BABII

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biologi Tanaman Kedelai
2.1.1. Klasifikasi

Klasifikasi tanaman kedelai menurut Tjitrosoepomo (1993) adalah sebagai

berikut :

Divisio : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Polypetales

Famili : Leguminoceae

Genus : Glycine

Spesies : Glycine max (L). Merill

2.1.2. Morfologi

Kedelai merupakan ténaman semusim, berupa semak rendah, tumbuh tegak,
berdaun lebat dengan beragam morfologi. Tinggi tanaman berkisar 10 — 200 c¢m,
bercabang sedikit atau banyak, tergantung kultivar dan lingkungan hidup.
Tanaman yang berdaun lebar dan lebat dapat memberikan hasil Biji yang lebih
banyak jika dibandingkan dengan yang berdaun sempit (Lamina, 1989).
a. Biji

Biji kedelai berkeping dua yang terbungkus oleh kulit biji. Embrio terletak

di antara keping biji. Bentuk biji kedelat pada umumnya bulat lonjong, ada yang




bundar atau agak pipih. Warna kulit biji kuning, coklat, hijau atau hitam. Besar
biji bervariasi tergantung varietas (Suprapto, 1992).

Pada kulit biji terdapat pusar (hilum) yang berwarna coklat, hitam atau
putih. Pada ujung pusar terdapat mikrofil yang berupa lubang kecil yang
terbentuk pada saat pembentukan biji, Kulit biji berwarna coklat, kuning, hitam
atau kombinasi dari wama-warna tersebut tergantung dari pigmen antosianin
dalam sel dan klorofil dalam plastida. Menurut Henderson dan Mitler (1973)
dalam Lamina (1989) kulit biji terdiri dari tiga lapisan yaitu epidermis,
hipodermis dan parenkim. Kotiledon merupakan bagian terbesar dari biji karena
berisi cadangan makanan yang mengandung, karbohidrat, lemak dan protein yang
digunakan untuk pertumbuhan awal tanaman,

Biji kedelai yang kering akan berkecambah bila memperoleh air yang
cukup. Bila biji kedelai ditanam, lima hari setelah tanam merupakan keadaan
yang baik untuk perkecambahan biji. Suhu optimum untuk perkecambahan
adalah 27 ° — 30 °C ((Suprapto, 1992).

b. Daun

Pada pertumbuhan daun, daun pertama keluar dari buku sebelah atas
kotiledon yang disebut daun tunggal dengan bentuk sederhana yang letak
daunnya berseberangan. Daun selanjutnya berjumlah tiga dan letaknya berselang-
seling. Bentuk daun antara lain bulat telur hingga lancip (Lamina, 1989).

c. Batang
Batang kedelai berasal dari poros embrio, sedangkan bagian atas poros

berakhir dengan epikotil yang pendek dan hipokotil akan membentuk batang.




Kedelai berbatang semak dengan tinggi batang antara 30-100 cm, setiap batang

dapat membentuk 3-6 cabang (Lamina, 1989).

2.1.3. Komposisi dan Manfaat Kedelai
Kedelai merupakan salah satu tanaman sumber protein yang penting, di
samping itu kedelai sebagai bahan makanan memiliki kandungan kolesterol
rendah dan baik untuk peningkatan kesehatan karena mengandung asam lemak
tak jenuh yang dapat mencegah arteriosklerosis

Tabel 1. Komposisi kimia dari biji kedelai

Komponen Komposisi
Air (%) | 13,75
Protein (%) 34,4
Karbohidrat (%) 14,85
Lemak (%) 15,8
Mineral (%) 5,25

Sumber : Anonim (1992)

Karbohidrat dan lemak digunakan sebagai sumber energi yang dibutuhkan
untuk perkecambahan dan pertumbuhan pada saat proses pembelahan dan
pemanjangan sel. Sementara itu fungsi utama protein adalah untuk pembentukan
protoplasma pada awal pertumbuhan (Kamil, 1979).

Menurut Weier (1974) dalam Abidin (1984) karbohidrat, lemak dan protein
digunakan dalam proses pembentukan aksis embrionik. Cadangan makanan yang
tinggi pada biji kedelai adalah protein yang diguhakan untuk pembentukan
protein baru yang berfungsi untuk membuat sitoplasma, membran, ribosom,

mitokondria, nukleus, kromatin yang baru dan organela lainnya serta untuk




membuat enzim amilase. Dengan meningkatnya enzim amilase maka proses

hidrolisis pati menjadi gula sederhana dapat berlangsung lebih cepat.

2.1.4. Deskripsi Tiga Varietas Kedelai yang Berbeda

Keterangan Varietas
Mahameru Pangrango Kawi

Nama galur Masuria 204-19-1 | B8306 -4 -4 MSC 0950—<-7-2
Warna hipokotil ungu ungu ungu
Warna bulu putih coklat coklat
Warna bunga ungu ungu ungu
Warna polong masak | coklat muda coklat coklat
Warha kulit biji kuning kuning kuning
Warna hilum biji kuning kecoklatan | coklat coklat
Tinggi tanaman 62-64 m 65 cm 60— 70 cm
Berat 100 biji 16,5-17,0g 10 gram 10,5 gram
Umur berbunga 36,1 — 39,6 hari 40 hari 34 hari
Umur masak 83,5 — 94,8 hari 88 hari 88 hari
Kandungan protein | 42,87 -44,25% | 39% 38,5 %
Kandungan lemak 17,25-18,17% | 18% 17,5 %
Hasil rata-rata 2,04 -2,16kg/ha | 1,4-2,0ton/ha | 1,55 — 2,80 ton/ha

Sumber : Data Pimer BBI Palawija Jepara

2. 2. Perkecambahan

Pada tanaman berbiji,

pertumbuhan tanaman diawali

oleh proses

perkecambahan. Menurut Copeland (1972) dalam Abidin (1984) perkecambahan

adalah aktivitas pertumbuhan suatu embrio yang berkembang dari biji menjadi

tanaman muda,




Perkecambahan adalah serangkaian peristiwa-peristiwa penting yang terjadi
setelah biji dorman sampai menjadi bibit yang sedang tumbuh. Berlangsungnya
proses perkecambahan tersebut dipengaruhi oleh viabilitas biji, kondisi linékungan
yang sesuai dan juga dipengaruhi oleh adanya usaha-usaha pemecahan dormansi
(Haryadi, 1979).

Proses perkecambahan biji merupakan rangkaian kompleks dari perubahan
morfologi, fisiologi dan biokimia. Tahap pertama dari perkecambahan biji dimulai
dengan proses penyerapan air oleh biji diikuti melunaknya kulit biji dan hidrasi
protoplasma. Tahap kedua dimulai dengan kegiatan-kegiatan sel dan enzim serta
naiknya respirasi. Tahap ketiga adalah penguraian cadangan makanan seperti
karbohidrat, lemak dan protein menjadi bentuk yang melarut dan di translokasikan ke
titik tumbuh. Tahap keempat adalah asimilasi dari bahan-bahan yang telah diuraikan
tadi di daerah meristematik untuk menghasilkan energi bagi kegiatan pembentukan
komponen dan pertumbuhan sel-sel baru. Tahap kelima adalah pertumbuhan dari
kecambah melalui proses pembelahan, pembesaran dan pembagian sel-sel pada titik
tumbuh. Sementara daun belum berfungsi sebagai organ untuk fotosintesis, maka
pertumbuhan sangat bergantung pada persediaan makanan yang ada dalam biji
(Sutopo, 1988).

Air merupakan salah satu faktor yang mutlak dan tidak dapat digantikan oleh
faktor lain untuk memacu benih agar berkecambah. Apabila biji diletakkan pada
tempat yang lembab maka biji akan menyerap air cukup banyak sehingga
menyebabkan beratnya menjadi dua kali lipat. Menurut Kuswanto (1996) laju

imbibisi pada awal proses imbibisi berlangsung relatif cepat sampai pada titik
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tertentu laju ini akan furun. Pada umumnya benih hanya akan berkecambah jika
kadar airnya mencapai 50 — 60 %.

Air yang diserap oleh biji berguna untuk melunakkan kulit biji. Embrio dan
endosperm/kotiledon menjadi berkembang sehingga mengakibatkan kulit biji
menjadi pecah atau robek. Air memberikan fasilitas masuknya oksigen ke dalam biji
sehingga memungkinkan aktifnya proses pernafasan. Air juga berguna
mengencerkan protoplasma schingga dapat mengaktifkan kerja protoplasma. Air
menjadi alat transport larutan makanan di endosperm ke titik tumbuh pada aksis
embrionik (Kamil, 1982).

Proses imbibisi dipengaruhi oleh faktor internal yaitu permeabilitas selaput
benih, bagian luas permukaan benih yang berhubungan dengan air, komposisi kimia
benih, sedangkan pengaruh dari faktor eksternal meliputi suhu, ketersediaan air,
tekanan osmotik dan lama imbibisi. Peningkatan kadar air benih akibat imbibisi akan
mengaktifkan sistem enzim hidrolase untuk melakukan perombakan atas cadangan
makanan (Mugnisyah, 1999).

Pada biji yang dikecambahkan belum mempunyai kemampuan untuk sintesa
senyawa karbohidrat, maka kebutuhan akan senyawa karbohidrat diperoleh dari
cadangan makanan yang telah ada dan terbentuk selama pembentukan biji. Pada
umumnya senyawa karbohidrat cadangan dalam biji-bijian berupa amilum (pati),
sedangkan pengangkutan karbohidrat dari sel ke sel lainnya tidak mungkin dalam
bentuk pati, melainkan harus dalalﬁ bentuk gula yang terlarut di dalam air
(Dwidjoseputro, 1978).

Karbohidrat, lemak dan protein yang dirombak oleh enzim digunakan sebagai

bahan untuk pertumbuhan di daerah titik tumbuh dan sebagai bahan bakar respirasi.
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Kegiatan enzim di dalam biji distimulir oleh adanya GA (asam giberelat) yaitu
hormon tumbuh yang dihasilkan embrio setelah menyerap air (Abidin, 1984).

Proses perkecambahan secara morfologis adalah proses tahapan sesudah
proses pengangkutan makanan dan pernafasan. Proses ini meliputi pembelahan sel
dan pemanjangan sel dikaitkan dengan pertumbuhan aksis embrionik yaitu keluarnya
radikula dan plumula dari kulit biji (Kamil, 1982)

Menurut Salisbury (1985) pertumbuhan aksis embrionik terjadi karena dua
peristiwa yaitu pembesaran sel-sel yang sudah ada dan pembentukan sel-sel baru
pada titik tumbuh radikula dan plumula oleh karena terjadinya pembelahan .scl.
Pembesaran sel meliputi proses-proses biokimia, air, gula, asam amino, ion-ion
anorganik menjadi protein, asam nukleat, polisakarida dan molekul kompleks
lainnya. Senyawa-senyawa tersebut selanjutnya diubah menjadi organela, membran
sel, dinding sel dan lain-lain, akhirnya sel-sel itu akan membentuk jaringan dan

organ.

2.3. ENZIM

Enzim adalah protein yang banyak terdapat dalam sel hidup dan mempunyai
fungsi sebagai katalisator dalam reaksi biokimia. Enzim merupakan unit fungsi dari
metabolisme sel. Enzim memiliki BM antara 12 ribu sampai lebih dari 1 juta, oleh
karena itu ukuran enzim sangat besar bila dibandingkan dengan substrat ( Lehninger,
1990).

Pada hakekatnya, sel hidup mampu melaksanakan proses metabolisme
dengan perantaraan suatu protein yang disebut enzim. Enzim berfungsi sebagai

katalisator yang mempercepat reaksi kimia dalam sistem biologis tetapi dia sendiri
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tidak ikut bereaksi. Enzim bersifat sangat spesifik sehingga meskipun jumlah enzim
ribuan di dalam sel dan jenis substratpun banyak, tidak akan terjadi kekeliruan.
Substrat merupakan substansi yang akan mengalami perubahan kimia setelah
bereaksi dengan enzim, sedangkan produk adalah substansi baru yang terbentuk
setelah reaksi (Nurhalim, 1992).

Jumlah molekul enzim pada organisme, bergantung pada kecepatan sintesis
dan kecepatan degradasinya. Pada semua bentuk kehidupan, enzim disintesis dari
asam amino dan didegradasi menjadi asam amino, seperti protein lainnya sintesis
enzim diatur oleh DNA, dengan perantaraan RNA, DNA mensintesis enzim
(Montgomery ef al., 1993).

Oleh Commision on Enzyme of The International Union Biochemisiry, enzim
dibagi dalam enam golongan besar yang digolongkan berdasarkan atas tipe reaksi
vang dikatalisis oleh enzim. Golongan enzim tersebut adalah oksidoreduktase,

transferase, hidrolase, liase, isomerase dan ligase (Poedjadi, 1994).

2.3.1. Enzim Amilase
Enzim amilase termasuk dalam golongan enzim hidrolase. Peran dari enzim
amilase adalah merombak pati menjadi gula seperti glukosa, fruktosa atau
sukrosa. Enzim amilase terdiri dari dua macam yaitu c~amilase dan B-amilase
(Dwidjoseputro, 1978)
Enzim o-amilase berdasarkan nomenklatur bernama 1,4-a-glukan-
glukanohidrolase dan mempunyai nomer kode E.C 3.2.1.1. Enzim a-amilase

terdapat pada tanaman, jaringan mammalia dan mikrobia (Winarno, 1983). Enzim
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a-amilase dapat diisolasi dari tanaman yang berasa manis karena adanya aktivitas
enzim yang dapat mengubah amilum menjadi glukosa (Hgenimana, 1994).

Enzim a-amilase merupakan endoenzim karena memf:cah pati secara acak
dari tengah atau dari bagian dalam molekul. Berat molekul enzim c-amilase
sekitar 50.000. Setiap molekul enzim mengandung satu ion Ca*** (Winarno,
1983).

Enzim [-amilase berdasarkan nomenklatur bernama 1,4-o-glukan-
maltohidrolase dan mempunyai nomer kode E.C 3.2.1.2. Hasil utama
pemecahannya berupa maltosa. Enzim ini memecahkan ikatan glikosidik mulai
dari gugus non reduksi rantai substrat (Winarno,1983).

Aktivitas enzim amilase optimal pada pH 5-7. Enzim amilase sangat stabil
dengan pemanasan sampai pada suhu tertentu. Aktivitas enzim amilase optimal

pada temperatur antara 40-80°C (Wirahadikusumah, 1989).

2.3.2. Enzim Amilase dalam Biji Kedelai

Pada biji kedelai seperti halnya dalam tubuh makhluk hidup lainnya
ditemukan pula sejumlah enzim. Salah satu enzim tersebut adalah enzim amilase,
suatu enzim yang mengkatalisa pemecahan (hidrolisis) senyawa pati menjadi
komponen-komponen yang lebih kecil seperti glukosa, maltosa dan limit dekstrin.
Pati tersusun atas dua bentuk yaitu amilosa dan amilopektin. Pemecahan pati ini
dilakukan oleh dua macam enzim amilase yaitu a-amilase dan B-amilase (Abidin,
1984).

Kamil (1982) menyatakan enzim o-amilase tidak atau belum terdapat (non

pre-exist) pada biji kering tetapi baru dibuat kemudian pada waktu permutaan
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perkecambahan biji (early stage of germination) oleh asam giberelat (GA)
sedangkan enzim P-amilase sudah ada sejak semula (pre-exist) di dalam skutelum
dan lapisan aleuron pada biji yang masih kering,

Kerja kedua enzim ini menurut Kamil (1982) berbeda yaitu bahwa enzim a-
amilase akan merombak amilose dan amilopektin menjadi maltosa dan glukosa, di
samping itu juga akan merombak dekstrin menjadi maltosa dan glukosa, dengan
adanya enzime maltase kemudian maltosa akan dirubah menjadi glukosa,
sedangkan enzim {3-amilase pada waktu mulai perkecambabhan akan masuk ke
dalam endosperm untuk merombak amilosa menjadi glukosa yang bersifat terlarut
(water soluable) dan bisa diangkut (tramslocated). Enzim B-amilase akan
merombak amilopektin menjadi dekstrin yang bersifat tidak bisa diangkt'xt (non
translocated). Pasokan gula monosakarida ke embrio menyebabkan ukuran
koleoriza dan radikula bertambah besar dan mampu menembus selaput benih.

Menurut Bewley and Black (1985) bersamaan dengan ptoses imbibisi,
giberelin akan disintesis di dalam embrio, kemudian masuk ke dalaim endosperm
secara difusi melewati lapisan aleuron, sel-sel lapisan aleuroh akan mengalami
perubahan metabolisme dan menerima stimulasi dari giberellin yang mendorong
terbentuknya beberdpa macam hidrolase terutama enzim amilase. Enzim tersebut
akan masuk ke dalam endosperm dan terjadi proses hidrolisis senyawa pati
menjadi maltosa dan glukosa. Maltosa dan glukosa ditransport untuk pertumbuhan
embrio. Jika produksi monosakarida ini sudah melebihi kebutuhan maka akan
disimpan di dalam endosperm dan akan menghentikan produksi enzim o-amilase

lebih lanjut.
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Menurut hasil penelitian, nilai viabilitas biokimiawi kecambah berdasarkan
pada kandungan amilase yang dapat digunakan sebagai standart viabilitas
potensial adalah kecambah berumur 1-2 hari. (Widayati, 1992 dalam Sadjad,
1999). Hasil penelitian mengenai sintesis enzim aﬁilase memperlihatkan kurva
yang sigmoid. Sintesis enzim amilase pada biji gandum yang paling besar
didapatkan pada kecambah berumur 2-3 hari. Enzim amilase mulai aktif

bersamaan dengan proses imbibisi (Bewley and Black, 1985).

2.3.3. Isolasi Enzim

Langkah awal untuk memperoleh enzim amilase adalah melalui ekstraksi
dan homogenisasi. Ekstraksi enzim dari sumber yang berupa jaringan kuat perlu
terlebih dahulu dihomogenisasi untuk memecah membran menggunakan blender
dengan pelarut bufer. Homogenat disaring dan filtratnya disentrifugasi.
Sentrifugasi didasarkan pada perbedaan ukuran dan berat partikel yang
tersuspensi. Partikel dengan berat, ukuran dan bentuk yang berbeda akan

mengendap dengan kecepatan yang berbeda (Darwis dan Sukara, 1990).

2.3.4. Pemurnian Enzim

a. Presipitasi

Pada ekstrak kasar masih berupa campuran protein enzim dan protein non
enzim, sehingga untuk memperoleh enzim yang lebih murni, maka diperfukan
proses pengendapan secara bertingkat dengan penambahan garam mineral seperti
ammonium sulfat (NH4),SO4. Pada umumnya, metode pemurnian enzim tidak

berbeda dengan prinsip untuk pemurnian protein karena enzim mengandung
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protein. Protein memiliki kejenuhan tertentu terhadap konsentrasi garam yang
ditambahkan. Akan terjadi kompetisi antara molekul-molekul protein dan ion-ion
garam dalam molekul air, karena ion-ion garam lebih polar daripada protein
sehingga lebih banyak menarik air sehingga kelarutan protein menjadi berkurang
dan terjadi pengendapan (Wirahadikusumah, 1989).

Garam mineral yang paling umum digunakan adalah amonium sulfat
(NH4)2S04 karena solubilitasnya di dalam air yang tinggi, tidak mengandung zat-
zat yang bersifat toksik terhadap kebanyakan enzim, harganya relatif murah dan
dalam jumlah yang banyak, dapat bertindak sebagai stabilisator bagi enzim itu
sendiri (Darwis dan Sukara, 1990).

Tujuan fraksinasi adalah untuk mendapatkan enzim yang murni melalui
proses pengendapan secara bertingkat dalam berbagai fraksi dengan penambahan
garam mineral yang didasarkan pada pengaruhnya terhadap kelarutan protein.
Penambahan garam amonium sulfat dalam proses pengendapan protein enzim
telah dibuatkan suatu tabel untuk memudahkan penambahan amonium sulfat pada
kejenuhan tertentu pada fraksi berikutnya (Scopes, 1982).

b. Dialisis

Salah satu cara yang digunakan untuk pemurnian suatu enzim suatu
biomolekul adalah dialisis. Dialisis digunakan untuk memisahkan molekul besar
dan kecil menggunakan membran yang semipermeabel. Membran yang digunakan
biasanya berupa.selofan atau kantoﬁg dialisis. Suatu campuran molekul besar dan
kecil ditempatkan pada sebuah kantung dialisis yang dimasukkan pada suatu

pelarut dengan konsentrasi sangat rendah dibandingkan dengan konsentrasi
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Larutan di dalam selofan. Molekul kecil dapat melewati membran memuju cairan

diluarnya (buffer) sehingga kesetimbangan tercapai (Plummer, 1978).

2.3.5 Penentuan Aktivitas Enzim Amilase

Urutan keaktifan suatu enzim biasanya digunakan istilah yang defimisinya
terfenfu untuk substrat dan enzim yang dianalisis. Ada berbagai cara dan ukuran
dalam menentukan satuan/unit enzim, untuk menyeragamkannya oleh “Enzyme
Commision of The International Union of Chemistry” diusulkan suatu definisi
satu satuan (unit) dari suatu enzim adalah jumlah enzim tersebut yang mampu
mengkatalisis perubahan satu p mol substrat per menit pada kondisi tertentu
(Winarmno, 1983).

Metode yang digunakan untuk menganalisa glukosa yang terbentuk adalah
dengan metode DNS (Dinitrosalisilat) (Chaplin and Kennedy, 1994). Serapan
sinarnya diukur dengan alat spekirofotometer sehingga diperoleh absorbansinya.
Pada penelitian ini, waktu enzim amilase dihitung berdasarkan satuan waktu inkubasi
optimum sehingga satu unit aktivitas enzim amilase merupakan satu p mol produk
glukosa yang terbentuk dari substratnya amilum per safuan waktu inkubasi dalam
keadaan optimal sistem tersebut. Produk yang terbentuk adalah glukosa, maka
banyaknya p mol produk yang terbentuk dihitung berdasarkan rumus kurva standar
glukosa. Kemampuan aktivitas suatu enzim sangat dipengnaruhi oleh pH, kadar

substrat, kadar enzim dan inhibitor (Nurhalim,1992).
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2.3.6. Hipotesis

Tiap varietas biji kedelai (Glycine max (L) Merill.) memiliki daya kecambah
dan metabolisme yang berbeda. Metabolisme berkaitan dengan kegiatan enzim,
kegiatan enzim ini dapat dijadikan indikasi viabilitas. Salah satu enzim yang
diperlukan pada proses perkecambahan biji adalah enzim amilase.

Hipotesis penelitian ini adalah :
1. Pada varietas kedelai yang memiliki aktivitas enzim amilase yang optimum

akan diperoleh perkecambahan yang tinggi.

2. Terdapat hubungan yang signifikan antara aktivitas enzim amilase dengan

perkecambahan pada tiga varietas kedelai (Glycine max (L) Merill)) yang

berbeda






