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PENDAHULUAN  

Kedawung  (Parkia roxburghii G. Don) 
merupakan salah satu bahan baku penting dalam 
industri jamu racikan di Jawa. ). Biji P. roxburghii 
berkhasiat sebagai obat anti infeksi dan 
gangguan pencernaan  (perut kembung). 
Kendala utama dalam perbanyakan biji P. 
roxburghii secara generatif adalah masa 
perkecambahannya yang sangat panjang dan 
persentase perkecambahannya yang rendah yang 
disebabkan biji P. roxburghii memiliki kulit biji 
yang tebal dan keras  (Zuhud 2007).  

Perkecambahan meliputi peristiwa-peristiwa 
fisiologis dan morfologis antara lain imbibisi dan 
absorbsi air, hidrasi jaringan, pengaktifan enzim, 
transpor molekul yang terhidrolisis ke sumbu 
embrio, peningkatan respirasi dan asimilasi, 
inisiasi pembelahan dan pembesaran sel, serta 
munculnya embrio  (Gardner et al. 1991). 
Hormon merupakan salah satu faktor yang dapat 
memacu perkecambahan. Giberelin merupakan 
hormon yang penting dalam proses 
perkecambahan karena dapat mendorong 
pembelahan sel dengan cara memacu siklus sel 
pada fase sintesisnya untuk masuk ke fase 
pertumbuhannya. Giberelin juga akan memacu 
terbentuknya enzim hidrolase yang dapat 
menguraikan bahan cadangan makanan pada biji 
untuk pertumbuhan kecambah  (Salisbury dan 
Ross 1995). 

Selain faktor hormon, aktivitas sejumlah 
enzim yang berperan dalam perkecambahan juga 
menjadi faktor penting. Enzim akan berperan 
dalam perombakan cadangan makanan dan 
pelunakan endosperm. Secara umum endosperm 
di sekitar embrio akan menjadi hambatan fisik 
bagi perkecambahan. Sebagai tempat cadangan 
makanan, endosperm umumnya tersusun atas 
polisakarida cadangan dinding sel  (cell wall 
storage polysaccharides / CWPs), fruktan, dan 
pati. Jenis polisakarida yang umum dijumpai 
pada biji legum adalah galaktomannan  
(Buckeridge et al. 2000; Buckeridge et al. 2010). 
Tingginya kandungan galaktomannan pada 
endosperm menyebabkan endosperm bersifat 
kaku sehingga sulit ditembus radikula. 
Pemecahan cadangan makanan di endosperm 
terjadi karena adanya aktivitas enzim hidrolase 
yang salah satunya yaitu endo-β-mannanase. 
Endo-β-mannanase akan menghidrolisis 
galaktomannan  (polimer) menjadi monomernya 
yaitu mannose dan galaktosa.  (Lisboa et al. 2006; 
Buckeridge et al. 2000; Buckeridge et al. 2010).  

Berdasarkan latar belakang di atas 
diperlukan suatu penelitian untuk meningkatkan 
kecepatan perkecambahan pada biji P. roxburghii. 
Salah satu cara untuk mempercepat 
perkecambahan adalah dengan memberikan 
hormon giberelin. Proses perkecambahan dapat 
diamati mulai dari enzim yang berperan dalam 
perkecambahan hingga munculnya radikula. 

BAHAN DAN METODE  

Waktu dan tempat 
Penelitian ini dilaksanakan selama 4 bulan 

yaitu bulan Februari-Mei 2013 di Laboratorium 
Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam, Universitas Sebelas Maret 
Surakarta. 

Alat dan bahan 
Alat yang digunakan adalah cawan petri 

untuk perkecambahan, sedangkan untuk tahap 
analisis aktivitas enzim endo-β-mannanase 
memerlukan peralatan spektrofotometer, 
sentrifuge, orbital shaker, dan freezer, neraca 
analitik, gelas ukur, pipet tetes, mortar dan 
pestle, tabung reaksi, nitrogen tank. 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
antara lain biji P. roxburghii yang kertas tissue 
sebagai media tanam, GA3 : 100 ppm, 300 ppm, 
dan 500 ppm; nitrogen cair, buffer sodium asetat, 
pH 4.7  (Sigma-Aldrich), AZCL-galactomannan  
(Megazyme) dan enzim standard. 

Cara kerja 

Uji perkecambahan dengan variasi hormon GA3 
Empat ratus biji direndam dalam aquades 

kemudian diinkubasi selama satu jam dengan 
suhu 55o C selanjutnya biji tersebut direndam 
dalam larutan hormon GA3 dengan konsentrasi 0 
ppm,100 ppm, 300 ppm dan 500 ppm selama 24 
jam. Masing-masing perlakuan menggunakan 
100 biji. Biji P. roxburghii selanjutnya 
dikecambahkan dalam cawan petri yang telah 
diberi media tissue. Cawan petri diinkubasi pada 
rak perkecambahan pada suhu ruang  (28o-30oC). 
Pengamatan terhadap munculnya kecambah 
dilakukan setiap hari. Pemeliharaan berupa 
pemberian aquades sebanyak 30 ml setiap hari  
(Keshtkar et al. 2008).  

Penentuan Laju Perkecambahan 
Laju perkecambahan dihitung dengan cara 

membandingkan jumlah biji yang berkecambah 
dengan waktu perkecambahan. 
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Penentuan kurva imbibisi biji 
Penentuan kurva imbibisi selama proses 

perkecambahan dilakukan sesuai prosedur Ma et 
al.  (2004) dan Gama-Arachchige et al.  (2010). Biji 
P. roxburghii yang telah diberi hormon GA 
ditimbang setiap 24 jam sekali selama 8 hari.  

Analisis aktivitas endo-β-mannanase selama proses 
perkecambahan biji. 

Uji aktivitas enzim dilakukan mengikuti 
prosedur yang dikemukakan oleh Iglesias 
fernandes et al.  (2011) dengan modifikasi. Bahan 
berupa biji P. roxburghii yang telah mengalami 
imbibisi selama 1, 2, 3, 4, dan 5 hari digerus 
menggunakan nitrogen cair dan diekstraksi 
dengan 1 M sodium acetate buffer  (1g per 10 
ml), pada pH 4,7. Setelah di sentrifugasi pada 
4500 rpm pada suhu 4oC selama 60 menit, 
supernatan dipakai untuk uji aktivitas 
mannanase. Sebanyak 100 µL 0,25%  (w/v) 
AZCL-galactomannan  (Megazyme International 
Ireland Ltd.) dalam 100 mM sodium acetat 
buffer; pH 4,7 dicampur dengan 80 µL 
supernatan dan diinkubasi pada suhu 37oC 
selama 24 jam, dengan agitasi konstan dalam 
orbital shaker. Warna yang dihasilkan dari reaksi 
AZCL-galactomannan dan supernatant diukur 
dengan spektrofotometer pada absorbansi 590 
nm. Satu unit aktivitas enzim ditetapkan sebagai 
sejumlah enzim yang digunakan untuk melepas 
satu micromole gula tereduksi manosa per menit 
pada kondisi pengukuran tersebut  (Iglesias-
Fernandes et al. 2011). 

Analisis data 

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan 
Analisis Varian  (ANOVA) kemudian dilanjutkan 
dengan uji Duncan’s Multiple Range Test  (DMRT) 

pada taraf uji 5% untuk mengetahui beda nyata 
antar perlakuan. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Morfologi biji kedawung  (Parkia roxburghii) 
Tanaman P. roxburghii adalah tanaman yang 

termasuk famili Fabaceae. Parkia roxburghii 
memiliki biji yang berbentuk bulat panjang dan 
pipih  (Gambar 1). Pada tepi biji tersebut 
terdapat garis melingkar, berwarna coklat tua 
agak kehitaman, sedangkan pada pangkal biji 
berwarna coklat kemerahan  (Kartasapoetra 
2001). Biji P. roxburghii memiliki panjang kurang 
lebih 1,5 cm dengan berat berkisar antara 0,7-0,9 
g. 

Pada biji kering, panjang biji P. roxburghii 
kurang lebih 1,5 cm sedangkan setelah 
mengalami imbibisi panjangnya mencapai 
kurang lebih 2 cm. Adapun lebar dari biji kering 
P. roxburghii kurang lebih 8 mm sedangkan 
setelah mengalami imbibisi selama 2 hari 
lebarnya mencapai 1,3 cm.  

  
 
 

 
 
Gambar 1. Perubahan bentuk morfologi biji P. 
roxburghii sebelum dan sesudah imbibisi selama 3 hari. 

 
 
 
 

  
 
Gambar 2. Bagian-bagian biji P. roxburghii pada saat proses perkecambahan 
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Biji P. roxburghii memiliki dua bagian utama 

yaitu kulit biji dan kotiledon  (Gambar 2). Parkia 
roxburghii memiliki kulit yang cukup tebal dan 
keras. Pada kulit Fabaceae ditemukan kutin, 
lignin, kuinon, isoflavon, dan senyawa fenolik 
pada sel-sel palisadenya. Kulit biji P. roxburghii, 
dilapisi oleh kutikula berlilin yang impermeable 
terhadap air. Kotiledon biji P. roxburghii memiliki 
warna hijau muda. Kotiledon umumnya 
berfungsi sebagai organ penyimpanan 
makromolekul cadangan pada dikotil  (Bewley 
and Black 1987 ; Ohto et al. 2007).  

 Perkecambahan biji 

Imbibisi Biji 
Biji P. roxburghii diimbibisi menggunakan 

larutan hormon giberelin selama 8 hari. Pada 
penelitian ini biji P. roxburghii ditimbang setiap 
24 jam sekali. Laju imbibisi pada biji P. roxburghii 
dapat dilihat pada Gambar 3. 

 

 
 
Gambar 4. Rerata presentase perkecambahan biji P. 
roxburghii dengan perlakuan giberelin  (GA) pada 
umur 30 hari setelah tanam. 

 

 

 
Gambar 3. Kurva imbibisi biji P. roxburghii dengan pemberian variasi giberelin selama 8 hari perkecambahan 
 

 

 
Gambar 5. Presentase perkecambahan harian biji P. roxburghii dengan perlakuan giberelin  (GA) pada umur 30 
hari setelah tanam. 
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Rata-rata berat awal biji yang digunakan 
yaitu 8-9 g yang masing-masing perlakuan 
menggunakan 10 biji P. roxburghii. Pola imbibisi 
biji P. roxburghii mengalami peningkatan pada 
rentang waktu 1-3 hari kemudian mengalami 
penurunan pada hari ke 4 dan kembali 
meningkat pada rentang hari ke 5-8. Pada semua 
perlakuan rata-rata peningkatan berat biji hingga 
hari ke 3 mengalami peningkatan sebanyak 2-3 g. 
Berat basah biji pada kontrol meningkat 
sebanyak 3,22 g menjadi 12,08 g pada hari ke 3. 
Perlakuan GA 100 ppm mengalami peningkatan 
3,02 g menjadi 12,9 g, GA 300 ppm meningkat 
sebanyak 2,67 g sedangkan GA 500 mengalami 
peningkatan tertinggi sebanyak 3.27 g menjadi 
12.07 g pada hari ke 3. Pada rentang waktu hari 
1-3 kemungkinan pada biji mulai terjadi proses 
aktivasi protein, sintesis protein dan respirasi 
biji. Berat basah pada semua perlakuan 
kemudian menurun pada hari ke 4. Penurunan 
paling banyak dialami biji pada kontrol yaitu 
sebanyak 1,64 g menjadi 10,44 g.  

Pada rentang waktu hari 3-4 sintesis protein 
dan aktivitas metabolik terus terjadi. Cadangan 
makanan mulai dicerna dan mulai terjadi 
translokasi hasil pencernaan. Pada hari ke 5 biji 
pada semua perlakuan beratnya kembali 
meningkat hingga hari ke 8. Peningkatan 
tertinggi pada rentang waktu hari 5-8 
ditunjukkan pada perlakuan GA 500 ppm yaitu 
sebanyak 2,29 g menjadi 14,24 g. Pada rentang 
waktu hari 5-8 terjadi proses mobilisasi cadangan 
makanan, pembelahan dan perkembangan sel 
serta biji mulai tumbuh karena radikula mulai 
muncul. 

Menurut Sutopo  (2004) pemberian giberelin 
tidak berpengaruh terhadap imbibisi biji P. 
roxburghii diduga karena faktor yang 
mempengaruhi penyerapan air oleh biji adalah 
sifat dari biji itu sendiri terutama kulit bijinya 
dan jumlah air yang tersedia pada media sekitar. 

Presentase Perkecambahan 
Pemberian giberelin dapat meningkatkan 

perkecambahan biji P. roxburghii. Presentase 
Perkecambahan dengan pemberian giberelin 
memiliki nilai yang lebih tinggi dan berbeda 
secara signifikan dengan kontrol. Pemberian 
giberelin dengan konsentrasi 300 ppm 
menghasilkan perkecambahan tertinggi yaitu 
47%. Menurut Kucera et al.  (2005) giberelin akan 
memacu potensi pertumbuhan embrio dengan 
cara meningkatkan pembelahan dan 
pemanjangan sel, sehingga dapat mempercepat 

keluarnya radikula. Yaw et al.  (2008) 
menyatakan bahwa dormansi pada biji Fabaceae 
dikontrol oleh kehadiran hormon asam absisat  
(ABA) dan karena kulit biji yang keras sehingga 
dapat menghambat penyerapan air oleh biji.  

Namun demikian, ketika konsentrasi 
giberelin ditingkatkan menjadi 500 ppm maka 
presentase perkecambahan yang dihasilkan lebih 
rendah yaitu 35%. Menurut Taiz dan Zeiger  
(1998) apabila konsentrasi giberelin terus 
ditingkatkan maka kelebihan giberelin akan 
terakumulasi sehingga biji mengalami kejenuhan 
yang berdampak pada penurunan 
perkecambahan. Mekanisme pengghambatan 
giberelin ini terjadi karena adanya pengaturan 
umpan balik  (feedback control). Hal ini 
dikarenakan faktor transkripsi giberelin oksidase 
yang merupakan suatu enzim yang mengkatalis 
perubahan giberelin menjadi bentuk giberelin 
aktif. Ketika konsentrasi giberelin berlebihan, 
maka produk yang dihasilkan dari enzim 
tersebut dapat berikatan dengan enzim lain 
sehingga menyebabkan penghambatan umpan 
balik. Bagian sisi aktif enzim akan menjadi tidak 
aktif oleh karena adanya penghambat tersebut, 
sehingga akan menghalangi substrat untuk 
berikatan dengan enzim. Hal ini mengakibatkan 
terjadinya pengeblokan biosintesis giberelin yang 
dapat menyebabkan penurunan aktivitas 
giberelin. 

Laju Perkecambahan 
Laju perkecambahan biji dihitung dengan 

cara membandingkan jumlah biji yang 
berkecambah dengan rentang waktu proses 
perkecambahan.  

Biji pada kontrol dan perlakuan GA 500 ppm 
mulai berkecambah pada hari keenam 
sedangkan pada perlakuan GA 300 ppm dan GA 
100 ppm biji mulai berkecambah pada hari 
kedelapan. Biji pada kontrol dan perlakuan GA 
500 ppm merupakan biji yang paling cepat 
berkecambah. Perlakuan GA 500 ppm pada hari 
ke-6, biji yang berkecambah sebanyak 3%, 
sedangkan pada kontrol 2%. Perbedaan jumlah 
biji yang berkecambah pada hari yang sama, 
mungkin disebabkan perbedaan kandungan 
hormon endogen pada setiap biji berbeda-beda. 
Walaupun biji pada kontrol mengalami 
perkecambahan lebih dahulu dibandingkan 
dengan perlakuan giberelin, biji tersebut berhenti 
berkecambah pada hari ke-15 sedangkan pada 
perlakuan giberelin terjadi peningkatan 
perkecambahan hingga hari ke-22. Adanya 



SUBANDI et al. – Aktivitas endo-β-mannanase pada perkecambahan biji Parkia roxburghii 13 

 

perbedaan lama perkecambahan tersebut 
mungkin disebabkan hormon endogen pada biji 
perlakuan kontrol telah habis, sehingga 
perkecambahan berhenti pada hari ke-15. 
Adapun pemberian hormon giberelin secara 
eksogen mampu memperpanjang lama 
perkecambahan biji P. roxburghii tersebut. 
Pemberian hormon giberelin dengan konsentrasi 
500 ppm walaupun lebih dulu mengalami 
perkecambahan dibandingkan perlakuan lain, 
mengalami tahap stasioner perkecambahan pada 
hari ke-16. Menurut Taiz dan Zeiger  (1998) 
apabila konsentrasi giberelin terus ditingkatkan 
maka kelebihan giberelin akan terakumulasi 
sehingga biji akan mengalami kejenuhan dan 
berdampak pada penurunan laju 
perkecambahan. 

Perlakuan giberelin yang menunjukkan laju 
perkecambahan tertinggi ditunjukkan pada 
perlakuan GA 300 ppm yaitu 2,1377, sedangkan 
laju perkecambahan terendah ditunjukkan 
kontrol yaitu 0,5226. Laju perkecambahan 
perlakuan GA 100 dan GA 500 adalah 1,731 dan 
1,5059. Berdasarkan data tersebut penambahan 
hormon giberelin pada perkecambahan biji P. 
roxburghii akan semakin mempercepat proses 
perkecambahan biji tersebut dan dapat 
memperpanjang presentase perkecambahan 
harian pada perkecambahan biji P. roxburghii. 
Pemberian konsentrasi hormon giberelin 300 
ppm diduga merupakan konsentrasi yang 
optimum dibandingkan perlakuan lainnya. Hasil 
analisis sidik ragam menunjukkan bahwa 
perlakuan pemberian giberelin memberikan 
pengaruh signifikan terhadap laju 
perkecambahan biji P. roxburghii  (Tabel 1). 

Enzim Endo-β-Mannanase 
Dalam proses perkecambahan pemecahan 

cadangan makanan biji  (endosperm) menjadi 
salah satu faktor penentu keberhasilan 
perkecambahan. Pemecahan cadangan makanan 
biji terutama dipengaruhi oleh aktivitas enzim-
enzim hidrolitik. Salah satu enzim yang penting 
dalam pemecahan cadangan makanan biji adalah 
endo-β-mannanase  (MAN). Pada biji Fabaceae, 
mannan merupakan polisakarida umum yang 
dijumpai pada biji dalam jumlah yang besar. 
Endo-β-mannanase akan memecah mannan 
menjadi manosa dan galaktosa  (Lisboa et al. 
2006). Hasil pengukuran aktivitas endo-β-
mannanase selama proses perkecambahan biji P. 
roxburghii dapat dilihat pada gambar 6. 

Hasil sidik ragam  (Anova) menunjukkan 
bahwa perlakuan giberelin memberikan 
pengaruh yang signifikan terhadap aktivitas 
enzim endo-β-mannanase biji P. roxburghii. 
Secara umum pemberian hormon giberelin dapat 
meningkatkan aktivitas enzim endo-β-
mannanase. Aktivitas enzim endo-β-mannanase 
pada biji P. roxburghii mengalami peningkatan 
hingga hari ke-3 kemudian menurun pada hari 
ke-4 dan kembali meningkat pada hari ke-5. Pola 
aktivitas tersebut terjadi pada semua perlakuan 
biji.  

Puncak aktivitas enzim tertinggi terjadi pada 
hari ketiga dengan pemberian konsentrasi 
hormon giberelin sebanyak 300 ppm yaitu 20,34 
unit/2,4ml. Aktivitas enzim endo-β-mannanase 
pada semua perlakuan menurun pada hari 
keempat. Penurunan aktivitas tersebut diduga 
disebabkan peran enzim endo-β-mannanase 
digantikan oleh enzim yang lain. Menurut Lisboa 
et al.  (2006) dan Wu et al.  (2001) pada saat 
perkecambahan peran pemecahan endosperm 
dilakukan juga oleh enzim-enzim pemecah yang 
lain. Dalam pemecahan endosperm, banyak 
enzim yang terlibat. Selain endo-β-mannanase 
beberapa enzim yang diketahui terlibat dalam 
proses perkecambahan adalah α-galaktosidase, 
β-mannosidase, dan polygalakturonase, 
glukanase, chitinase  (Lisboa et al. 2006 ; Wu et al. 
2001).  

Pemberian hormon giberelin dengan 
konsentrasi yang berbeda berpengaruh secara 
signifikan terhadap presentase perkecambahan 
biji P. roxburghii. Perkecambahan tertinggi pada 
perlakuan GA 300 ppm yaitu 47%. Pemberian 
hormon giberelin mampu meningkatkan 
aktivitas enzim endo-β-mannnase. Aktivitas 
enzim tertinggi pada perlakuan GA 300 ppm 
yaitu 20,34 unit/2,4ml pada hari ketiga 
perkecambahan. 

 
 

Tabel 1. Rerata kecepatan perkecambahan Biji P. 
roxburghii dengan perlakuan giberelin  (GA) pada 
umur 30 hari setelah tanam 
 

Perlakuan Rerata kecepatan perkecambahan 

Kontrol 0,5226a 

GA 100 ppm 1,731 ab 

GA 300 ppm 2,1377b 

GA 500 ppm 1,5059b 

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama 
pada baris dan kolom yang sama menunjukan tidak 
ada beda nyata pada uji DMRT pada taraf 5%. 
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Gambar 6. Aktivitas enzim Endo-β-Mannanase biji Parkia roxburghii dengan perlakuan giberelin  (GA) selama 5 
hari perkecambahan. 
 

 
 
Gambar 7. Aktivitas aktivitas enzim endo-β-mannanase pada kotiledon dan kulit biji Parkia roxburghii dengan 
perlakuan giberelin  (GA) selama 5 hari perkecambahan  
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