubahan genetik, sehingga stabilitas 
bahan yang disimpan terjamin (Beule et al. 2018).
 Sebagai pembanding, pada kurma juga tidak 
menyebabkan perbedaan genetik dari planlet hasil 
regenerasi embrio yang telah disimpan dalam 
kriopreservasi. Perbandingan antara tanaman induk 

dengan p lan le t  has i l  regeneras i  te rsebut 
menunjukkan polimorfisme yang sangat rendah dan 
homogeni tas dapat d iper tahankan sete lah 
penyimpanan dengan kriopreservasi (Al-Qurainy et 
al . , 2017). Namun, pada komoditas kakao 
penyimpanan embrio somatik menggunakan 
kriopreservasi dapat menyebabkan metilasi pasca 
penyimpanan. Hal ini dijelaskan dengan adanya 
penggunaan krioprotektan. Selain itu, perubahan 
urutan DNA dapat terjadi karena adanya kondisi 
s t ress cekaman osmot ik  yang t ingg i  dan 
penggunaan sukrosa konsentrasi tinggi selama 
vitrifikasi (Adu-Gyamfi et al., 2016).
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Gambar 6 a) Perbandingan keberhasilan pertumbuhan kembali 29 klon kelapa sawit sebelum disimpan 
menggunakan kriopreservasi dan yang telah disimpan menggunakan kriopreservasi selama 20 tahun. b) Rerata 
proliferasi klon setelah penyimpanan dalam kriopreservasi dan telah ditumbuhkan kembali dalam media MS 
selama 4 bulan. Sumber: Beule et al. (2018).

Gambar 5. Pertumbuhan kembali embrio somatik kelapa sawit setelah penyimpanan dalam kriopreservasi. a) 
Embrio somatik yang berhasil hidup setelah kriopreservasi; b) Perbanyakan embrio somatik; c) Planlet yang 
dihasilkan dari kriopreservasi embrio somatik. Sumber: Beule et al. (2018).

a b

AA B C

38

KESIMPULAN
 Kriopreservasi merupakan salah satu cara 
penyimpanan sumber daya genetik jangka panjang 
dalam nitrogen cair (-1960C). Penyimpanan sumber 
daya genetik kelapa sawit dalam kriopreservasi dapat 
mencapai hingga 20 tahun tanpa adanya perubahan 
genetik setelah bahan yang disimpan ditumbuhkan 
kembali. Bahan kriopreservasi kelapa sawit yang 
paling efektif adalah embrio somatik, meskipun bahan 
lainnya seperti embrio zigotik, polen, dan suspensi sel 
juga berhasil. Metode kriopreservasi yang dapat 
digunakan untuk kelapa sawit adalah metode 
kriopreservasi klasik dan baru.
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BAKING SHORTENING BERBAHAN MINYAK SAWIT DAN MINYAK INTI 
SAWIT SERTA APLIKASINYA DALAM PEMBUATAN DONAT

melalui tahap pengulenan adonan, fermentasi 
(pengembangan), pencetakan dan penggorengan 
(Subagjo, 2007).
 Pusat Penelitian Kelapa Sawit (PPKS) telah 
membuat baking shortening berbahan minyak sawit 
dan minyak inti sawit serta telah mengaplikasikannya 
dalam pembuatan produk bakery seperti donat namun, 
dalam adonannya masih digunakan margarin. Oleh 
karena i tu ,  penel i t ian in i  d i lakukan untuk 
mengap l i kas ikan bak ing  shor ten ing  un tuk 
mensubstitusi margarin dalam pembuatan donat.

METODOLOGI

Bahan

 Bahan yang digunakan dalam pembuatan baking 
shortening adalah Refined Bleached Deodrized Palm 
Oil (RBDPO), Refined Bleached Deodorized Palm 
Stearin (RBDPS) dan Refined Bleached Deodrized 
Palm Kernel Oil (RBDPKO) yang diperoleh dari industri 
rafinasi dan fraksinasi minyak sawit dan minyak inti 
sawit di Medan. Bahan dalam pembuatan donat 
seperti tepung terigu protein tinggi, tepung terigu 
protein sedang, gula pasir, garam, ragi, susu, 
margarin, butter, pelembut, kuning telur, baking 
powder diperoleh dari toko bahan kue di Medan. 

PENDAHULUAN
 Salah satu produk olahan CPO dan PKO yang saat 
ini dikembangkan adalah shortening. Shortening 
adalah produk lemak berbentuk semi padat atau padat 
memiliki sifat plastis (Siahaan et al., 2013) yang dapat 
digunakan dalam pembuatan produk bakery. 
Shortening berfungsi untuk memperbaiki cita rasa, 
struktur, tekstur dan memperbesar volume produk 
bakery. 
 Donat merupakan salah satu produk bakery yang 
cukup digemari oleh masyarakat karena bentuk dan 
rasanya beragam dan dibuat menarik dengan 
penambahan toping pada lapisan atas permukaan 
donat. Donat dibuat dengan menggunakan tepung 
terigu, ragi, gula pasir, garam, susu, air, telur, 
emulsifier, pengembang dan lemak seperti margarin, 
butter atau shortening. Proses pembuatan donat 
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Abstrak - Donat dibuat dengan menggunakan tepung terigu, ragi, gula pasir, garam, susu, air, telur, emulsifier, 
pengembang dan lemak (seperti butter, margarin, shortening atau campurannya). Penelitian ini dilakukan untuk 
membuat dan mengaplikasikan baking shortening berbahan minyak sawit dan minyak inti sawit dalam pembuatan 
donat. Baking shortening dibuat dengan menggunakan minyak sawit terafinasi, minyak sawit terafinasi fraksi 
stearin dan minyak inti sawit terafinasi pada nisbah 75:20:5. Baking shortening digunakan untuk mensubstitusi 
margarin dan butter komersial dengan 3 perlakuan berdasarkan jumlah penambahannya meliputi 26 g (kontrol), 
86 g dan 136 g per 1 kg adonan donat. Produk donat yang diamati adalah pengembangan diameter dan tinggi, 
kadar lemak, kadar karoten, kadar vitamin E dan uji organoleptik. Donat yang menggunakan baking shortening 
hasil penelitian ini memberikan sifat fisiko kimia relatif sama dengan kontrol yang mengggunakan margarin dan 
butter komersial. Penerimaan oleh panelis pada donat yang menggunakan baking shortening terhadap 
kenampakan, warna dan tekstur relatif sama namun rasa dan aromanya relatif lebih rendah dibandingkan dengan 
menggunakan margarin dan butter komersial.

Kata kunci: baking shortening, donat, minyak sawit, minyak inti sawit
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