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PENDAHULUAN  

Sifat biologi reproduksi anggrek seperti 
kebutuhan serangga sebagai sumber polinasi dan 
ketergantungan hidup pada cendawan 
menjadikan kelompok tumbuhan ini sangat 
rentan terhadap koleksi yang berlebihan ataupun 
kerusakan habitat. Untuk itu, usaha konservasi 

melalui perbanyakan perlu dilaksanakan. Salah 
satu jenis anggrek yang berpotensi sebagai 
tanaman hias karena ciri khas bunganya adalah 
Grammatophyllum scriptum. 

Sejak keberhasilan perkecambahan biji 
anggek secara asimbiotik melalui kultur di media 
dan lingkungan steril (Knudson 1922), kultur in 
vitro telah sering digunakan sebagai teknologi 
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Pengaruh asam absisat terhadap viabilitas biji 
sintetis Grammatophyllum scriptum 
(Orchidaceae) selama masa penyimpanan kering 

EVITA MULIAWATI, ENDANG ANGGARWULAN, ARI PITOYO♥ 

Muliawati E, Anggarwulan E, Pitoyo A. 2015. Effects of abcissic acid on 
viability of synthetic seed of Grammatophyllum scriptum (Orchidaceae) 
during dried storage periods. Bioteknologi 13: 1-8. This research was aimed 
to extend the self-life of plbs of Tiger orchid (Grammatophyllum scriptum) 
by the development of desiccated synthetic seed, a hydrogel bead of 
calcium-alginate that embedded the plb inside them. The length of the self-
life is achieved by the application of Abcissic Acid (ABA), a plant growth 
retardant. The experiment was prepared by completely randomized 
designed with 5 treatments of ABA concentrations (0 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 
15 mg/L, 20 mg/L) and 5 replication each treatment. The successful of the 
treatments would be presented by the ability of the synthetics seed to 
postpone their germination during storage periodes and can redraw to 
germinate after rehydration. The result shows that, dessication treatments 
during storage can inhibit the germination of synthetic seed. ABA 
application in low concentration, 5 mg/L, can protects the viability of plbs 
during storage periods and germinate them after rehydration. 

Keywords: Grammatophyllum scriptum, dessication, ABA, synthetic seed, 
plb viability 

Muliawati E, Anggarwulan E, Pitoyo A. 2015. Pengaruh asam absisat 
terhadap viabilitas biji sintetis Grammatophyllum scriptum (Orchidaceae) 
selama masa penyimpana kering. Bioteknologi 13: 1-8. Penelitian ini 
bertujuan untuk memperpanjang masa simpan biji sintetis 
Grammatophillum scriptum (Orchidaceae), berupa suatu selubung hidrogel 
kalsium alginate yang membungkus dan melindungi eksplan plb G. 
scriptum di dalamnya. Pemanjangan masa simpan diperoleh melalui 
pendekatan hormonal berupa aplikasi Asam Absisat (ABA) pada matrik 
enkapsulasi. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap 
dengan 5 perlakuan variasi konsentrasi ABA (0 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 15 
mg/L, 20 mg/L) dengan 5 ulangan. Keberhasilan masa simpan diwujudkan 
dalam penundaan perkecambahan selama periode penyimpanan, dan 
kemampuan perkecambahan setelah rehidrasi. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa penyimpanan kering dapat menunda perkecambahan 
biji sintetis untuk meningkatkan masa simpan. Pemberian ABA pada 
konsentrasi rendah, 5 mg/L menunjukkan kemampuan dalam menjaga 
viabiltas plb G. scriptum selama mengalami masa simpan kering.  

Kata kunci: Grammatophyllum scriptum, pengeringan, ABA, biji sintetis, 
viabilitas plb 
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pilihan yang sangat menjanjikan untuk 
pemenuhan kebutuhan bibit tanaman yang akan 
dieksploitasi dan dimanfaatkan secara luas, 
khususnya anggrek (Arditti dan Ernst, 1993). 
Akan tetapi teknologi ini memiliki keterbatasan 
yaitu anakan tidak bisa langsung ditanam pada 
media aseptik karena perbedaan lingkungan 
yang ekstrem di dalam dan di luar botol kultur 
seperti keadaan steril yang bebas virus dan 
ketersediaan air dan nutrisi yang terjamin.  

Keterbatasan ini memunculkan ide pengem-
bangan teknik enkapsulasi atau penyelubungan 
untuk membantu produk hasil kultur in vitro 
agar dapat ditanam langsung pada lahan tanam 
atau untuk penyimpanan jangka panjang. Teknik 
enkapsulasi juga dikenal sebagai biji sintetis 
karena kemiripan bentuk fisiknya yang 
menyerupai biji zigotik. Pengembangan biji 
sintetis pertama kali berhasil dilakukan oleh 
Redenbaugh et al. (1985) menggunakan bahan 
selubung hidrogel natrium alginat untuk 
enkapsulasi embrio somatik alfalfa (Medicago 
sativa). 

Pemanfaatan biji sintetis cocok untuk 
tanaman yang memiliki biji tetapi tidak memiliki 
cukup cadangan makanan (endospermae) seperti 
pada anggrek (Benzing, 1981). Pengemasan 
dengan biji sintetis dapat juga digunakan untuk 
menekan pertumbuhan eksplan semaksimal 
mungkin (Lestari et al. 2000),  sehingga dapat 
dimanfaatkan untuk tujuan penyimpanan 
plasma nutfah. 

Perpaduan antara teknik enkapsulasi seperti 
pembuatan biji sintetis dan permberian hormon 
yang mampu mengatasi cekaman kekeringan 
merupakan upaya memperpanjang waktu 
simpan guna pemenuhan bibit dalam jangka 
waktu tertentu. Penyimpanan dengan 
pertumbuhan minimal dapat menghemat tenaga 
serta biaya karena dengan menghambat 
pertumbuhan biakan, maka frekuensi 
pembaruan dapat ditekan serendah mungkin. 
Apabila diperlukan, biakan dapat diperbanyak 
secara cepat (Lestari dan Purnamaningsih, 2005). 
Penyimpanan pertumbuhan minimal dapat 
dilakukan menggunakan beberapa cara, yaitu 
perlakuan suhu rendah atau kriopreservasi 
(Khoddamzadeh et al. 2011), penambahan 
senyawa osmotik, dan pemberian hormon anti 
stres lingkungan berupa asam absisat (Aridha et 
al. 2009; Lloyd dan Jackson, 1986).  

Untuk menekan pertumbuhan biji sintetis 
dilakukan perlakuan awal berupa desikasi untuk 
mengurangi kadar air pada biji sintetis, sehingga 
perlu ditambahkan senyawa yang sejalan 

fungsinya terhadap kondisi cekaman. Dengan 
demikian penambahan asam absisat (ABA) pada 
teknik enkapsulasi diharapkan dapat 
mempertahankan biji sintetis anggrek dalam 
kondisi viabilitas yang baik meskipun disimpan 
dalam waktu tertentu sebagai metode alternatif 
untuk penyimpanan jangka panjang. ABA telah 
diketahui dapat mencegah kehilangan air secara 
berlebihan pada embrio somatik dan 
meningkatkan angka survival saat diregenerasi 
membentuk individu lengkap (Aguilar et al. 2000; 
Danso dan Llyold, 2008). 

Berdasarkan uraian di atas, penelitian untuk 
mengetahui pengaruh ABA pada kapsul hidrogel 
kalsium alginat terhadap pertumbuhan dan 
perkembangan biji sintetis hasil enkapsulasi plb 
pada anggrek macan (G. scriptum) setelah 
mengalami masa simpan kering perlu dilakukan.  

BAHAN DAN METODE  

Bahan tanaman 
Bahan yang digunakan adalah protocorm like 

body (plb) anggrek Grammatophyllum scriptum 
koleksi Laboratorium Biologi FMIPA Universitas 
Sebelas Maret Surakarta. 

Nutrisi dasar dan matriks enkapsulasi  
Nutrisi dasar yang digunakan untuk 

pembuatan kapsul biji sintetis adalah garam 
Murashige & Skoog (MS) dari Caisson Lab. 
Larutan MS konsentrasi penuh dibuat dengan 
cara melarutkan 34,40 g serbuk MS pada akuades 
hingga volume 1L. Stok larutan nutrisi dasar ini 
kemudian digunakan sebagai pelarut untuk 
membuat matriks enkapsulasi.  

Matriks pembuat kapsul hidrogel kalsium 
alginat dipersiapkan dalam dua larutan terpisah, 
yaitu 3% larutan alginat dan 75mM CaCl2.2H2O, 
masing-masing larutan menggunakan pelarut 
media dasar yang telah dibuat stok. Perlakuan 
variasi ABA pada matriks enkapsulasi 
dipersiapkan dengan cara menambahkan 
beberapa volume ABA pada larutan stok 3% 
hingga didapatkan seri konsentrasi 5 mg/L, 10 
mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L.  

Pembuatan kapsul kalsium alginat (biji 
sintetis) 

Kapsul biji sintetis dibuat dengan cara 
merendam eksplan plb G. scriptum hasil kultur in 
vitro pada larutan 3% alginat yang telah 
diperkaya dengan ABA (sesusai dengan 
rancangan perlakuan). Setelah 1 menit, setiap plb 
diambil dengan menggunakan pipet tetes 
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kemudian dimasukkan dalam larutan 75mM 
CaCl2.2H2O hingga terbentuk suatu bulatan 
hidrogel biji sintetis. Setelah 30 menit biji sintetis 
ditiriskan dan dikeringkan hingga volumenya 
menyusut sekitar 50% dari bobot awal. 
Selanjutnya dilakukan penyimpanan kering steril 
(in vitro) selama 2 minggu. Sebagai pembanding 
diberikan kontrol berupa biji sintetis tanpa 
pengeringan. Semua kegiatan pembuatan ini 
dilakukan di laminar air flow. 

Perkecambahan biji sintetis 
Setelah mengalami masa simpan selama 2 

minggu, biji sintetis kering direhidrasi dengan 
cara merendam kapsul biji sintetis pada air 
hangat (50oC) hingga volumenya kembali ke 
volume sebelum pengeringan. Biji sintetis ke-
mudian disimpan kembali dalam botol (in vitro) 
untuk diamati kemampuan perkecambahannya. 

Pengamatan perkecambahan dan pertumbuhan 
Pengamatan dilakukan terhadap parameter 

fisik dan pertumbuhan plb G. scriptum yang 
meliputi perkecambahan, pertumbuhan dan 
anatomi plb. Data perkecambahan meliputi 
persentase perkecambahan, kemunculan tunas 
dan akar, dan jumlah tunas yang terbentuk. Data 
pertumbuhan direpresentasikan oleh tinggi 
tunas. 

Pengamatan anatomi plb 
Pengamatan anatomi plb dilakukan dengan 

membuat preparat sayatan mikro paraffin 
kemudian diamati di bawah mikroskop. Plb 
difiksasi dengan larutan FAA (alkohol 70%: 90 
bagian, asam asetat glacial: 5 bagian, formalin: 5 
bagian), didehidrasi dengan alkohol bertingkat 
(20%, 40%, 60%, 70%, 80%, 95%, 100%), 
kemudian dilakukan clearing menggunakan xilol, 
dan diinfiltrasi serta dipadatkan pada parafin. 
Selanjutnya dilakukan pemotongan dengan 
ketebalan 10 uM menggunakan mikrotom, dan 
diwarnai dengan safranin 1 dalam alkohol 70%. 
Pengamatan dan dokumentasi dilakukan 
menggunakan mikroskop yang dilengkapi 
kamera digital (Nikon). 

Analisis data 
Data kualitatif berupa sediaan anatomi 

dianalisis secara deskriptif. Data kuantitatif 
berupa kemunculan tunas dan tinggi tunas 
dianalisis dengan Analysis of Variance (ANOVA), 
jika ada perbedaan nyata dilanjutkan dengan 
DMRT taraf 5%. 

 
 
Gambar 1. Biji sintetis anggrek G. scriptum 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Sifat fisik biji sintetis 
Biji sintetis pada penelitian kali ini adalah 

suatu bulatan-bulatan hydrogel kalsium alginat 
yang dibentuk menyerupai biji yang di dalamnya 
ditanam plb hasil kultur in vitro anggrek G. 
scriptum (Gambar 1). 

Pada penelitian ini digunakan konsentrasi 
natrium alginat 3% dan CaCl2.2H2O 75 mM 
karena pada konsentrasi tersebut akan 
menghasilkan struktur biji yang terbaik. Hal ini 
sesuai dengan yang dijelaskan oleh Ballester et al. 
(1997) bahwa konsentrasi natrium alginat 3% 
merupakan konsentrasi optimum yang 
digunakan dalam pembentukan kapsul untuk 
eksplan. Menurut Saiprasad dan Polisetty (2003), 
konsentrasi natrium alginat 3% dan CaCl2.2H2O 
75 mM adalah konsentrasi terbaik untuk 
pembentukan enkapsulasi plbs Dendrobium 
‘Sonia’. Sementara menurut Larkin et al. (1988), 
konsentrasi natrium yang lebih rendah (2%) akan 
menghasilkan tekstur biji yang terlalu lunak, 
sulit ditangani sehingga akan mempersulit 
proses penanaman, sedangkan jika konsentrasi 
alginat tinggi (6-8%) dapat menyebabkan biji 
terlalu keras sehingga dapat menghambat proses 
perkecambahan. 

Biji yang telah dikering-anginkan selama 5 
jam mengalami susut kadar air kurang lebih 
sebanyak 45%. Selain penyusutan bobot, setelah 
penyimpanan kering juga terjadi perbedaan sifat 
fisik kapsul hidrogel kalsium alginat yang 
disajikan pada Tabel 1. Sebelum dikeringkan, biji 
sintetis tampak segar, berwarna bening, 
berbentuk bulat dengan plb berwarna hijau segar 
di dalamnya. Setelah dikeringkan, kapsul 
hidogel kalsium alginat mengalami perubahan 
yaitu tampak lebih pucat, terdapat kerutan di 
bagian luar kapsul, dengan plb yang masih 
berwarna hijau. Biji sintetis setelah direhidrasi 



4 Bioteknologi 13 (1): 1-8, Mei 2016 

tampak lebih segar, warna bening mengkilap 
dengan ukuran yang lebih besar atau meng-
gembung, serta plb yang berwarna hijau segar. 

Perubahan sifat fisik kapsul hidrogel setelah 
penyimpanan kering terjadi karena pengaruh 
perbedaan ketersediaaan air di dalam biji sintetis 
ataupun di lingkungan luar kapsul. Biji sintetis 
sebelum dikeringkan tampak segar karena masih 
memiliki kadar air yang banyak pada selubung 
kapsulnya. Pada kapsul biji sintetis yang telah 
dikeringkan selama 2 minggu tampak adanya 
kerutan yang dimungkinkan terjadi karena 
keluarnya air dari kapsul pada keadaan 
lingkungan yang miskin air. Keluarnya air dari 
dalam biji sintetik menyebabkan perubahan pada 
sifat biji dengan munculnya kerutan dan warna 
menjadi pucat kering meski plb masih tampak 
hijau. Sementara itu, keadaan biji sintetis yang 
berubah setelah mengalami rehidrasi terjadi 
karena proses imbibisi yang cepat dari kondisi 
minim air menuju ketersediaan air yang 
memadai. Proses masuknya air ke dalam biji 
sintetik ditandai dengan penggembungan pada 
kapsul hidrogel kalsium alginat berupa warna 
mengkilap pada biji sintetisnya.  

Perkecambahan biji sintetis selama 
penyimpanan 

Biji sintetis selama penyimpanan diharapkan 
tidak mengalami perkecambahan. Perkecamba-
han yang dimaksudkan dalam penelitian ini 
adalah kemampuan plb untuk beregenerasi 
menembus kapsul hidrogel membentuk tunas 
atau akar. Pada peneltitian ini perkecambahan 

dilakukan untuk mengetahui keterkaitan antara 
penyimpanan kering dengan penambahan 
variasi konsentrasi ABA terhadap kemampuan 
perkecambahan biji sintetis. Proses tersebut akan 
menyebabkan kapsul hidrogel pada biji sintetis 
kehilangan air sehingga kebutuhan penyerapan 
air oleh plb menjadi terhambat.  

Pengamatan anatomi 
Pengamatan anatomi yang dilakukan 

terhadap plb biji sintetis sebelum dan sesudah 
pengeringan menunjukkan adanya perbedaan. 
Berdasarkan Gambar 2 tampak bagian tepi 
terdapat bagian sel yang tersusun rapat, pipih, 
membungkus bagian dalam sel dan tersusun 
memanjang, yaitu epidermis; sementara bagian 
tengah adalah parenkim. Pada kedua gambar 
tersebut tampak bahwa plb yang telah disimpan 
kering selama 2 minggu sel-selnya tampak 
mengkerut pada bagian tepinya. Hal itu 
kemungkinan karena kekurangan air pada saat 
proses penyimpanan kering. 

 
Tabel 1. Sifat fisik kapsul hidrogel kalsium alginat 
sebelum dan setelah pengeringan, dan setelah 
rehidrasi 
 

Parameter Sebelum 
pengeringan 

Setelah 
pengeringan Rehidrasi 

Kesegaran Segar Pucat kering Segar 
Warna Putih bening Putih pucat Bening 

mengkilap 
Bentuk Bulat Mengkerut Bulat 

menggembung 

 
 
 

 

 
 
Gambar 2. Penampang membujur plb anggrek G. scriptum sebelum (A) dan setelah (B) dikeringkan; x: epidermis 
dan y: parenkim 

A B 

x

y
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Pengaruh pengeringan terhadap 
perkecambahan selama penyimpanan 

Pembuatan biji sintetis pada kondisi tanpa 
pengeringan menyebabkan biji sintetis tersebut 
sudah menunjukkan aktivitas pertumbuhan dan 
perkembangan pada usia penyimpanan satu 
minggu. Pertumbuhan dan perkembangan 
tersebut ditandai dengan munculnya tonjolan 
pada bagian plb yang ada di dalam kapsul 
hidrogel namun belum bisa menembus kapsul 
hidrogel. Aktivitas pertumbuhan dan 
perkembangan pada plb biji sintetis terus 
berlanjut hingga usia dua minggu, menghasilkan 
perkecambahan seperti pada Gambar 3.A,B.  

Berdasarkan Gambar 3.A,B, biji sintetis tanpa 
pengeringan tampak tumbuh dengan baik dalam 
umur 2 minggu setelah penanaman pada media 
kapas basah dan sudah memiliki daun yang jelas. 
Pada kondisi normal dengan kondisi 
ketersediaan air dan nutrisi yang mencukupi, biji 
sintetis akan dapat langsung berkecambah dan 
berkembang menjadi individu baru dalam waktu 
yang cepat. Penelitian sebelumnya yang 
dilakukan oleh Kusumawati (2013), 
menyebutkan bahwa biji sintetis mengalami 
persentase perkecambahan sebesar 100% pada 
usia dua minggu setelah pengkapsulan. Pada 
kondisi lingkungan yang baik, pembuatan 
matriks enkapsulasi berpotensi sebagai reservoir 
nutrisi yang dapat membantu kelangsungan 
hidup dan mempercepat pertumbuhan 
(Redenbaugh et al. 1985). 

Sebaliknya, biji sintetis yang telah 
dikeringkan sebelumnya tidak menunjukkan 
adanya aktivitas pertumbuhan dan perkem-
bangan yang ditandai dengan tidak adanya 

perubahan pada bentuk atau ukuran plb yang 
ada di dalam biji sintetis tersebut. Penyimpanan 
kering akan mengakibatkan biji kehilangan air 
dalam jumlah banyak karena tidak ada asupan 
air dari lingkungan yang dapat diserap oleh biji 
sintetis untuk melakukan aktivitas pertumbuhan 
atau perkembangan. Keadaan ini menjadi satu 
keuntungan, karena proses perkecambahan yang 
tertunda akan dapat memperpanjang masa 
simpan biji sintetis. Keadaan tersebut juga 
menimbulkan satu kekurangan, yaitu biji sintetis 
yang disimpan dalam jangka waktu lama dengan 
keadaan air yang tidak mencukupi akan 
mengalami kerusakan pada viabilitas plb yang 
ada di dalamnya.  

Biji sintetis pasca redehidrasi  
Biji sintetis yang telah mengalami masa 

simpan kering dihidrasi untuk mengetahui 
viabilitas plb setelah memperoleh cekaman 
kekeringan selama periode tersebut. Biji sintetis 
yang disimpan dalam waktu 2 minggu pasca 
rehidrasi menunjukkan kemampuan melakukan 
perkecambahan ditandai dengan munculnya 
tunas yang menembus kapsul hidrogel.  

Berdasarkan Gambar 3.C, biji sintetis yang 
telah disimpan selama 2 minggu pasca 
redehidrasi menunjukkan aktivitas 
perkecambahan ditandai dengan munculnya 
tonjolan yang menembus kapsul hidrogel. 
Menurut Machii (1992), perkecambahan pada biji 
sintetis adalah kemampuan plb untuk 
beregenerasi membentuk tunas atau akar dan 
menembus matriks enkapsulasi.  

 
 
 
 

A B C 
 
Gambar 3. Perkecambahan biji sintetis saat penyimpanan kering. A. tanpa pengeringan; B. dengan pengeringan; 
C. Biji sintetis seteleh rehidrasi 
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Perbedaan pertumbuhan pada biji sintetis 
tanpa pengeringan, dengan pengeringan, dan 
setelah mengalami rehidrasi disebabkan karena 
faktor ketersediaan air. Biji sintetis tanpa 
pengeringan menunjukkan pertumbuhan dalam 
waktu cepat karena proses penyerapan air untuk 
kegiatan metabolisme berjalan dengan lancar 
dengan ketersediaan air yang cukup.  

Respons pertumbuhan dan perkecambahan 
biji sintetis plb anggrek G. scriptum dengan 
adanya pemberian variasi konsentrasi ABA 
terjadi dalam waktu yang bervariasi. Hal itu 
dapat dilihat pada Gambar 4 untuk waktu 
perkecambahan biji sintetis dalam masing-
masing perlakuan. 

Berdasarkan Gambar 4 dapat diketahui 
bahwa pada minggu ke-2 pasca rehidrasi hampir 
semua biji sintetis dengan variasi pemberian 
ABA yaitu A1, A2, dan A3 sudah berkecambah 
kecuali A4. Setelah dilakukan pengamatan 
selama 8 minggu terjadi variasi persentase per-
kecambahan untuk masing-masing perlakuan. 
A1, A2, dan A3 mengalami persentase sebesar 
100% sementara pada A3 dan A4 hanya 60%. Hal 
ini kemungkinan terjadi karena perbedaan 
kemampuan masing-masing biji sintetis untuk 
menembus kapsul terkait konsentrasi ABA yang 
diberikan. Biji sintetis yang berkecambah setelah 
rehidrasi adalah biji sintetis dengan penambahan 
ABA konsentrasi 5 mg/L.  

Pemberian ABA yang diharapkan menjadi 
alat pertahanan biji sintetik pada masa 
pengeringan untuk mempertahankan keadaan 
biji agar tidak rusak menunjukkan hasil yang 
baik pada akhir pengamatan. Hal itu 
ditunjukkan oleh keadaan plb di dalam kapsul 
hidrogel pada akhir pengamatan yang masih 
tampak segar dan hijau bahkan tampak 
mengalami pertumbuhan berupa munculnya plb 
baru meski tidak berkecambah menembus 
kapsul (Gambar 5). 

Berdasarkan Gambar 5, biji sintetis dengan 
penambahan ABA konsentrasi 15 mg/L plb 
anggrek tetap dapat mengalami perkembangan 
berupa munculnya struktur baru pada plb. Hal 
itu menunjukkan bahwa ABA berhasil dalam 
mempertahankan viabilitas plb setelah 
penyimpanan kering, meskipun pemberian ABA 
konsentrasi tinggi dapat menghambat 
perkecambahan tetapi tidak sampai mematikan 
sel. Menurut Salisbury dan Ross (1992), ABA 
berpengaruh dalam menghambat sintesis protein 
dan mengaktifkan serta menonaktifkan gen 
tertentu secara khas (efek transkripsi). Akibatnya 

secara tidak langsung ABA dapat menghambat 
perkecambahan dan pertumbuhan tunas. Hal 
itulah yang kemungkinan menyebabkan 
persentase perkecambahan biji sintetis dengan 
penambahan ABA tinggi pada A3 dan A4 tidak 
mencapai 100%.  

Jumlah tunas yang muncul 
Pada penelitian ini perkecambahan biji 

sintetis ditandai dengan adanya perkembangan 
pada plb di dalam kapsul hidrogel, yaitu 
tumbuhnya satu atau dua tunas. Kemunculan 
tunas pada biji sintetis yang telah diamati selama 
8 minggu ditunjukkan pada Gambar 6. 

Berdasarkan pengamatan selama 8 minggu 
jumlah tunas yang terbentuk pada pemberian 
ABA untuk masing-masing perlakuan adalah 
sama. Hanya ada satu tunas pada masing-masing 
biji sintetik plb anggrek G. scriptum yang 
terbentuk. Penambahan konsentrasi ABA yang 
semakin meningkat tidak memberikan pengaruh 
terhadap kemunculan tunas pada biji sintetis plb 
anggrek G. scriptum. Rata-rata jumlah tunas yang 
muncul disajikan dalam Tabel 2. 

 
Tabel 2. Rata-rata jumlah tunas biji sintetis G. scriptum 
yang terbentuk pada minggu ke-8 
 
Perbedaan konsentrasi 

ABA 
Rata-rata jumlah tunas 

minggu ke-8 (mm ± SD) 
0mg/L 1,2 ± 0,4a 
5mg/L 1,0 ± 0,0a 
10mg/L 1,0 ± 0,0a 
15mg/L 1,0 ± 0,0a 
20mg/L 1,0 ± 0,0a 
Keterangan: Angka diikuti huruf sama pada kolom 
tidak berbeda nyata pada DMRT taraf 5% 
 

 

 
 
Gambar 4.Waktu perkecambahan biji sintetis dengan 
variasi ABA setelah penyimpanan kering. Keterangan: 
A0: tanpa penambahan ABA, A1: konsentrasi ABA 
5mg/L, A2: konsentrasi ABA 10mg/L, A3: konsentrasi 
ABA 15mg/L, A4: konsentrasi ABA 20mg/L 
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Gambar 6. Jumlah tunas biji sintetis anggrek G. scriptum pada minggu ke-8: A. Tanpa penambahan konsentrasi 
ABA, B. Konsentrasi ABA 5mg/L, C. Konsentrasi ABA 10mg/L, D. Konsentrasi ABA 15mg/L, E. Konsentrasi 
ABA 20mg/L 
 
 
 

 
 
Gambar 5. Biji sintetis dengan perkembangan plb baru 
pada akhir pengamatan 

 

 
 
Gambar 7. Panjang tunas optimal pada pengamatan 
minggu ke-8 
 
 
 
 

Tabel 3. Rata-rata panjang tunas biji sintetis G. 
scriptum yang terbentuk pada minggu ke-8. 
Keterangan: Angka diikuti huruf sama pada kolom 
berbeda nyata pada DMRT taraf 5%. 
 

Perbedaan 
konsentrasi ABA 

Rata-rata panjang tunas 
minggu ke-8 (mm ± SD) 

0mg/L 10,8 ± 2,3b 
5mg/L 12,0 ± 7,6b 
10mg/L 9,2 ± 7,8ab 
15mg/L 3,2 ± 1,8a 
20mg/L 2,8 ± 1,1a 

 
 
Tabel 1 menunjukkan bahwa nilai 

signifikansi untuk banyak tunas yang muncul 
adalah 0,431. Ini menunjukkan bahwa nilai 
signifikansi > 0,05 tidak beda nyata yang artinya 
pemberian variasi konsentrasi ABA pada biji 
sintetis tidak berpengaruh terhadap 
pertumbuhan jumlah tunas yang muncul pada 
setiap perlakuan. Dari Tabel 2 diketahui bahwa 

biji sintetis tanpa penambahan ABA memiliki 
pertumbuhan jumlah tunas yang paling banyak 
yaitu 1,2 mm daripada keempat perlakuan lain 
yang ditambahkan konsentrasi ABA. 

Pertumbuhan tunas 
Pengamatan terhadap tinggi tunas dilakukan 

pada minggu ke-2 setelah penanaman hingga 
minggu ke-8. Pertumbuhan tunas untuk masing-
masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 6. 
Tampak pada gambar tersebut tunas yang 
muncul berwarna kehijau-hijauan dengan 
panjang yang bervariasi pada masing-masing 
perlakuan yang diberikan. Pemberian ABA 
konsentrasi rendah pada biji sintetis 
menghasilkan pertumbuhan tunas yang lebih 
panjang dibandingkan dengan pemberian ABA 
pada konsentrasi tinggi. Dari Gambar 7 tampak 
pula bahwa tunas optimal ditunjukkan oleh A1 
dan A2 dengan konsentrasi pemberian ABA 10 
mg/L.  
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Berdasarkan hasil analisis varian dan DMRT 
menunjukkan bahwa konsentrasi ABA yang 
diberikan berpengaruh nyata terhadap 
pertumbuhan panjang tunas. Hasil pengamatan 
panjang tunas yang terbentuk disajikan pada 
Tabel 3. Berdasarkan data pada Tabel 3, rata-rata 
pertumbuhan tunas paling optimal adalah pada 
konsentrasi pemberian ABA 5 mg/L yaitu 
sebesar 12,0 mm. Sementara pada pemberian 
ABA konsentrasi tinggi menyebabkan 
pertumbuhan tunas terhambat dan 
menghasilkan tunas dengan rata-rata paling 
sedikit, yaitu 2,8 mm. Akan tetapi pada biji 
sintetis yang tidak diberi penambahan ABA 
menunjukkan rata-rata tinggi tunas yang lebih 
baik dibandingkan dengan biji sintetis yang 
diberi ABA dalam konsentrasi tinggi. Hal ini 
disebabkan karena pada konsentrasi tinggi ABA 
akan menunjukkan fungsinya sebagai hormon 
penghambat bagi pertumbuhan tunas biji 
sintetis. Menurut Lyold dan Jackson (1986), 
pemberian ABA pada konsentrasi 5-10 mg/L 
akan meningkatkan pertumbuhan kalus pada 
tanaman Cassava sementara konsentrasi yang 
tinggi 20 mg/L dapat mnyebabkan kematian 
pada kalusnya. 

Pada Tabel 3 nilai signifikansi untuk panjang 
tunas yang muncul adalah 0,022. Ini 
menunjukkan bahwa nilai signifikansi < 0,05 
yang artinya pemberian variasi konsentrasi ABA 
berpengaruh terhadap pertumbuhan panjang 
tunas. Menurut Wattimena (1988), pemberian zat 
penghambat tumbuh dapat menyebabkan 
pemendekan batang diikuti ketebalan pada 
batang.  

Dalam penelitian ini dapat disimpulkan 
bahwa (i) Proses penyimpanan kering mampu 
menghambat pertumbuhan dan perkembangan 
plb biji sintetik G. scriptum selama 2 minggu. (ii) 
Konsentrasi ABA paling optimal pada kapsul 
hidrogel kalsium alginat untuk mempertahankan 
viabilitas plb pada biji sintetis G. scriptum dan 
dapat tumbuh dengan baik adalah 5 mg/L.  
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Bakteri heterotrof aerobik asal saluran 
pencernaan ikan sidat (Anguilla bicolor bicolor) 
dan potensinya sebagai probiotik 

NATALIA  WIDYA LESTARI, AGUNG BUDIHARJO, ARTINI 
PANGASTUTI ♥ 

Lestari NW, Budiharjo A, Pangastuti A. 2016. Aerobic heterotrophic bacteria 
from the digestive tract of eel (Anguilla bicolor bicolor) and its potential as 
probiotics. Bioteknologi 13: 9-17. Anguilla bicolor bicolor, an eel species found 
in the waters of Indonesia, is become a potential export commodity for the 
country. Currently this species began to be cultured, by taking the larvas from 
the wild and reared in ponds. In aquaculture, the disease caused by bacteria are 
the main problems that limit production in the culture of eel. Restrictions on 
the use of anti-microbial substances causing a more environmentally friendly 
approach is needed to reduce disease outbreak in aquaculture. It is known that 
bacterial communities associated with animals have an important role for the 
survival of its modulation of host’s microbiota through feed supplements such 
as probiotics and prebiotics can increase the growth and survival of fish. This 
research aimed to determine the type of bacteria that can be isolated and 
characterized from the gastrointestinal tract of A. bicolor bicolor and their 
potential as a probiotic candidates. Bacteria from the gastrointestinal tract of the 
fish were isolated and characterized. Observations made include the amount of 
bacteria in the gastrointestinal tract, the morphological characters of each 
isolate, and the identification of each isolate. The ability of hydrolysis 
(hemolytic and proteolytic activity) and antagonistic against pathogens in fish 
(Aeromonas hydrophila) were also measured. From the gastrointestinal tract of 
A. bicolor bicolor, 11 isolates were obtained, which were fell into 9 species 
according to their characters. Two candidates of bacteria which were expected 
to be used as probiotics for eel were Citrobacter freundii and Bacillus subtilis. 

Keywords: Anguilla bicolor bicolor, probiotic, Citrobacer freundii, Bacillus subtilis 

Lestari NW, Budiharjo A, Pangastuti A. 2016. Bakteri heterotrof aerobik asal 
saluran pencernaan ikan sidat (Anguilla bicolor bicolor) dan potensinya sebagai 
probiotik. Bioteknologi 13: 9-17. Anguilla bicolor bicolor , salah satu spesies ikan 
sidat yang ditemukan di perairan Indonesia, adalah komoditas ekspor 
potensial bagi Negara ini. Saat ini spesies tersebut mulai dikulturkan, dengan 
mengambil benih dari alam dan dibesarkan dalam kolam-kolam pemeliharaan. 
Dalam akuakultur, penyakit yang disebabkan oleh bakteri merupakan masalah 
utama yang membatasi produksi di pemeliharaan ikan sidat. Pembatasan 
penggunaan bahan anti mikroba membuat pendekatan yang lebih ramah 
lingkungan perlu dilakukan untuk mengurangi berjangkitnya penyakit di 
kolam pemeliharaan. Telah diketahui bahwa komunitas bakteri yang 
berasosiasi dengan hewan memiliki peran penting bagi kelangsungan hidup 
inangnya. Pemberian suplemen pakan seperti probiotik dan prebiotik untuk 
memodulasi komunitas mikroba yang berasosiasi dengan ikan dapat 
meningkatkan pertumbuhan dan kelangsungan hidup ikan. Penelitian 
bertujuan mengetahui jenis bakteri yang dapat diisolasi dan dikarakterisasi 
dari saluran pencernaan A. bicolor bicolor dan potensi bakteri sebagai kandidat 
probiotik. Saluran pencernaan yakni usus dan lambung diisolasi dan 
dikarakterisasi jenis bakteri yang didapat. Pengamatan yang dilakukan 
meliputi jumlah bakteri pada media kultur, karakter morfologi masing-masing 
isolat, dan identifikasi dari masing-masing isolat. Dari saluran pencernaan ikan 
sidat A. bicolor bicolor diperoleh 11 isolat bakteri yang berdasarkan hasil 
identifikasi terdiri dari 9 spesies. Dilakukan uji kemampuan hidrolitik 
(hemolitik dan proteolitik) dan antagonistik terhadap bakteri patogen pada 
ikan (Aeromonas hydrophila) sehingga diperoleh 2 kandidat bakteri yang 
diperkirakan dapat digunakan sebagai probiotik ikan sidat, yaitu Citrobacter 
freundii dan Bacillus subtilis. 

Kata kunci: Anguilla bicolor bicolor, probiotik, Citrobacter freundii, Bacillus subtilis 
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PENDAHULUAN 

Anguilla bicolor bicolor merupakan salah satu 
spesies ikan sidat yang hidup di perairan 
Indonesia. Permintaan akan komoditas ikan sidat 
ini semakin meningkat terutama dari pasar 
Jepang. Dalam rangka peningkatan produksi 
untuk memenuhi permintaan ekspor, ikan sidat 
mulai dibudidayakan, walaupun masih terbatas 
untuk pembesaran saja sampai mencapai ukuran 
yang siap dikonsumsi. Permintaan pasar yang 
tinggi memberikan peluang yang sangat terbuka 
untuk membudidayakan ikan ini.  

Salah satu masalah yang dapat menghambat 
produksi ikan sidat adalah penurunan produksi 
akibat penyakit yang berkembang di kolam-
kolam pemeliharaan. Dalam akuakultur, 
penggunaan pakan yang berlebih serta padat 
tebar yang tinggi menyebabkan lingkungan air 
pemeliharaan menjadi medium yang baik untuk 
pertumbuhan bakteri heterotrofik atau 
oportunistik (Chinabut dan Puttinaowarat 2005). 
Sebagian besar penyakit pada ikan disebabkan 
oleh bakteri oportunistik. Penggunaan senyawa 
kimia seperti desinfektan dan antibiotik tidak 
terlalu efektif untuk pencegahan maupun 
pengobatan penyakit ikan (Olafsen 2001). Selain 
itu, adanya residu antibiotik menyebabkan 
produk akuakultur tidak memenuhi standar 
beberapa negara yang menjadi tujuan ekspor. 
Penggunaan senyawa antimikroba secara 
berlebihan juga menseleksi strain resisten 
kemudian bakteri dapat mempertukarkan gen 
penyandi resistensinya, bahkan antarbakteri 
yang kekerabatannya cukup jauh. Dari reservoir 
lingkungan perairan, gen penyandi resistensi 
dapat menyebar kepada patogen manusia dan 
kemudian mencapai manusia (Heuer et al. 2009). 

Komunitas bakteri (mikrobiota) pada hewan 
akuatik diduga memiliki pengaruh terhadap 
pertumbuhan dan kemampuan bertahan hidup 
inang. Mikrobiota dapat mempengaruhi 
sejumlah besar ekspresi gen pada inangnya, 
terutama gen yang berperan dalam imunitas dan 
nutrisi (Nayak 2010). Bakteri dapat membantu 
nutrisi inang dengan produksi enzim atau 
senyawa esensial (Verschuere et al. 2000) dan 
dapat mencegah bakteri patogen oportunis 
untuk berproliferasi dan mengkolonisasi tubuh 
inang, terutama pada tahap larva di mana sistem 
imunitas belum berkembang sempurna (Hansen 
dan Olafsen 1999). Berbeda dengan hewan 
terestrial, hewan akuatik berbagi ekosistem yang 

sama dengan komunitas bakteri yang berasosiasi 
dengannya, sehingga komunitas bakteri selalu 
berubah secara dinamis mengikuti komunitas 
bakteri di lingkungannya (Cahill 1990). Hal ini 
memberikan peluang untuk melakukan 
introduksi bakteri yang menguntungkan ke 
dalam komunitas bakteri yang telah terbentuk 
pada inang. Dengan demikian, modulasi 
komunitas mikroorganisme yang berasosiasi 
dengan ikan merupakan salah satu cara untuk 
mencegah penyakit dan meningkatkan produksi 
secara lebih aman. Yang perlu diperhatikan di 
sini adalah bakteri dominan pada usus ikan 
berbeda dengan yang diamati pada mamalia. 
Bakteri-bakteri ini bersifat oportunis dan 
keberadaannya bersifat transitori tergantung 
kondisi lingkungan. Asosiasi antara mikroba dan 
inangnya tidak bertahan sepanjang hidupnya. 
Pada ikan, terdapat variabilitas bakteri intestinal 
yang dominan antarpeternakan atau hatchery. 
Hal ini mengindikasikan perlunya untuk 
mengembangkan probiotik dan prebiotik di tiap 
lokasi berbeda secara unik (Gatesoupe 2005). 

Salah satu alternatif pendekatan yang telah 
sukses dilakukan pada akuakultur adalah 
dengan mengintroduksi kultur hidup bakteri 
yang telah diketahui memiliki efek 
menguntungkan bagi pertumbuhan hewan 
akuatik, yang dikenal dengan probiotik. 
Sementara itu, modulasi komunitas bakteri yang 
berasosiasi dengan ikan juga dapat dilakukan 
dengan memberikan substrat yang dapat 
menguntungkan pertumbuhan bakteri-bakteri 
baik dalam saluran pencernaan, yang dikenal 
sebagai prebiotik. Akan tetapi, perlakuan 
prebiotik membutuhkan keberadaan mikroba 
yang menguntungkan pada mikrobiota ikan. 
Beberapa penulis (Verschuere et al. 2000; Irianto 
dan Austin 2002; Burr dan Gaitlin 2005; 
Gatesoupe 2005; Vine et al. 2006; Yousefian 2009) 
mengulas perkembangan dalam penggunaan 
probiotik dan prebiotik untuk hewan kultur 
akuatik. 

Sampai saat ini, penelitian tentang biologi 
A.bicolor bicolor belum banyak dilakukan. 
Informasi tentang komunitas mikroorganisme 
yang ada di saluran pencernaan A. bicolor bicolor 
juga belum pernah dilaporkan sebelumnya. 
Untuk itu dilakukan penelitian ini, yang 
bertujuan mengetahui jenis dan karakteristik 
bakteri yang berasosiasi dengan saluran 
pencernaan A. bicolor bicolor dan potensinya 
sebagai kandidat probiotik.
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BAHAN DAN METODE  

Sampling A. bicolor bicolor 
Ikan sidat A. bicolor bicolor dikoleksi dari 

Karangpandan, Kabupaten Karanganyar, Jawa 
Tengah. Dari ikan yang sehat diambil 10 ikan 
sebagai sampel. Masing-masing ikan diambil 
saluran pencernaannya meliputi lambung dan 
usus, kemudian disterilisasi dengan 
menggunakan formalin. Saluran pencernaan 
dicuci dengan garam fisiologis (0,85% NaCl) 
steril untuk menghilangkan bakteri yang tidak 
menempel pada saluran pencernaan, 
dikeringanginkan, dan selanjutnya diisolasi 
bakterinya.  

Kultur dan penghitungan jumlah bakteri 
Sampel saluran pencernaan ikan 

dihomogenisasi dalam 0,85% NaCl steril 
kemudian dibuat pengenceran berseri 10-1–10-6. 
Sebanyak 0,1 mL seri pengenceran 10-3-10-6 
disebar pada medium TSA (Oxoid) dengan 
menggunakan metode cawan sebar dan 
dilakukan tiga kali sebagai ulangan. Hasil kultur 
kemudian diinkubasi di suhu 28°C selama 1x24 
jam. Pengamatan koloni bakteri yang dilakukan 
berupa penghitungan jumlah koloni bakteri total 
tiap cawan dan jumlah masing-masing jenis 
bakteri yang berbeda menurut penampakan 
morfologi koloni bakteri. Penghitungan jumlah 
bakteri menggunakan metode TPC (total plate 
count) dimana cawan yang menghasilkan jumlah 
koloni 30-300 buah dipilih dan dihitung. Jumlah 
bakteri dinyatakan sebagai CFU (colony forming 
unit). Koloni dengan penampakan morfologi 
berbeda kemudian diambil dan dimurnikan pada 
media baru menggunakan metode cawan gores. 
Masing-masing isolat disimpan dalam media 
agar miring pada suhu 4oC dan dalam 15% 
gliserol pada -20oC untuk penyimpanan.  

Identifikasi jenis bakteri  
Isolat bakteri murni diidentifikasi 

berdasarkan karakter morfologi yang meliputi 
morfologi koloni, morfologi sel, dan uji 
pewarnaan gram. Pengamatan morfologi koloni 
dilihat dari bentuk, warna dan tepian koloni 
bakteri. Pengamatan morfologi sel meliputi 
bentuk sel dan pengaturan/susunan sel. 
Selanjutnya masing-masing isolat dikarakterisasi 
secara biokimia yang meliputi uji fermentasi 
karbohidrat (glukosa, laktosa, manitol, maltosa, 
dan sukrosa), sulfur, indol, motilitas, dan sitrat. 

Uji fermentasi karbohidrat 
Sebanyak satu ose isolat bakteri 

diinokulasikan ke dalam tabung-tabung reaksi 
yang berisi medium fermentasi glukosa, laktosa, 
manitol, maltosa, dan sukrosa, lalu 
diinkubasikan dalam suhu kamar selama 18-24 
jam. Uji fermentasi karbohidrat positif, jika 
warna merah medium fermentasi karbohidrat 
berubah menjadi kuning, berarti bakteri tersebut 
memfermentasi gula dan menghasilkan asam. 
Apabila dalam tabung durham terdapat 
gelembung, berarti fermentasi tersebut juga 
menghasilkan gas (CO2). 

Uji sulfur, indol, motililtas 
Sebanyak satu ose isolat bakteri ditusukkan 

dalam medium uji SIM (sulfur, indol, motilitas) 
yang berupa agar semi solid, lalu diinkubasikan 
dalam suhu kamar selama 18-24 jam. Jika pada 
bagian bawah medium berwarna hitam, maka 
dalam proses fermentasi tersebut dihasilkan H2S. 
Untuk uji motilitas positif ditandai adanya 
penyebaran koloni di sekitar tusukan. 
Selanjutnya medium ditetesi dengan pereaksi 
Kovac. Uji indol positif ditunjukkan dengan 
terbentuknya cincin merah di permukaan 
medium. 

Uji sitrat 
Sebanyak satu ose isolat bakteri digores zig-

zag pada permukaan agar miring Simmons-
citrate, lalu diinkubasikan dalam suhu kamar 
selama 18-24 jam. Uji sitrat positif ditunjukkan 
dengan perubahan warna medium tersebut dari 
hijau menjadi biru. 

Uji kemampuan proteolitik dan hemolitik 
Karakteristik kemampuan hidrolitik dari 

isolat bakteri meliputi kemampuan proteolitik 
dan hemolitik. Medium yang digunakan dalam 
uji adalah Blood Agar Plate untuk kemampuan 
hemolitik dan TSA yang diperkaya dengan susu 
skim 1% untuk uji kemampuan proteolitik. Hasil 
positif ditunjukkan dengan adanya zona bening 
(clear zone) pada medium yang telah berisi isolat 
bakteri.  

Uji aktivitas antagonistik terhadap bakteri 
Aeromonas hydrophila 

Pengujian aktivitas antagonistik atau 
konfrontasi dengan bakteri patogen dilakukan 
dengan metode sumur agar, yang mengacu pada 
metode menurut Wolf dan Gibbons et al. (1996) 
dengan modifikasi suhu yang digunakan. 
Produksi antibakteri dilakukan dengan cara 
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menginokulasi isolat bakteri sebanyak 0,1 mL ke 
dalam 10 mL media TSB dan diinkubasi semalam 
pada suhu 28oC, kemudian disentrifus dengan 
kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit. Filtrat 
digunakan dalam konfrontasi dengan bakteri 
patogen uji untuk menentukan dihasilkan atau 
tidaknya antibakteri. 

Bakteri patogen uji yang digunakan adalah 
bakteri patogen terhadap ikan, yaitu dari strain 
A. hydrophila. Bakteri patogen uji yang telah 
disegarkan diambil sebanyak 0,2 mL dan 
dimasukkan ke dalam media NA dan dicampur 
hingga homogen. Setelah media yang berisi 
biakan bakteri patogen memadat diberi paper disk 
yang ditetesi dengan substrat antibakteri (filtrat) 
sebanyak 0,05 mL. Selanjutnya, cawan diinkubasi 
pada suhu 28oC selama 24 jam. Filtrat yang 
mengandung substansi antibakteri akan 
melakukan penghambatan terhadap bakteri 
patogen yang dibuktikan dengan adanya zona 
bening di sekitar sumur agar. Besarnya aktivitas 
antibakteri ditentukan dengan cara mengukur 
diameter zona bening di sekitar sumur agar. 

Analisis data 
Data yang telah diperoleh dianalisis secara 

deskriptif. Identifikasi jenis bakteri yang dapat 
diisolasi dari saluran pencernaan A. bicolor bicolor 
dilakukan berdasarkan karakter biokimia sesuai 
dengan tabel biokimia Soemarmo (2000). Untuk 
potensi isolat sebagai probiotik dinilai dari 
kemampuan hidrolitik (hemolitik dan 
proteolitik) dan uji antagonistik terhadap bakteri 
patogen pada ikan yakni A. hydrophila. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Dari saluran pencernaan ikan Sidat A. bicolor 
bicolor diperoleh 11 isolat bakteri berdasarkan 
perbedaan morfologi koloni bakteri yang 
meliputi warna, tepian, dan bentuk koloni. 
Sebelas koloni bakteri yang berhasil diisolasi 
tersebut diberi kode TSA-a/9-2011, TSA-b/9-
2011, TSA-c/9-2011, TSA-d/9-2011, TSA-e/9-
2011, TSA-f/9-2011 (1), TSA-f/9-2011 (2), TSA-
g/9-2011, TSA-h/9-2011, TSA-i/9-2011, dan TSA-
j/9-2011. Tabel 1 menunjukkan karakter 
morfologi untuk setiap bakteri. Identifikasi 
masing-masing isolat tersebut dilakukan 
berdasarkan uji biokimia dimana hasilnya dapat 
dilihat dalam Tabel 2. Uji karakter biokimia di 
antaranya berupa uji fermentasi karbohidrat, uji 
Sulfur, uji motil, uji indol, uji sitrat. 

Total jumlah bakteri yang diperoleh per 
saluran pencernaan ikan yakni sebesar 3 x 108 

CFU. Beberapa peneliti melaporkan jumlah 
bakteri pada ikan yaitu berkisar antara 102- 106 
CFU per cm2 pada kulit, 103-105 per gram di 
dalam insang dan sampai 107 atau lebih per 
gram di dalam usus (Fardiaz et al. 1992). 
Komposisi jumlah masing-masing isolat dapat 
dilihat pada Gambar 1. 

Dari hasil identifikasi, didapati bakteri yang 
berasosiasi dengan saluran pencernaan ikan sidat 
mempunyai kemiripan ciri-ciri dengan Pasteurella 
multocida, Staphylococcus haemolyticus, Micrococcus 
luteus, Citrobacter freundii, Pseudomonas maleii, 
Escherichia coli, Morganella morganii, Klebsiella 
pneumonia, dan Bacillus subtilis. Terdapat 2 isolat 
yang teridentifikasi sebagai E. coli dan 2 isolat 
teridentifikasi sebagai M. luteus. Dari hasil 
perhitungan jumlah relatifnya, dapat diketahui 
bahwa jenis bakteri yang dominan adalah E. coli. 
Mikrobiota pada hewan akuatik dapat 
dipengaruhi oleh berbagai faktor. Selain 
pengaruh spesies, air tempat budidaya dan 
faktor lingkungan abiotik yang berupa intensitas 
cahaya, pH dan kelembapan tempat 
pengambilan sampel, selain pengaruh pakan 
yang juga membawa mikroorganisme ke dalam 
saluran pencernaan. Pada hewan akuatik, bagian 
tubuh yang biasa dikolonisasi oleh bakteri adalah 
saluran pencernaan dan insang. Pada ikan 
Rainbow Trout, penggunaan Fluorescense In Situ 
Hibridization (FISH) pada cryosection saluran 
pencernaan menunjukkan bahwa bakteri 
dominan berada pada lumen, bukan dinding 
saluran pencernaan (Spanggaard et al. 2000). 
Sementara itu, kulit ikan merupakan bagian 
tubuh yang jarang dikolonisasi oleh bakteri, 
karena bagian ini selalu berhubungan dengan 
air. Akan tetapi, pernah dilaporkan adanya 
bakteri pada kulit ikan Anguilla anguilla, yang 
didominasi oleh Pseudomonas spp. (17,23%), 
Acinetobacter baumannii (15,51%), 
Stenotrophomonas maltophilla (12,05%), dan bakteri 
Gram positif (18,93%) (Ugur et al. 2002). Menurut 
Austin (2002), bakteri yang umum berasosiasi 
dengan saluran pencernaan ikan air tawar adalah 
dari genus Escherichia, Klebsiella, Proteus, Serratia, 
Aeromonas, Alcaligenes, Alteromonas, 
Carnobacterium, Flavobacterium, Micrococcus, 
Citrobacter, Hafnia, Cytophaga/Flexibacter, Bacillus, 
Listeria, Photobacterium, Pseudomonas, 
Staphylococcus, dan Vibrio. Studi metagenomik 
pada mukus ikan sidat Eropa (A. anguilla) 
menunjukkan bahwa mikroorganisme yang 
dominan adalah filum gammaproteobacteria, 
dan mikrobiota mukus ternyata sangat berbeda 
dari lingkungan akuatiknya (Carda-Dieguez et 
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al. 2014). Genus yang muncul pada semua 
sampel A. anguilla pada studi tersebut adalah 
Pseudomonas. Berbagai literatur tersebut 
menunjukkan hasil yang tidak jauh berbeda 
dengan penelitian ini. 

Hasil positif pada uji kemampuan hidrolisis 
ditandai dengan adanya clear zone (daerah 
bening) di sekitar daerah pertumbuhan bakteri 
(Gambar 2). Kemampuan hidrolisis yang diuji 
adalah kemampuan bakteri dalam 
menghidrolisis protein dan darah. Uji ini 
digunakan untuk mengetahui bagaimana 
peranan bakteri dalam saluran pencernaan ikan. 
Uji kemampuan hidrolisis protein dapat 
digunakan untuk melihat ada tidaknya 
kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim 
proteolitik yang mampu digunakan untuk 
mendegradasi protein. Sementara itu, uji 
hidrolisis darah digunakan untuk melihat 
adanya kemampuan bakteri dalam melisis sel 
darah. Kemampuan melisis sel darah ini 
digunakan untuk mengetahui potensi 
patogenisitas dari suatu bakteri. Sementara itu, 
degradasi protein dapat digunakan untuk 
mengetahui apakah bakteri tersebut berpotensi 
membantu pencernaan pakan ikan sidat yang 
terutama berupa protein di saluran pencernaan 
ikan. Kemampuan hidrolisis isolat bakteri yang 
dapat diisolasi dari saluran pencernaan Anguilla 
bicolor-bicolor disajikan dalam Tabel 3. 

Dari 11 isolat yang didapatkan, 6 isolat 
menunjukkan kemampuan hidrolisis protein. 
Mikrobiota pada saluran pencernaan ikan dapat 
membantu pencernaan inangnya dengan 
memproduksi enzim hidrolitik untuk mencerna 
pakan. Hal ini pernah dilaporkan pada ikan 
oscar, angelfish, dan southern flounder, aktivitas 

enzimatik dari isolat bakteri anaerob sangat 
bervariasi, dan sebagian aktivitas enzimatik 
tersebut bukan bersifat endogenous bagi 
inangnya (Ramirez dan Dixon 2003). Bakteri juga 
dapat membantu nutrisi inang baik secara 
langsung maupun tidak langsung dengan 
memproduksi senyawa esensial seperti poliamin, 
asam amino dan asam lemak esensial (Sugita et 
al. 1991; Verschuere et al. 2000). Jenis bakteri 
pada saluran pencernaan ikan sidat A. bicolor 
bicolor didominasi oleh bakteri proteolitik. Hal ini 
dapat disebabkan karena A. bicolor bicolor 
merupakan ikan karnivora, yang kandungan 
utama pakannya adalah protein. Aktivitas 
proteolitik yang dimiliki bakteri pada saluran 
pencernaan dapat bersifat menguntungkan 
karena membantu dalam mendegradasi protein, 
namun pada bakteri tertentu yang bersifat 
patogen, aktivitas proteolitik ini juga dapat 
merupakan faktor virulensi bakteri. 

 

 
 
Gambar 1. Jumlah setiap jenis bakteri (Log CFU) 
dalam saluran pencernaan per ekor A. bicolor bicolor 

 
 
 

 
 
Gambar 2. Daerah bening (clear zone) uji kemampuan hidrolisis protein (A) dan darah (B) 

A B 
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Tabel 1. Morfologi isolat bakteri yang dapat diisolasi dari saluran pencernaan A. bicolor bicolor 
 

Isolat Koloni Sel 
Warna Tepian Bentuk Gram Susunan 

TSA-a/9-2011 Putih keruh Tak beraturan Bulat melebar _ Diplococcus 
TSA-b/9-2011 Putih kekuningan Licin Bulat + Coccus (anggur) 
TSA-c/9-2011 Putih susu kekuningan Licin Bulat + Coccus (anggur) 
TSA-d/9-2011 Bening Tak beraturan Bulat kecil _ Batang 
TSA-e/9-2011 Putih keruh Tak beraturan 

(keriting) 
Melebar _ Batang 

TSA-f/9-2011 
(1) 

Putih Tak beraturan Bulat melebar _ Batang 

TSA-f/9-2011 
(2) 

Putih keruh Tak beraturan Bulat besar _ Batang (coccobacili) 

TSA-g/9-2011 Kuning Licin Bulat + Coccus (mikro) 
TSA-i/9-2011 Bening Licin Bulat kecil-kecil _ Batang pendek 
TSA-j/9-2011 Putih Tak beraturan Bulat melebar _ Batang 
TSA-h/9-2011 Putih susu Licin Bulat + Batang 
 
 
 
Tabel 2. Hasil uji biokimia isolat bakteri yang dapat diisolasi dari saluran pencernaan A. bicolor bicolor 
 

Isolat Uji Biokimia Nama bakteri berdasarkan 
kemiripan sifat biokimia G L Man Mal Suk Sul Ind Mot SC 

TSA-a/9-2011 + - + - + - + - - Pasteurella multocida 
TSA-b/9-2011 - - - + + - - - - Staphylococcus haemolyticus 
TSA-c/9-2011 - - + + + - - - - Micrococcus luteus 
TSA-d/9-2011 +g - + + + + - + + Citrobacter freundii 
TSA-e/9-2011 + - - - - - - - - Pseudomonas maleii 
TSA-f/9-2011 
(1) 

+g + + + + - + + - Escherichia coli 

TSA-f/9-2011 
(2) 

+g - - + - - + + - Morganella morganii 

TSA-g/9-2011 + + + + + - - - - Micrococcus luteus 
TSA-i/9-2011 +g + + + + - - + + Klebsiella pneumonia 
TSA-j/9-2011 +g + + + + + + + - Escherichia coli 
TSA-h/9-2011 + - + + + - - + - Bacillus subtilis 
 
 
 
Tabel 3. Kemampuan hidrolisis dan aktivitas antagonistik isolat bakteri yang diisolasi dari saluran pencernaan A. 
bicolor bicolor 
 

Isolat Hidrolisis Diameter zona bening 
(mm) Protein Darah 

TSA-a/9-2011 Pasteurella multocida + + (α) - 
TSA-b/9-2011 Staphylococcus haemolyticus - + (α) - 
TSA-c/9-2011 Micrococcus luteus - - - 
TSA-d/9-2011 Citrobacter freundii + - 6 
TSA-e/9-2011 Pseudomonas maleii + + (β) 3 
TSA-f/9-2011 (1) Escherichia coli + - - 
TSA-f/9-2011 (2) Morganella morganii + + (α) 8 
TSA-g/9-2011 Micrococcus luteus - - - 
TSA-i/9-2011 Klebsiella pneumonia + - - 
TSA-j/9-2011 Escherichia coli + - - 
TSA-h/9-2011 Bacillus subtilis - - 11 
Keterangan: +: dapat menghidrolisis substrat, -: tidak dapat menghidrolisis substrat. α: hemolisis tipe alfa, β: 
hemolisis tipe beta 

 
 

 
Kemampuan hemolisis darah oleh bakteri 

ditunjukan oleh 4 isolat bakteri asal saluran 
pencernaan A. bicolor bicolor. Kemampuan 

hemolitik merupakan salah satu faktor virulensi 
yang umum dimiliki oleh bakteri patogen. 
Keberadaan bakteri patogen pada saluran 
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pencernaan ikan dan atau media budi daya 
dengan populasi yang tinggi sangat merugikan 
pada usaha budi daya ikan. Hal ini terjadi karena 
bakteri patogen dapat menimbulkan penyakit 
dan bahkan kematian masal bagi organisme budi 
daya. Hal penting yang diperlukan mikrobiota 
saluran pencernaan adalah berada dalam 
keseimbangan, yaitu antara bakteri 
menguntungkan dan bakteri patogen, serta 
saling berinteraksi antar-spesies bakteri dalam 
saluran pencernaan, baik secara antagonistik 
maupun sinergistik. Interaksi yang terjadi sangat 
penting dalam mempertahankan keseimbangan 
mikrobiota saluran pencernaan. 

Aktivitas antagonistik isolat bakteri yang 
didapatkan terhadap bakteri patogen pada ikan 
yakni A. hydrophila ditunjukkan pada Tabel 3. 
Besarnya daerah bening berbeda-beda 
berdasarkan tingkat daya hambat bakteri 
terhadap bakteri uji. Berdasarkan data dalam 
tabel 3, terdapat 4 isolat bakteri yang mampu 
menghambat pertumbuhan A. hydrophila yakni 
isolat yang mempunyai kemiripan ciri-ciri 
dengan Citrobacter freundii (6 mm), Pseudomonas 
maleii (3 mm), Morganella morganii (8 mm), dan 
Bacillus subtilis (11 mm). Keempat isolat tersebut 
kemungkinan menghasilkan suatu senyawa yang 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri lain. 
Senyawa antibakteri yang dihasilkan mikrobiota 
dapat berupa asam laktat, peroksida, dan 
bakteriosin. Mikrobiota pada usus memiliki 
fungsi perlindungan yang penting untuk 
menekan bakteri patogen dan virus, dengan 
mekanisme kompetisi sisi penempelan (reseptor), 
peningkatan produksi lendir atau mukosa usus, 
dan kompetisi nutrisi (Salminen dan Wright 
1993). Mikrobiota juga diketahui mempengaruhi 
innate immunity dari ikan inangnya (Gomez dan 
Balcazar 2008). Keberadaan komunitas bakteri 
yang seimbang komposisinya juga dapat 
mencegah bakteri patogen oportunis untuk 
berproliferasi dan mengkolonisasi tubuh udang, 
dan ini merupakan mekanisme pertahanan 
tubuh yang penting pada tahap larva di mana 
sistem imunitas belum berkembang sempurna 
(Skjermo et al. 1997). 

Dengan adanya pembatasan penggunaan 
bahan-bahan antimikroba, dewasa ini modulasi 
komunitas bakteri yang berasosiasi dengan ikan 
merupakan solusi yang lebih ramah lingkungan 
untuk mengatasi masalah penyakit pada kultur 
ikan. Modulasi komunitas bakteri dapat 
dilakukan dengan mengintroduksi bakteri yang 
menguntungkan (probiotik). Bakteri probiotik 
merupakan bakteri yang aman dan relatif 

menguntungkan yang diintroduksikan ke inang. 
Pemilihan probiotik yang diisolasi dari saluran 
pencernaan ikan diharapkan akan lebih 
memudahkan probiotik beradaptasi dengan 
lingkungan saluran pencernaan ikan sehingga 
mampu hidup dan berkembang membantu 
proses pencernaan. Hasil penelitian baru-baru ini 
telah menunjukkan pengaruh mikrobiota pada 
survival larva ikan sidat (Sorensen et al. 2014). 
Anguilla merupakan ikan catadromous yang 
siklus hidupnya adalah bertelur di laut dan 
tumbuh besar di perairan tawar. Para peneliti 
sejauh ini dengan perlakuan hormonal telah 
mampu menghasilkan telur dan larva pada A. 
anguilla, tetapi tingkat penetasan dan survival 
larva sangat rendah. Diketahui bahwa pelekatan 
mikroorganisme pada permukaan telur selama 
waktu 24 jam inkubasi sangat mempengaruhi 
kemampuan survival larva selanjutnya, yang 
menunjukkan potensi untuk interferensi secara 
mikrobiologis untuk mensukseskan 
pengembangbiakan ikan sidat di akuakultur. 

Dari hasil penelitian ini, potensi untuk 
kandidat probiotik bagi budidaya A. bicolor 
bicolor berdasarkan kemampuannya untuk 
menghambat pertumbuhan A. hydrophila 
ditunjukkan oleh 4 isolat bakteri, namun tidak 
semua bakteri tersebut dapat dijadikan sebagai 
probiotik jika ditinjau dari potensi 
patogenitasnya. Pseudomonas maleii dan 
Morganella morganii mempunyai kemampuan 
dalam melisiskan darah sehingga diduga bersifat 
patogen dan tidak dapat digunakan sebagai 
kandidat probiotik. Morganella morganii juga 
dilaporkan menghasilkan enzim yang toksik 
terhadap manusia sehingga tidak dapat 
digunakan sebagai probiotik. Sumner et al. (2004) 
menyebutkan bahwa M. morganii merupakan 
salah satu bakteri utama penghasil histamine 
dalam jumlah yang tinggi sehingga bakteri ini 
akan membahayakan manusia. 

Dengan menyisihkan 2 isolat yang bersifat 
hemolitik, didapatkan dua isolat bakteri yang 
berpotensi sebagai kandidat probiotik yakni 
isolat TSA-d/9-2011 yang mempunyai kemiripan 
ciri-ciri dengan Citrobacter freundii dan isolat 
TSA-h/9-2011 yang mempunyai kemiripan ciri-
ciri dengan Bacillus subtilis. Meskipun tidak 
mampu mendegradasi protein, namun B. subtilis 
ini masih memungkinkan untuk menjadi 
kandidat probiotik dengan kemampuan 
penghambatan yang besar terhadap A. 
hydrophila. Beberapa strain Bacillus telah 
digunakan sebagai probiotik yang menghambat 
pertumbuhan patogen pada ikan (Duc et al. 2004; 
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Moriarty 1998, 1999; Rengpipat et al. 1998; Sugita 
et al. 1998; Gomez-Gil et al. 2000; Gullian et al. 
2004). Penelitian dengan menambahkan B. 
subtilis pada pakan menunjukkan adanya 
peningkatan bobot dan efisiensi pakan pada ikan 
rainbow trout (Gatesoupe 1999). Penggunaan B. 
pumilus sebagai probiotik pada ikan nila 
meningkatkan survival rate secara signifikan, 
yang diduga karena kemampuannya 
menghasilkan imunoglobulin G antispora, pro-
inflammatory cytokine tumor necrosis, dan 
bacteriocin (Aly et al. 2008). Lebih jauh lagi, 
Moriarty (1998) menyatakan bahwa spesies 
Bacillus tidak berasosiasi dengan patologi pada 
organisme akuatik 

Sementara itu, C. freundii pernah dilaporkan 
diisolasi dari beberapa spesies ikan seperti 
Cyprinus carpio, Ctenopharyngodon idella, dan 
Oreochromis niloticus (Sugita et al. 1985), serta 
Balanus amphitrite (Khandeparker et al. 2003). 
Spesies bakteri ini juga memiliki aktivitas 
antagonistik terhadap A. hydrophila dan diuji 
penggunaannya sebagai probiotik untuk ikan 
nila (O. niloticus). Chowdhury dan Wakabayashi 
(1989) menunjukkan bahwa C. freundii efektif 
menurunkan jumlah dan infektivitas dari 
Flexibacter columnaris. Pemberian C. freundii dapat 
memproteksi terhadap A. hydrophila sebesar 70% 
survival setelah infeksi (Aly et al. 2008). 
Chowdhury dan Wakabayashi (1989) juga 
mengkonfirmasi bahwa C. freundii tidak bersifat 
patogen pada ikan. 

KESIMPULAN 

Terdapat 9 jenis bakteri yang berasosiasi 
dengan saluran pencernaan A. bicolor bicolor: 
Pasteurella multocida, Staphylococcus haemolyticus, 
Micrococcus luteus, Citrobacter freundii, 
Pseudomonas maleii, Escherichia coli, Morganella 
morganii, Klebsiella pneumonia, dan Bacillus subtilis. 
Bakteri yang dapat dijadikan sebagai kandidat 
probiotik bagi A. bicolor bicolor berdasarkan uji 
hidrolisis darah dan antagonis terhadap bakteri 
patogen yakni isolat TSA-d/9-2011 (mempunyai 
kemiripan dengan Citrobacter freundii) dan isolat 
TSA-h/9-2011 (mempunyai kemiripan dengan 
Bacillus subtilis). 
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Keragaman ganyong (Canna edulis Ker.) di 
wilayah Surakarta berdasarkan ciri morfologi 
dan pola pita isozim 

SANTI SILFIANA ASHARY, NITA ETIKAWATI♥, SURATMAN 

Ashary SS, Etikawati N, Suratman. 2016. Diversity of edible canna (Canna 
edulis Ker.) in Surakarta region based on the morphological characters and 
isozym band pattern. Bioteknologi 13: 18-33. The aim of the research is to 
study the diversity and relationship of edible canna in Surakarta region 
based on the morphological characters and isozym band pattern. This 
research included morphological observation of edible canna and 
electrophoresis of the rhizomes to get isozym band pattern. Edible Canna’s 
fresh rhizomes were extracted with extract buffer and then centrifuged at 
13000 rpm during 20 minutes. Supernatan and loading dye were mixed and 
then electrophored with poliacrilamide gel. The morphological characters 
and isozym band pattern were analysed using Similarity Index (SI) and 
computed with Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System 
(NTSYS) program 2.0 version until get the dendogram. From the research, it 
can be concluded that there were diversity of edible canna based on the 
morphological characters and isozym band pattern. The diversity of 
morphological edible canna included the colour and size of it’s organs. The 
diversity of isozym band pattern included emergence and thickness of 
band. Based on the morphological characters and isozym band pattern, 
edible canna from Wonogiri and edible canna from Sukoharjo have the 
closest relationship with similarity coefficient 48%, whereas the farthest 
was the relationship of C. hybrida with the others at similarity coefficient of 
11.57%. 

Keywords: Edible canna, morphological characters, isozym band, 
relationship 

 

Ashary SS, Etikawati N, Suratman. 2016. Keragaman ganyong (Canna edulis 
Ker.) di wilayah Surakarta berdasarkan ciri morfologi dan pola pita isozim. 
Bioteknologi 13: 18-33. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
keragaman dan hubungan kekerabatan ganyong di wilayah eks-
karesidenan Surakarta berdasarkan ciri morfologi dan pola pita isozim. 
Penelitian yang dilakukan meliputi pengamatan ciri morfologi dan 
elektroforesis tunas rimpang ganyong untuk memperoleh pita isozim. 
Tunas rimpang segar diekstrak dengan cara digerus dan ditambahkan 
ekstrak buffer kemudian disentrifuse pada kecepatan 13000 rpm selama 20 
menit. Supernatan ditambahkan dengan loading dye kemudian 
dielektroforesis pada gel poliakrilamid. Ciri morfologi dan pola pita isozim 
yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan Indeks Similaritas (IS) 
dan dikomputasi dengan program Numerical Taxonomy and Multivariate 
Analysis System (NTSYS) versi 2.0 sehingga diperoleh dendogram 
hubungan kekerabatan ganyong. Hasil penelitian menunjukkan adanya 
keragaman ciri morfologi ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta 
yang meliputi warna dan ukuran organ tanaman. Pola pita isozim yang 
didapat juga menunjukkan keragaman yang meliputi kemunculan dan 
tebal tipis pita. Berdasarkan ciri morfologi dan pola pita isozim, ganyong 
Wonogiri dan ganyong Sukoharjo memiliki hubungan kekerabatan 
terdekat dengan koefisien kemiripan 48%, sedangkan hubungan 
kekerabatan terjauh yaitu antara C. hybrida dengan sampel yang lain pada 
koefisien kemiripan 11,57%. 

Kata kunci: Ciri morfologi, ganyong, pita isozim, hubungan kekerabatan 
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PENDAHULUAN 

Ganyong (Canna edulis Ker.) merupakan 
tanaman herba yang berasal dari Amerika 
Selatan. Rimpang ganyong bila sudah dewasa 
dapat dimakan dengan mengolahnya terlebih 
dahulu, atau untuk diambil patinya sebagai 
bahan baku tepung sebagai alternatif pengganti 
terigu (Flach dan Rumawas 1996). 

Rimpang ganyong selain sebagai bahan 
makanan selingan atau bahan baku tepung 
pengganti tepung terigu, juga dapat dimanfaat-
kan sebagai bahan bakar alternatif pengganti 
minyak tanah dan bensin. Kandungan pati dan 
gula yang cukup tinggi pada rimpang ganyong 
memiliki potensi sebagai bahan bioetanol.  

Mengingat potensinya sebagai bahan pangan 
dan bahan baku bioetanol, perlu dilakukan upaya 
pemuliaan tanaman ganyong agar diperoleh 
bibit unggul. Salah satu sumber dasar pemuliaan 
adalah ketersediaan variasi yang tinggi di dalam 
tanaman tersebut sehingga memungkinkan 
untuk dilakukan seleksi terhadap bibit yang 
diinginkan. 

Untuk mengidentifikasi variasi genetik dapat 
dilakukan melalui pendekatan morfologi dan 
molekuler. Ciri-ciri morfologi dapat digunakan 
untuk mengkarakterisasi pola diversitas genetik 
namun sifat yang dapat digambarkan hanya 
dalam proporsi kecil dari karakter genetik dan 
cenderung dipengaruhi oleh faktor lingkungan, 
oleh karena itu diperlukan identifikasi genetik 
secara molekuler untuk melengkapi keterbatasan 
tersebut (Hadiati dan Sukmadjaja 2002). 

Penggunaan isozim sebagai penanda 
molekuler memiliki kelebihan karena isozim 
diatur oleh gen tunggal dan bersifat kodominan 
dalam pewarisan, merupakan produk langsung 
dari gen, bersifat stabil karena tidak dipengaruhi 
oleh faktor lingkungan, cepat dan akurat karena 
tidak menunggu tanaman sampai berproduksi 
(Cahyarini et al. 2004). Isozim merupakan enzim 
yang dapat bereaksi dengan substrat yang sama 
dan mengubahnya menjadi produk yang sama. 

 Enzim esterase dan peroksidase mempunyai 
pola pita yang jelas dan polimorfis, serta telah 
banyak digunakan untuk mengidentifikasi 
tanaman seperti kedelai (Cahyarini et al. 2004), 
gadung liar (Maideliza dan Mansyurdin 2007), 
jarak pagar (Yunus 2007), dan mentimun 
(Julisaniah et al. 2008). Selain itu pola isozim juga 
digunakan untuk identifikasi pada hewan seperti 
udang putih (Sulistiyono et al. 2005), udang 
windu (Bhagawati et al. 2008), ikan betutu 
(Abulias dan Bhagawati 2008), dan lundi putih 

(Wardani 2008). 
Wilayah Karesidenan Surakarta memiliki 

tanah bersifat pasiran dengan komposisi mineral 
muda yang tinggi sebagai akibat aktivitas 
vulkanik Gunung Merapi di barat dan Gunung 
Lawu di timur. Komposisi ini, ditambah dengan 
ketersediaan air yang cukup melimpah karena 
adanya aliran sungai Bengawan Solo sehingga 
wilayah ini sangat baik untuk budidaya tanaman 
pangan, sayuran, dan industri, seperti tembakau 
dan tebu (Haryo 2009). Studi analisis keragaman 
ganyong belum banyak dilakukan terutama di 
wilayah eks-karesidenan Surakarta sehingga 
penelitian ini perlu untuk dilakukan. 

Tujuan penelitian ini adalah untuk 
mengetahui keragaman dan hubungan 
kekerabatan ganyong di wilayah Karesidenan 
Surakarta berdasarkan ciri morfologi dan pola 
pita isozim. 

BAHAN DAN METODE  
 

Bahan  tanaman 
Bahan tanaman yang digunakan adalah 

tunas rimpang ganyong segar, dari ganyong 
kultivar merah di wilayah Karesidenan Surakarta 
yang meliputi Kotamadya Surakarta, Kabupaten 
Wonogiri, Klaten, Boyolali, Sukoharjo, Sragen, 
dan Karanganyar. Selain itu digunakan juga 
outgroup sebagai pembanding, yaitu C. hybrida 
Hort. atau bunga kana hias.  
 
Pengamatan ciri morfologi 

Tanaman ganyong tersebut diamati dan 
dicatat ciri morfologinya meliputi tinggi 
tanaman; warna sisik rimpang; diameter 
rimpang; warna batang; diameter batang; bentuk 
daun; warna daun; panjang dan lebar daun; 
warna mahkota bunga; warna kelopak bunga; 
jumlah bagian-bagian bunga; ukuran bunga; 
bentuk buah, ukuran buah dan jumlah biji dalam 
buah. 
 
Analisis pola pita isozim 

Ekstraksi dan penyiapan sampel 
Sampel yang digunakan adalah rimpang 

ganyong yang ditunaskan selama 7 hari dengan 3 
ulangan. Masing-masing mata tunas tersebut 
ditimbang sebanyak 100 mg lalu ditumbuk 
hingga hancur menggunakan mortar lalu 
ditambahkan dengan buffer ekstraksi dengan 
perbandingan 1:5 untuk pewarnaan peroksidase 
dan 3:1 untuk pewarnaan esterase kemudian 
dimasukkan ke dalam tabung effendorf dan 
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disentrifuse dengan kecepatan 13000 rpm selama 
20 menit. 

Elektroforesis 
Elektroforesis dalam penelitian ini mengacu 

pada metode yang dilakukan oleh Suranto (2000 
2002). Dalam penelitian ini alat yang digunakan 
untuk elektroforesis adalah satu set alat 
elektroforesis BIO-RAD Mini PROTEAN 3 tipe 
vertikal made in USA. 

Supernatan diambil dengan menggunakan 
mikropipet sebanyak 7 μL untuk pewarnaan 
peroksidase dengan ditambahkan 3 μL loading 
dye. Sedangkan untuk pewarnaan esterase, 15 μL 
supernatan diambil dengan ditambahkan 3 μL 
loading dye. Sampel kemudian dielektroforesis 
dengan tegangan listrik konstan 85 volt selama 
kurang lebih 60 menit. Elektroforesis diakhiri 
apabila penanda warna bromphenol blue mencapai 
sekitar 56 mm dari slot ke arah anoda. Gel yang 
telah selesai running dipindahkan ke cawan 
pewarnaan untuk diwarnai dengan enzim 
pewarna. 

Pewarnaan 
Pewarnaan pada penelitian ini menggunakan 

dua sistem enzim, yaitu esterase dan 
peroksidase. Untuk membuat larutan pewarna, 
komposisi larutan yang digunakan disiapkan 
menurut Suranto (2000, 2002). 

Pewarnaan esterase 
Sebanyak 0,0125 g α-naftil asetat dimasukkan 

dalam cawan pewarnaan dan dilarutkan dengan 
2,5 mL aseton, kemudian ditambahkan 50 mL 
dari 0,2 M buffer fosfat pH 6,5 dan 0,0125 g fast 
Blue BB salt. Gel yang telah dielektroforesis 
dikeluarkan dan dimasukkan dalam larutan 
pewarna tersebut. Gel diinkubasi pada suhu 
kamar selama minimal 120 menit sambil 
digoyang secara perlahan-lahan setiap 10 menit. 
Setelah muncul pita-pita, pewarna dibuang dan 
dibilas dengan akuades, kemudian gel diambil 
gambarnya dengan kamera digital. 

Pewarnaan peroksidase 
Dalam cawan pewarnaan, sebanyak 0,0125 g 

O-dianisidin dilarutkan dalam 2,5 mL aseton lalu 
ditambahkan 50 mL buffer asetat pH 4,5 dan 2 
tetes hidrogen peroksida. Gel yang telah 
dielektroforesis dimasukkan dalam larutan 
pewarna dan diinkubasi selama 10 menit sambil 
digoyang secara perlahan-lahan setiap 2 menit. 
Setelah muncul pita-pita, pewarna dibuang dan 

dibilas dengan akuades, kemudian gel diambil 
gambarnya dengan kamera digital. 

Proses fiksasi gel 
Fiksasi dilakukan segera setelah proses 

pewarnaan gel selesai. Larutan pewarna dibuang 
dan diganti dengan larutan fiksasi sebanyak 50 
mL, dengan tujuan untuk menghentikan 
aktivitas isozim. Larutan fiksasi yang dipakai 
tergantung sistem isozim yang digunakan. 

Untuk isozim esterase dan peroksidase 
larutan fiksasi yang digunakan adalah larutan 
fiksasi B yang dibuat dengan cara 
mencampurkan 250 mL alkohol; 25 mL aseton; 
dan 225 mL H2O. Selanjutnya gel disimpan 
dalam suhu dingin 4oC selama 24 jam dan 
ditutup dengan plastik agar larutan fiksasi tidak 
menguap. 

Pengamatan  
Ciri morfologi ganyong dianalisis secara 

deskriptif dan dilakukan pengelompokan 
berdasarkan kesamaan ciri untuk mengetahui 
keragaman ganyong. Data yang diperoleh 
kemudian disajikan dalam bentuk data biner 
dengan memberikan angka 1 jika sampel yang 
diamati memiliki ciri morfologi yang ditentukan 
dan angka 0 jika tidak terdapat ciri morfologi 
pada sampel tersebut. 

Pola pita isozim hasil elektroforesis diamati 
dan digambar sebagai zimogram. Pola pita 
isozim hasil elektroforesis dianalisis secara 
deskriptif. Pola pita isozim pada zimogram 
diamati keragamannya berdasarkan kemunculan 
dan tebal tipis pita pada Rf tertentu. Kemudian 
disajikan dalam bentuk data biner seperti halnya 
pada data ciri morfologi. 

Hubungan kekerabatan dihitung dengan 
menentukan jarak genetik. Jarak genetik 
menggambarkan perbedaan genetik antar 
populasi. Data biner yang telah diperoleh 
dihitung besarnya indeks similaritas dan 
kemudian dikomputasikan dalam program 
Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis 
System versi 2.0 (NTSYS) hingga diperoleh 
dendogram hubungan kekerabatan (Rohlf 1993). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Morfologi ganyong 
Secara umum, ganyong dari ketujuh tempat 

di wilayah eks-karesidenan Surakarta (Surakarta, 
Wonogiri, Klaten, Boyolali, Sukoharjo, Sragen, 
dan Karanganyar) menunjukkan ciri morfologi 
yang hampir sama dengan adanya beberapa 
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variasi terutama warna dan ukuran. Berdasarkan 
pengamatan yang dilakukan di wilayah eks-
karesidenan Surakarta, dapat diketahui bahwa 
tanaman ganyong berupa herba tegak dengan 
tinggi 69,58-121,2 cm. Batang sejati terdapat 
dalam tanah berupa rimpang yang juga 
merupakan cadangan makanan, rimpang 
memiliki diameter 3,2-6,1 cm. Pada rimpang 
terdapat sisik yang sebenarnya merupakan daun, 
berwarna hijau keunguan dalam keadaan segar. 
Akar serabut keluar dari permukaan rimpang.  

Bunga kecil dengan 3 petala berwarna merah 
hingga merah gelap; panjang petala 5,9-6,8 cm 
dan lebar 0,6-1,2 cm. Sepala berjumlah 3; 
berwarna hijau kemerahan dengan panjang 4,3-
4,9 cm dan lebar 0,6-1,1 cm. Panjang staminodia 
5-5,9 cm; lebar staminodia 0,5-0,8 cm. Putik 
berbentuk pipih seperti pedang dengan panjang 
4,7-5,8 cm dan lebar 0,3-0,6 cm. Panjang anter 0,7-
1,3 cm, sedangkan lebar anter 0,1-0,2 cm. Buah 
beruang 3 dengan permukaan buah berbenjol-
benjol; diameter buah 0,64-1,46 cm; jumlah biji 
dalam buah 14-24. Morfologi ganyong kultivar 
merah yang diambil dari wilayah eks-
karesidenan Surakarta tampak pada Gambar 1. 

Ganyong yang diamati di tujuh tempat di 
wilayah eks-karesidenan Surakarta memiliki ciri 
morfologi yang hampir sama tetapi terdapat 
perbedaan dalam warna dan ukuran seperti 
tampak dalam Tabel 1. 

Berdasarkan data ciri morfologi tersebut 
selanjutnya akan dibahas satu persatu mengenai 
bagian-bagian atau organ tanaman ganyong 
tersebut yang meliputi rimpang, batang, daun, 
serta bunga, buah, dan biji sehingga akan 
diketahui keragaman ganyong berdasarkan ciri 
morfologi yang telah diamati. 

Rimpang 
Rimpang ganyong yang dikoleksi dari 

wilayah eks-Karesidenan Surakarta seluruhnya 
memiliki sisik rimpang berwarna hijau 
keunguan. Ganyong Sragen memiliki diameter 
yang terbesar (6,1 cm) dengan perbedaan yang 
mencolok daripada ganyong dari wilayah lain. 
Ganyong dari wilayah Klaten memiliki diameter 
terbesar kedua yaitu 4,5 cm. Sedangkan ganyong 
dari wilayah lainnya (Surakarta, Boyolali, 
Sukoharjo, Karanganyar) memiliki diameter 
yang tidak jauh berbeda satu sama lain yaitu 
antara 3,2-3,7 cm. 

Perbedaan ukuran rimpang yang cukup 
mencolok ini diduga karena perbedaan 
lingkungan tempat tumbuh seperti yang 
dikemukakan Nuryadin (2008), bahwa bentuk 

rimpang beraneka ragam begitu juga komposisi 
kimia dan kandungan gizinya. Perbedaan ini 
dipengaruhi oleh umur, varietas dan tempat 
tumbuh tanaman. 

Batang 
Batang yang dimaksud adalah batang semu 

yang merupakan gabungan dari pelepah daun 
yang bertumpuk membentuk bangunan 
menyerupai batang. Ganyong Wonogiri memiliki 
diameter batang paling besar yaitu 1,97 cm, bila 
dibandingkan dengan ganyong dari wilayah lain 
yaitu Klaten (1,86 cm), Sukoharjo (1,84 cm), 
Boyolali (1,78 cm), Sragen (1,76 cm), Karanganyar 
(1,75 cm), sedangkan diameter batang yang 
terkecil yaitu ganyong Surakarta (1,52 cm).  

Tinggi tanaman ganyong di wilayah eks-
karesidenan Surakarta bervariasi, yang tertinggi 
yaitu ganyong dari wilayah Klaten (121,2 cm). 

Perbedaan tinggi tanaman ganyong di 
wilayah eks-karesidenan Surakarta dipengaruhi 
oleh faktor lingkungan tempat tumbuhnya. 
Sitompul dan Guritno (1995) menyatakan bahwa 
tinggi tanaman merupakan ukuran tanaman 
yang paling sering diamati baik sebagai indikator 
pertumbuhan maupun parameter yang 
digunakan untuk mengukur pengaruh 
lingkungan atau perlakuan yang diterapkan. 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

Gambar 1. Morfologi ganyong hasil pengamatan: (A) 
habitus; (B) bunga; (C) buah.telah diamati.  

A 

B 

C 
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Tabel 1. Ciri morfologi ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta 
 

Ciri morfologi I II III IV V VI VII VIII 

Warna daun  Hijau   Ungu 
kehijauan 

Hijau 
keunguan 

Ungu 
kehijauan 

Hijau 
keunguan 

Ungu 
kehijauan 

Hijau 
keunguan 

Ungu 
kehijauan 

Warna petala bunga Jingga 
bercorak 
kuning 

Merah Merah Merah 
gelap 

Merah Merah Merah Merah 

Warna sepala bunga Hijau 
keputihan 

Hijau 
kemerahan 

Hijau 
kemerahan 

Hijau 
kemerahan 

Hijau 
kemerahan 

Hijau 
kemerahan 

Hijau 
kemerahan 

Hijau 
kemerahan 

Warna batang Hijau Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Warna sisik rimpang Hijau 
kecoklatan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Hijau 
keunguan 

Panjang daun (cm) 50,5 43,84 42,53 44,06 37,43 44,26 43,86 37,67 
Lebar daun (cm) 13,2 17,1 18,14 19,41 17,69 19,21 19,27 17,34 
Rasio panjang: lebar daun 3,83 2,56 2,34 2,27 2,12 2,30 2,28 2,17 
Tinggi Tanaman (cm) 170 91,57 77,51 121,2 85,44 91,7 69,58 78,66 
Diameter batang (cm) 1,66 1,52 1,97 1,86 1,78 1,84 1,76 1,75 
Diameter rimpang (cm) 1,1 3,6 3,2 4,5 3,4 3,2 6,1 3,7 
Diameter buah (cm) 1,34 1,27 1,02 1,31 1,23 0,64 1,46 1,30 
Jumlah biji dalam buah 22 20 21 24 21 14 20 20 
Panjang sepala (cm) 8,5 4,7 4,5 4,5 4,4 4,5 4,9 4,3 
Lebar sepala (cm) 1,7 0,6 0,7 1,1 0,8 0,7 1,0 0,7 
Panjang petala (cm) 13,5 6 6,2 6,6 6 5,9 6,8 6 
Lebar petala (cm) 5,6 0,6 0,8 1 0,7 1 1,2 0,6 
Panjang staminodia (cm) 11 5,5 5,5 5,7 5,6 5 5,9 5,5 
Lebar staminodia (cm) 3,8 0,7 0,5 0,6 0,5 0,5 0,8 0,7 
Panjang putik (cm) 8 5,7 5,4 5,5 5 4,7 5,8 4,9 
Lebar putik (cm) 0,9 0,4 0,3 0,4 0,3 0,3 0,6 0,3 
Panjang anter (cm) 0,7 1 0,8 0,9 0,8 0,8 1,3 0,7 
Lebar anter (cm) 0,2 0,1 0,1 0,1 0,15 0,1 0,2 0,1 
Panjang bunga (cm) 13,5 6 6 6,5 6,2 5,9 7,1 5,8 
Diameter pangkal bunga (cm) 0,92 0,3 0,3 0,5 0,3 0,2 0,6 0,25 
Sepala menekuk/tidak Menekuk  Tidak 

menekuk 
Tidak 
menekuk 

Tidak 
menekuk 

Tidak 
menekuk 

Tidak 
menekuk 

Tidak 
menekuk 

Tidak 
menekuk 

Keterangan: I  : C. hybrida, III : Wonogiri, II : Surakarta, IV : Klaten, V : Boyolali, VII : Sragen, VI  : Sukoharjo, VIII : 
Karanganyar 
 

 
Hal ini dilakukan karena tinggi tanaman 

merupakan ukuran pertumbuhan yang paling 
mudah dilihat. Sebagai parameter pengukur 
pengaruh lingkungan, tinggi tanaman sensitif 
terhadap pengaruh lingkungan. 

Daun 
Ganyong dari wilayah Boyolali dan 

Karanganyar memiliki daun yang lebih pendek 
dan sempit dibandingkan dengan ganyong dari 
wilayah yang lain. Ganyong Boyolali memiliki 
panjang 37,43 cm dan lebar 17,69 cm sedangkan 
ganyong Karanganyar memiliki panjang 37,67 
cm dan panjang 17,34 cm. Tetapi, ganyong 

Surakarta memiliki daun yang paling sempit 
yaitu panjang 43,84 cm dan lebar 17,1 cm. 
Sedangkan untuk warna daun, ada dua macam 
warna yaitu hijau keunguan (Wonogiri, Boyolali, 
Sragen) dan ungu kehijauan (Surakarta, Klaten, 
Sukoharjo, Karanganyar). 

Perbedaan warna serta ukuran daun pada 
tanaman ganyong di wilayah eks-karesidenan 
Surakarta tersebut diduga karena adanya 
pengaruh faktor lingkungan yang berbeda pada 
masing-masing wilayah sehingga menimbulkan 
pengaruh yang berbeda pula pada pemunculan 
fenotip ganyong meskipun perbedaan fenotip 
yang ditunjukkan tidak mencolok. 
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Bunga 
Warna bunga ganyong kultivar merah di 

wilayah eks-karesidenan Surakarta adalah merah 
(red) dan merah gelap (darkred). Sepala berjumlah 
tiga buah, petala juga 3 buah yang salah satunya 
melengkung ke bawah. Benang sari belum 
sempurna, anter melekat pada staminodia. 

Bunga ganyong dari wilayah Klaten memiliki 
petala berwarna merah gelap (darkred) sedangkan 
untuk wilayah lain (Surakarta, Wonogiri, 
Boyolali, Sukoharjo, Sragen, Karanganyar) 
memiliki petala berwarna merah (red). 
Sedangkan untuk sepala bunga semuanya 
berwarna hijau kemerahan dan lurus (tidak 
menekuk). Hal ini berbeda dengan sepala C. 
hybrida yang menekuk pada bagian dekat 
pangkal. Bunga ganyong yang memiliki ukuran 
paling panjang adalah bunga dari wilayah 
Sragen (7,1 cm), disusul oleh bunga dari wilayah 
Klaten (6,5 cm), sedangkan untuk bunga dari 
wilayah lain memiliki ukuran yang tidak jauh 
berbeda yaitu antara 5,8-6,2 cm. Keragaman 
bunga ganyong yang meliputi warna dan ukuran 
tersebut diduga karena adanya faktor genetik 
dan lingkungan yang mempengaruhi fenotip 
dari tanaman ganyong. Menurut Sitompul dan 
Guritno (1995), penampilan bentuk tanaman 
dikendalikan oleh sifat genetik tanaman di 
bawah pengaruh faktor-faktor lingkungan. 
Faktor lingkungan yang diyakini dapat 
mempengaruh terjadinya perubahan morfologi 
tanaman antara lain iklim, suhu, jenis tanah, 
kondisi tanah, ketinggian tempat, kelembapan. 

Buah dan biji 
Buah dengan diameter terbesar yaitu buah 

ganyong dari wilayah Sragen yaitu 1, 46 cm, 
sedangkan buah ganyong yang memiliki 
diameter paling kecil yaitu buah ganyong dari 
wilayah Sukoharjo (0,64). Di dalam buah 
terdapat biji ganyong berbentuk bulat dan 
berwarna hitam. Apabila buah masih muda, biji 
ganyong berwarna hijau. Jumlah biji dalam buah 
bervariasi. Buah ganyong dari wilayah Sukoharjo 
dengan jumlah biji paling sedikit (14 biji) dan 
memiliki perbedaan jumlah yang mencolok 
dengan ganyong dari wilayah lain yang pada 
umumnya memiliki jumlah biji dalam buah 
hampir sama (20-24 biji). 

Menurut Indriani et al. (2008), keragaman 
suatu populasi yang berasal dari daerah dengan 
kisaran geografi yang rendah kemungkinan 
disebabkan oleh proses adaptasi yang terus-
menerus sehingga akan terjadi perubahan-
perubahan baik secara biokimia maupun 

fisiologisnya, terjadinya interaksi antara genotip 
dengan lingkungan yang terus-menerus 
menyebabkan fenotip yang hampir sama. 

Pola pita isozim 
Hasil analisis elektroforesis dengan 

menggunakan gel poliakrilamid pada isozim 
esterase dapat diketahui pada Gambar 2. 

Dari zimogram Gambar 2 dapat diketahui 
adanya variasi dari molekul pita yang terdeteksi. 
Pola pita isozim esterase muncul pada lima Rf 
yaitu 0,22; 0,28; 0,34; 0,38; dan 0,41. Pita isozim 
esterase yang pertama (Rf 0,22) muncul pada 
semua sampel dengan ketebalan yang sama. Pita 
isozim esterase yang kedua (Rf 0,28) muncul 
pada semua wilayah kecuali ganyong dari 
wilayah Boyolali (V), dengan pita yang paling 
tebal muncul pada wilayah Klaten (IV). Hal ini 
berarti berat molekul pita isozim pada wilayah 
Klaten merupakan yang paling besar di antara 
yang lain. 

Pita isozim yang ketiga (Rf 0,34) hanya 
muncul pada wilayah Klaten (IV), Boyolali (V) 
dan Sragen (VII) dengan ketebalan yang sama. 
Sedangkan pita isozim yang keempat (Rf 0,38) 
muncul pada wilayah Wonogiri (III), Sukoharjo 
(VI), Sragen (VII), dan Karanganyar (VIII) 
dengan ketebalan yang sama. Pita isozim yang 
kelima (Rf 0,41) muncul pada semua wilayah 
kecuali Karanganyar (VIII) dan C. hybrida (I). 
Wilayah Sragen memiliki pita isozim terbanyak 
(Rf 0,22; 0,28; 0,34; 0,38; 0,41) bila dibandigkan 
dengan wilayah lain. Adapun ketebalan pita 
yang dihasilkan terangkum dalam Tabel 2. 

Dalam Cahyarini et al. (2004), disebutkan 
bahwa tebal tipisnya pita yang terbentuk 
disebabkan karena perbedaan jumlah molekul 
yang termigrasi, pita yang tebal berarti memiliki 
berat molekul yang lebih besar dibandingkan 
dengan pita yang tipis. Pita yang memiliki 
kekuatan ionik lebih besar akan termigrasi lebih 
jauh daripada pita yang berkekuatan ionik kecil. 

Berdasarkan zimogram hasil elektroforesis 
pola pita esterase ganyong dari delapan macam 
sampel dapat diketahui ada tujuh macam pola 
pita jika dianalisis berdasarkan kemunculan pita 
yaitu pola pita A yang terdapat pada C. hybrida 
(I), pola pita B yang terdapat pada ganyong dari 
wilayah Surakarta (II), pola pita C yang terdapat 
pada ganyong dari wilayah Wonogiri dan 
Sukoharjo (III, VI), pola pita D yang terdapat 
pada ganyong dari wilayah Klaten (IV), pola pita 
E yang terdapat pada ganyong dari wilayah 
Boyolali (V), pola pita F yang terdapat pada 
ganyong dari wilayah Sragen (VII), serta pola 
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pita G yang terdapat pada ganyong dari wilayah 
Karanganyar (VIII). 

Berdasarkan kesamaan pola tersebut, hanya 
ganyong dari wilayah Wonogiri dan Sukoharjo 
yang memiliki pola yang sama sedangkan 
ganyong dari wilayah lain memiliki pola pita 
yang berbeda-beda. Perbedaan pola pita tersebut 
dapat dilihat sebagai adanya keragaman pola 
pita isozim esterase ganyong di wilayah eks-
karesidenan Surakarta. Menurut Purwanto et al. 
(2002), isozim merupakan produk langsung dari 
gen dan dapat digunakan untuk mempelajari 
keragaman genetik individu dalam suatu 
populasi. Keragaman pola pita isozim yang 
dihasilkan melalui elektroforesis dan pewarnaan 
menggambarkan keragaman genetik tanaman 
tersebut. Adapun hasil analisis elektroforesis dengan 
menggunakan gel poliakrilamid pada isozim 
peroksidase dapat diketahui pada Gambar 3.  

Berdasarkan zimogram tersebut pita isozim 
peroksidase muncul pada enam Rf yaitu 0,09; 
0,16; 0,22; 0,38; 0,41; dan 0,44. Pita isozim 
peroksidase yang pertama (Rf 0,09) muncul pada 
semua wilayah kecuali Sukoharjo (VI), dan pita 
yang paling tebal yaitu pada wilayah Sragen 
(VII). Pita isozim yang kedua (Rf 0,16) hanya 
muncul pada wilayah Sukoharjo (VI). Pita isozim 
peroksidase yang ketiga (Rf 0,22) muncul pada 
semua sampel dengan ketebalan yang sama dan 
merupakan pita yang paling tebal dibandingkan 
pita pertama (Rf 0,09), pita kedua (Rf 0,16), pita 
keempat (Rf 0,38), pita kelima (Rf 0,41) dan pita 
keenam (Rf 0,44). Pita isozim peroksidase yang 
keempat (Rf 0,38) muncul pada semua wilayah 
kecuali Surakarta (II) dan C. hybrida (I). Pita 
isozim yang kelima (Rf 0,41) hanya dimiliki oleh 
C. hybrida (I) dan ganyong dari wilayah 
Surakarta (II). Sedangkan pita isozim 
peroksidase yang keenam muncul pada semua 
wilayah kecuali C. hybrida (I). Adapun ketebalan 
pita isozim peroksidase yang diperoleh dapat 
dilihat pada Tabel 3. 

Berdasarkan zimogram hasil elektroforesis 
isozim peroksidase ganyong di wilayah eks-
karesidenan Surakarta, dari delapan macam 
sampel dapat diketahui ada empat macam pola 
pita jika dianalisis berdasarkan kemunculan pita 
yaitu pola pita A yang terdapat pada C. hybrida 
(I), pola pita B yang terdapat pada ganyong dari 
wilayah Surakarta (II), pola pita C yang terdapat 
pada ganyong dari wilayah Wonogiri (III), 
Klaten (IV), Boyolali (V), Sragen (VII), 
Karanganyar (VIII), serta pola pita D yang 
terdapat pda ganyong dari wilayah Sukoharjo 
(VI). 

 
 
Gambar 2. Zimogram hasil elektroforesis isozim 
esterase ganyong di wilayah eks-karesidenan 
Surakarta. Keterangan: I: C. hybrida, II: Surakarta, III: 
Wonogiri, IV: Klaten, V: Boyolali, VI: Sukoharjo, VII: 
Sragen, VIII: Karanganyar 
 
 
 
Tabel 2. Hasil analisis ketebalan pita isozim esterase 
ganyong. 
 

Rf I II III IV V VI VII VIII 
0,22 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
0,28 + + ++++ - ++ ++ + 
0,34 - - - + + - + - 
0,38 - - + - - + + + 
0,41 - + + + + + + - 

Keterangan: + = tipis, ++ = tebal, +++ = sangat teba, - = 
tidak ada 

 
 
 
 

 
 
Gambar 3. Zimogram hasil elektroforesis isozim 
peroksidase ganyong di wilayah eks-karesidenan 
Surakarta. I: C. hybrida, II: Surakarta, III: Wonogiri, IV: 
Klaten, V: Boyolali, VI: Sukoharjo, VII: Sragen, VIII: 
Karanganyar. 

 
 

 
Tabel 3. Hasil analisis ketebalan pita isozim 
peroksidase ganyong. 
 

Rf I II III IV V VI VII VIII 
0,09 + + + + + - ++ + 
0,16 - - - - - + - - 
0,22 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
0,38 - - + + + + + + 
0,41 + + - - - - - - 
0,44 - + + + - + + + 

Keterangan: + = tipis, ++ = tebal, +++ = sangat teba, - = 
tidak ada 
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Keragaman pola pita isozim esterase lebih 
beragam daripada isozim peroksidase yaitu 
dengan adanya tujuh pola pita sedangkan pada 
isozim peroksidase diperoleh empat pola pita. 
Keragaman pola pita pada tiap sampel tersebut 
secara tidak langsung juga menunjukkan 
susunan genetik yang berbeda pula pada tiap 
individu tanaman, karena enzim merupakan 
produk langsung dari gen dengan asam amino 
sebagai penyusunnya (Purwanto 2002). 

Hubungan kekerabatan 
Hubungan kekerabatan ganyong di wilayah 

eks-karesidenan Surakarta ditentukan 
berdasarkan ciri morfologi, pola pita isozim, 
serta penggabungan ciri morfologi dengan pola 
pita isozim. Semakin sedikit persamaan yang 
dimiliki maka semakin jauh hubungan 
kekerabatannya, dan semakin banyak persamaan 
yang dimiliki maka semakin dekat hubungan 
kekerabatannya. 

Hubungan kekerabatan ganyong berdasarkan ciri 
morfologi 

Hubungan kekerabatan ganyong di wilayah 
eks-karesidenan Surakarta dapat ditentukan 
berdasarkan keragaman dan persamaan-
persamaan ciri morfologi dari tanaman ganyong 
di masing-masing wilayah di eks-karesidenan 
Surakarta. Perbandingan ciri morfologi ganyong 
dapat dilihat pada Tabel 4. Dari data tersebut 
setelah dianalisis dengan menggunakan indeks 
similaritas (IS) diperoleh dendogram seperti 
tampak pada Gambar 4. 

Berdasarkan dendogram yang diperoleh, 
dapat diketahui bahwa C. hybrida (I) terpisah dari 
tujuh sampel lain. Hal ini disebabkan karena C. 
hybrida merupakan spesies yang berbeda dari 
tujuh sampel lain yaitu ganyong (C. edulis). 
Adapun koefisien kemiripan C. hybrida (I) 
dengan ganyong sebesar 7,14%. Ganyong 
Wonogiri dan ganyong Sukoharjo mengelompok 
dengan koefisien kemiripan 44% yang 
merupakan koefisien kemiripan tertinggi, artinya 
ganyong Wonogiri memiliki hubungan 
kekerabatan paling dekat dengan ganyong 
Sukoharjo jika dilihat dari persamaan ciri 
morfologi yang dimiliki oleh keduanya.  

Ganyong Wonogiri (III) dan Sukoharjo (VI) 
bergabung dengan ganyong Boyolali (V) pada 
koefisien kemiripan 42,8%. Pada nilai koefisien 
kemiripan yang sama, ganyong Surakarta (II) 
mengelompok dengan ganyong Karanganyar 
(VIII). Kedua kelompok tersebut kemudian 
bergabung dengan koefisien kemiripan sebesar 

39,6%. Pada kelompok yang berbeda, terdapat 
ganyong Klaten (IV) dan Sragen (VII) dengan 
koefisien kemiripan sebesar 33,2%. Kelompok ini 
bergabung dengan kelompok sebelumnya pada 
koefisien kemiripan 32%. 

Hubungan kekerabatan terdekat dimiliki 
oleh ganyong Wonogiri (III) dan Sukoharjo (VI) 
pada koefisien kemiripan 44%. Hal ini berarti 
dikarenakan keduanya lebih banyak memiliki 
kesamaan ciri morfologi yaitu petala bunga 
berwarna merah, sepala berwarna hijau 
kemerahan, batang warna hijau keunguan, 
warna sisik rimpang hijau keunguan, panjang 
daun < 50 cm, lebar daun ≥ 15 cm, rasio 
panjang:lebar daun < 3, tinggi tanaman < 100 cm, 
diameter batang ≥ 1,70 cm, diameter rimpang < 
3,5 cm, diameter buah ≥ 1,25 cm, dan seterusnya 
(lihat Tabel 1.). Sedangkan hubungan 
kekerabatan terjauh yaitu antara C. hybrida (I) 
dengan tujuh sampel lainnya pada koefisien 
kemiripan sebesar 7, 14%.  

Hal ini disebabkan karena C. hybrida 
memiliki ciri morfologi yang berbeda dengan 
tujuh sampel lain yang merupakan ganyong (C. 
edulis). C. hybrida dan ganyong terdapat dalam 
taksa yang sama yaitu genus Canna yang 
termasuk famili Cannaceae, dimana famili 
tersebut hanya memiliki satu genus yaitu Canna 
(Steenis 2008). 

Hubungan kekerabatan ganyong berdasarkan pola 
pita isozim 

Hubungan kekerabatan ganyong di wilayah 
eks-karesidenan Surakarta dapat ditentukan 
berdasarkan kemunculan pita isozim esterase, 
peroksidase, serta penggabungan keduanya. 

 
Hubungan kekerabatan ganyong berdasarkan 
pola pita isozim esterase  

Kemunculan pita isozim esterase ganyong 
dapat dilihat pada Tabel 5. Dari data tersebut 
setelah dianalisis dengan menggunakan indeks 
similaritas (IS) diperoleh dendogram seperti 
tampak pada Gambar 5. Berdasarkan dendogram 
pada Gambar 5 dapat diketahui bahwa ganyong 
dari wilayah Wonogiri (III) dan Sukoharjo (VI) 
mengelompok dengan koefisien kemiripan 80%. 
Pada koefisien kemiripan yang sama ganyong 
dari wilayah Klaten (IV) dan Sragen (VII) 
mengelompok pada kelompok yang berbeda dari 
kelompok yang sebelumnya. Kedua kelompok 
tersebut bergabung dengan koefisien kemiripan 
sebesar 70%. Kelompok tersebut kemudian 
bergabung dengan ganyong dari wilayah 
Surakarta (II) pada koefisien kemiripan 60% dan 
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selanjutnya bergabung dengan ganyong dari 
wilayah Karanganyar (VIII) pada koefisien 
kemiripan 52,2%, dan kemudian ganyong dari 
wilayah Boyolali (V) bergabung pada kelompok 
tersebut dengan koefisien kemiripan sebesar 
43,2% serta diikuti oleh C. hybrida (I) yang 
bergabung pada ketujuh sampel yang lain 
dengan koefisien kemiripan 37,14%. 

 
 
 
 

Tabel 5. Perbandingan kemunculan pita isozim 
esterase ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta 
 

Rf I II III IV V VI VII VIII 
0,22 1 1 1 1 1 1 1 1 
0,28 1 1 1 1 0 1 1 1 
0,34 0 0 0 1 1 0 1 0 
0,38 0 0 1 0 0 1 1 1 
0,41 0 1 1 1 1 1 1 0 

Keterangan: I = C. hybrida, II = Surakarta, III = 
Wonogiri, IV = Klaten, V = Boyolali, VI = Sukoharjo, 
VII = Sragen, VIII = Karanganyar, 1 = ada, 0 = tidak 
ada 

 
 
 
Tabel 4. Perbandingan ciri morfologi ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta 
 
Ciri Morfologi I II III IV V VI VII VIII 
Daun hijau 1 0 0 0 0 0 0 0 
Daun hijau keunguan 0 0 1 0 1 0 1 0 
Daun ungu kehijauan 0 1 0 1 0 1 0 1 
Petala bunga warna jingga bercorak kuning 1 0 0 0 0 0 0 0 
Petala bunga warna merah (red) 0 1 1 0 1 1 1 1 
Petala bunga warna merah gelap (darkred) 0 0 0 1 0 0 0 0 
Sepala bunga warna hijau keputihan 1 0 0 0 0 0 0 0 
Sepala bunga warna hijau kemerahan 0 1 1 1 1 1 1 1 
Batang warna hijau 1 0 0 0 0 0 0 0 
Batang warna hijau keunguan 0 1 1 1 1 1 1 1 
Warna sisik rimpang hijau kecoklatan 1 0 0 0 0 0 0 0 
Diameter batang ≥ 1,70 cm 0 0 1 1 1 1 1 1 
Diameter rimpang < 3,5 cm 1 0 1 0 1 1 0 0 
Diameter rimpang ≥ 3,5 cm 0 1 0 1 0 0 1 1 
Diameter buah < 1,25 cm 1 1 0 1 0 0 1 1 
Diameter buah ≥ 1,25 cm 0 0 1 0 1 1 0 0 
Jumlah biji dalam buah < 22 0 1 1 0 1 1 1 1 
Jumlah biji dalam buah ≥ 22 1 0 0 1 0 0 0 0 
Panjang sepala < 5 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang sepala ≥ 5 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar sepala < 1 cm 0 1 1 0 1 1 0 1 
Lebar sepala ≥ 1 cm 1 0 0 1 0 0 1 0 
Panjang petala < 7 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang petala ≥ 7 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar petala < 1 cm 0 1 1 0 1 0 0 1 
Lebar petala ≥ 1 cm 1 0 0 1 0 1 1 0 
Panjang staminodia < 6 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang staminodia ≥ 6 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar staminodia < 1 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Lebar staminodia ≥ 1 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Panjang putik < 6 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang putik ≥ 6 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar putik < 0,5 cm 0 1 1 1 1 1 0 1 
Lebar putik ≥ 0,5 cm 1 0 0 0 0 0 1 0 
Panjang anter < 1 cm 1 0 1 1 1 1 0 1 
Panjang anter ≥ 1 cm 0 1 0 0 0 0 1 0 
Lebar anter < 0,15 cm 0 1 1 1 0 1 0 1 
Lebar anter ≥ 0,15 cm 1 0 0 0 1 0 1 0 
Panjang bunga < 7 cm 0 1 1 1 1 1 0 1 
Panjang bunga ≥ 7 cm 1 0 0 0 0 0 1 0 
Diameter pangkal bunga < 0,5 cm 0 1 1 0 1 1 0 1 
Diameter pangkal bunga ≥ 0,5 cm 1 0 0 1 0 0 1 0 
Sepala menekuk 1 0 0 0 0 0 0 0 
Keterangan: I=C. hybrida, II=Surakarta, III=Wonogiri, IV=Klaten, V=Boyolali, VI=Sukoharjo, VII=Sragen, 
VIII=Karanganyar, 1=ada, 0=tidak ada. 
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Gambar 4. Dendogram hubungan kekerabatan ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta berdasarkan ciri 
morfologi. I= Canna hybrida, II= Surakarta, III= Wonogiri, IV= Klaten, V= Boyolali, VI= Sukoharjo, VII= Sragen, 
VIII= Karanganyar. 

 
 

 
 

Gambar 5. Dendogram hubungan kekerabatan ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta berdasarkan pola 
pita isozim esterase. Keterangan: I = Canna hybrida, II = Surakarta, III = Wonogiri, IV = Klaten, V = Boyolali, VI= 
Sukoharjo, VII = Sragen, VIII = Karanganyar 
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Hubungan kekerabatan terdekat adalah 

antara ganyong dari wilayah Wonogiri (III) dan 
Sukoharjo (VI) yang mengelompok dengan 
koefisien kemiripan 80%. Keduanya memiliki 
lebih banyak kesamaan pola pita isozim esterase 
yang muncul setelah dilakukan elektroforesis 
dan pewarnaan. Selain ganyong dari Wonogiri 
dan Sukoharjo, ganyong dari wilayah Klaten (IV) 
dan Sragen (VII) juga memiliki hubungan 
kekerabatan terdekat dengan koefisien 
kemiripan sebesar 80%. Sedangkan hubungan 
kekerabatan terjauh yaitu antara C. hybrida 
dengan ketujuh sampel lain seperti halnya pada 
dendogram berdasarkan ciri morfologi. Hal ini 
dikarenakan C. hybrida merupakan spesies yang 
berbeda dari ketujuh sampel yang lain yang 
merupakan ganyong. 

Dendogram berdasarkan pola pita isozim 
esterase memiliki perbedaan dengan dendogram 
berdasarkan ciri morfologi sehingga hubungan 
kekerabatan ganyong di wilayah eks-karesidenan 
Surakarta yang ditentukan berdasarkan ciri 
morfologi akan berbeda apabila dibandingkan 
dengan hubungan kekerabatan ganyong yang 
ditentukan berdasarkan pola pita isozim esterase.  

Hal tersebut dikarenakan ciri morfologi tidak 
hanya dipengaruhi oleh faktor genetik tetapi juga 
dipengaruhi oleh lingkungan. Sitompul dan 
Guritno (1995) mengatakan bahwa penampilan 
bentuk tanaman dikendalikan oleh sifat genetik 
tanaman di bawah pengaruh faktor-faktor 
lingkungan. Faktor lingkungan yang diyakini 
dapat mempengaruhi terjadinya perubahan 
morfologi tanaman antara lain iklim, suhu, jenis 
tanah, kondisi tanah, ketinggian tempat, 
kelembapan. 
 
Hubungan kekerabatan ganyong berdasarkan 
pola pita isozim peroksidase  

Kemunculan pita isozim peroksidase 
ganyong dapat dilihat pada Tabel 6. Dari data 
tersebut setelah dianalisis dengan menggunakan 
indeks similaritas (IS) diperoleh dendogram 
seperti tampak pada Gambar 6. 

Berdasarkan dendogram tersebut dapat 
diketahui bahwa ganyong dari wilayah Wonogiri 
(III), Klaten (IV), Sragen (VII), dan Karanganyar 
(VIII) mengelompok pada koefisien kemiripan 
67%. Ketiganya bergabung dengan ganyong 
Boyolali (V) pada koefisien kemiripan 50% dan 
kemudian bergabung dengan ganyong Sukoharjo 
(VI) pada koefisien kemiripan 46,6%. Sementara 

itu C. hybrida (I) mengelompok dengan ganyong 
Surakarta (II) pada koefisien kemiripan 50%. 
Keduanya bergabung dengan enam sampel yang 
lain pada koefisien kemiripan sebesar 37,33%. 

Hubungan kekerabatan terdekat dimiliki 
oleh ganyong dari wilayah Wonogiri (III), Klaten 
(IV), Sragen (VII), dan Karanganyar (VIII) yang 
mengelompok pada koefisien kemiripan sebesar 
67%. Sedangkan hubungan kekerabatan terjauh 
dengan koefisien kemiripan 37,33% yaitu antara 
C. hybrida dan ganyong Surakarta dengan 
ganyong dari enam wilayah yang lain. 
 
Hubungan kekerabatan ganyong berdasarkan 
pola pita isozim esterase dan peroksidase 

Kemunculan pita isozim esterase dan 
peroksidase ganyong dapat dilihat pada Tabel 7 
di bawah ini. Dari data tersebut setelah dianalisis 
dengan menggunakan indeks similaritas (IS) 
diperoleh dendogram seperti tampak pada 
Gambar 7. 

Berdasarkan dendogram tersebut dapat 
diketahui bahwa hubungan kekerabatan terdekat 
yaitu ganyong dari Wonogiri dan Sragen yang 
mengelompok pada koefisien kemiripan sebesar 
73%. Keduanya bergabung dengan ganyong 
Klaten pada koefisien kemiripan 68,4%. Ganyong 
Sukoharjo mengelompok dengan ganyong 
Karanganyar pada koefisien kemiripan 64%. 
Ganyong Wonogiri, Sukoharjo, Klaten kemudian 
bergabung dengan ganyong Sukoharjo dan 
Karanganyar pada koefisien kemiripan 61%. 
Kelimanya kemudian bergabung dengan 
ganyong Surakarta pada koefisien kemiripan 
51% dan kemudian bergabung dengan ganyong 
Boyolali pada koefisien kemiripan 43,6. 
Sedangkan pada hubungan kekerabatan terjauh 
yaitu C. hybrida dengan ketujuh sampel lain pada 
koefisien kemiripan 34,71%. 

Hubungan kekerabatan terdekat dimiliki 
oleh ganyong Wonogiri dan Sragen dengan 
koefisien kemiripan 73%. Hal ini dikarenakan 
keduanya paling banyak memiliki kesamaan 
dalam kemunculan pola pita isozim. Sedangkan 
hubungan kekerabatan yang terjauh yaitu antara 
C. hybrida dengan sampel yang lain pada 
koefisien kemiripan 34,71% karena C. hybrida 
merupakan spesies yang berbeda dari sampel 
lain sehingga secara genetik pun menunjukkan 
adanya perbedaan yang tampak dari perbedaan 
pola pita isozim yang dihasilkan. 
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Tabel 6. Perbandingan kemunculan pita isozim peroksidase ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta 
 
 Rf I II III IV V VI VII VIII 
0,09 1 1 1 1 1 0 1 1 
0,16 0 0 0 0 0 1 0 0 
0,22 1 1 1 1 1 1 1 1 
0,38 0 0 1 1 1 1 1 1 
0,41 1 1 0 0 0 0 0 0 
0,44 0 1 1 1 0 1 1 1 
Keterangan: I = C. hybrida, II = Surakarta, III = Wonogiri, IV = Klaten, V = Boyolali, VI = Sukoharjo, VII = Sragen, 
VIII= Karanganyar, 1 = ada, 0 = tidak ada 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 6. Dendogram hubungan kekerabatan ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta berdasarkan pola 
pita isozim peroksidase. I = Canna hybrida, II = Surakarta, III = Wonogiri, IV = Klaten, V = Boyolali, VI = 
Sukoharjo, VII = Sragen, VIII = Karanganyar 
 
 
 
 

Dendogram berdasarkan pola pita isozim 
esterase, peroksidase, dan gabungan esterase dan 
peroksidase menunjukkan hasil yang berbeda. 
Hal ini dikarenakan sifat yang digunakan 
sebagai dasar penentu hubungan kekerabatan 
masih terbatas sehingga perlu dilakukan 
penambahan enzim lainnya. Menurut Purnomo 
(1994) dalam Hadiati dan Sukmadjaja (2002), 
untuk menelaah perbedaan individu dalam 
populasi disarankan paling sedikit 
menggunakan delapan macam enzim. 

 
Hubungan kekerabatan ganyong berdasarkan 
ciri morfologi dan pola pita isozim 

Perbandingan ciri morfologi dan pola pita 
isozim ganyong dapat dilihat pada Tabel 8. Dari 
data tersebut setelah dianalisis dengan 

menggunakan indeks similaritas (IS) diperoleh 
dendogram seperti tampak pada Gambar 8.  

Dari dendogram yang diperoleh dapat 
diketahui bahwa bahwa berdasarkan ciri 
morfologi dan pola pita isozim, hubungan 
kekerabatan terdekat yaitu ganyong dari wilayah 
Wonogiri yang mengelompok dengan ganyong 
dari wilayah Sukoharjo pada koefisien kemiripan 
48%. Ganyong Wonogiri dan ganyong Sukoharjo 
bergabung dengan ganyong Karanganyar pada 
koefisien kemiripan 45%. Ganyong Wonogiri, 
Sukoharjo, dan Karanganyar bergabung dengan 
ganyong Surakarta pada koefisien kemiripan 
41,4%. Ganyong Wonogiri, Sukoharjo, 
Karanganyar, dan Surakarta bergabung dengan 
ganyong Boyolali pada koefisien kemiripan 
40,4%. Sedangkan ganyong Klaten dan ganyong   
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Tabel 7. Kemunculan pita isozim esterase dan peroksidase ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta 
  
Rf I II III IV V VI VII VIII 
0,22 1 1 1 1 1 1 1 1 
0,28 1 1 1 1 0 1 1 1 
0,34 0 0 0 1 1 0 1 0 
0,38 0 0 1 0 0 1 1 1 
0,41 0 1 1 1 1 1 1 0 
0,09 1 1 1 1 1 1 1 1 
0,16 0 0 0 0 0 1 0 0 
0,22 1 1 1 1 1 1 1 1 
0,38 0 0 1 1 1 1 1 1 
0,41 1 1 0 0 0 0 0 0 
0,44 0 1 1 1 0 1 1 1 
Keterangan: I = C. hybrida, II = Surakarta, III = Wonogiri, IV = Klaten, V = Boyolali, VI = Sukoharjo, VII = Sragen, 
VIII = Karanganyar, 1 = ada, 0 = tidak ada 
 

 
 
 

Gambar 7. Dendogram hubungan kekerabatan ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta berdasarkan pola pita isozim 
esterase dan peroksidase. Keterangan: I = C. hybrida, II = Surakarta, III = Wonogiri, IV = Klaten, V = Boyolali, VI = Sukoharjo, 
VII = Sragen, VIII = Karanganyar 
 
 
 
 
Sragen mengelompok pada koefisien kemiripan 
40%. Keduanya bergabung dengan enam sampel 
sebelumnya pada koefisien kemiripan 36,6%. 
Sedangkan C. hybrida memiliki hubungan 
kekerabatan terjauh dari sampel yang lain yaitu 
dengan koefisien kemiripan 11,57%. 

Ciri morfologi dan pola pita isozim yang 
digabung dan digunakan menjadi penentu 
hubungan kekerabatan memberikan hasil yang 
berbeda apabila keduanya digunakan tanpa 
penggabungan. Semakin banyak ciri yang 
digunakan untuk menentukan hubungan 

kekerabatan, semakin besar pula peluang 
mendapatkan hasil dengan akurasi tinggi. 

KESIMPULAN 

Berdasarkan ciri morfologi, ganyong 
Wonogiri dan ganyong Sukoharjo memiliki 
hubungan kekerabatan terdekat dengan koefisien 
kemiripan 44%, sedangkan hubungan 
kekerabatan terjauh yaitu antara C. hybrida 
dengan sampel yang lain pada koefisien 
kemiripan 7,14%. Berdasarkan pola pita isozim,   
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Tabel 8. Perbandingan ciri morfologi dan pola pita isozim ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta 
 
Parameter I II III IV V VI VII VIII 
Daun hijau 1 0 0 0 0 0 0 0 
Daun hijau keunguan 0 0 1 0 1 0 1 0 
Daun ungu kehijauan 0 1 0 1 0 1 0 1 
Petala bunga warna jingga bercorak kuning 1 0 0 0 0 0 0 0 
Petala bunga warna merah (red) 0 1 1 0 1 1 1 1 
Petala bunga warna merah gelap (darkred) 0 0 0 1 0 0 0 0 
Sepala bunga warna hijau keputihan 1 0 0 0 0 0 0 0 
Sepala bunga warna hijau kemerahan 0 1 1 1 1 1 1 1 
Batang warna hijau 1 0 0 0 0 0 0 0 
Batang warna hijau keunguan 0 1 1 1 1 1 1 1 
Warna sisik rimpang hijau kecoklatan 1 0 0 0 0 0 0 0 
Warna sisik rimpang hijau keunguan 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang daun < 50 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang daun ≥ 50 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar daun < 15 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar daun ≥ 15 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Rasio panjang:lebar daun < 3 0 1 1 1 1 1 1 1 
Rasio panjang:lebar daun ≥ 3 1 0 0 0 0 0 0 0 
Tinggi tanaman < 100 cm 0 1 1 0 1 1 1 1 
Tinggi tanaman ≥ 100 cm 1 0 0 1 0 0 0 0 
Diameter batang < 1,70 cm 1 1 0 0 0 0 0 0 
Diameter batang ≥ 1,70 cm 0 0 1 1 1 1 1 1 
Diameter rimpang < 3,5 cm 1 0 1 0 1 1 0 0 
Diameter rimpang ≥ 3,5 cm 0 1 0 1 0 0 1 1 
Diameter buah < 1,25 cm 1 1 0 1 0 0 1 1 
Diameter buah ≥ 1,25 cm 0 0 1 0 1 1 0 0 
Jumlah biji dalam buah < 22 0 1 1 0 1 1 1 1 
Jumlah biji dalam buah ≥ 22 1 0 0 1 0 0 0 0 
Panjang sepala < 5 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang sepala ≥ 5 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar sepala < 1 cm 0 1 1 0 1 1 0 1 
Lebar sepala ≥ 1 cm 1 0 0 1 0 0 1 0 
Panjang petala < 7 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang petala ≥ 7 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar petala < 1 cm 0 1 1 0 1 0 0 1 
Lebar petala ≥ 1 cm 1 0 0 1 0 1 1 0 
Panjang staminodia < 6 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang staminodia ≥ 6 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar staminodia < 1 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Lebar staminodia ≥ 1 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Panjang putik < 6 cm 0 1 1 1 1 1 1 1 
Panjang putik ≥ 6 cm 1 0 0 0 0 0 0 0 
Lebar putik < 0,5 cm 0 1 1 1 1 1 0 1 
Lebar putik ≥ 0,5 cm 1 0 0 0 0 0 1 0 
Panjang anter < 1 cm 1 0 1 1 1 1 0 1 
Panjang anter ≥ 1 cm 0 1 0 0 0 0 1 0 
Lebar anter < 0,15 cm 0 1 1 1 0 1 0 1 
Lebar anter ≥ 0,15 cm 1 0 0 0 1 0 1 0 
Panjang bunga < 7 cm 0 1 1 1 1 1 0 1 
Panjang bunga ≥ 7 cm 1 0 0 0 0 0 1 0 
Diameter pangkal bunga < 0,5 cm 0 1 1 0 1 1 0 1 
Diameter pangkal bunga ≥ 0,5 cm 1 0 0 1 0 0 1 0 
Sepala menekuk 1 0 0 0 0 0 0 0 
Sepala tidak menekuk 0 1 1 1 1 1 1  
Rf 0,22 1 1 1 1 1 1 1 1 
Rf 0,28 1 1 1 1 0 1 1 1 
Rf 0,34 0 0 0 1 1 0 1 0 
Rf 0,38 0 0 1 0 0 1 1 1 
Rf 0,41 0 1 1 1 1 1 1 0 
Rf 0,09 1 1 1 1 1 1 1 1 
Rf 0,16 0 0 0 0 0 1 0 0 
Rf 0,22 1 1 1 1 1 1 1 1 
Rf 0,38 0 0 1 1 1 1 1 1 
Rf 0,41 1 1 0 0 0 0 0 0 
Rf 0,44 0 1 1 1 1 1 1 1 
Keterangan: I = C. hybrida, II= Surakarta, III= Wonogiri, IV=Klaten, V= Boyolali, VI= Sukoharjo, VII= Sragen, 
VIII= Karanganyar  
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Gambar 8. Dendogram hubungan kekerabatan ganyong di wilayah eks-karesidenan Surakarta berdasarkan ciri 
morfologi dan pola pita isozim. Keterangan:I = C. hybrida, II = Surakarta, III = Wonogiri, IV = Klaten, V = Boyolali, 
VI = Sukoharjo, VII = Sragen, VIII = Karanganyar 
 
 
 
 
 
ganyong Wonogiri dan Sragen memiliki 
hubungan kekerabatan terdekat dengan koefisien 
kemiripan 73%, dan hubungan kekerabatan yang 
terjauh yaitu antara C. hybrida dengan sampel 
yang lain pada koefisien kemiripan 34,71%. 
Adapun berdasarkan ciri morfologi dan pola pita 
isozim, ganyong Wonogiri dan ganyong 
Sukoharjo memiliki hubungan kekerabatan 
terdekat dengan koefisien kemiripan 48%, 
sedangkan hubungan kekerabatan terjauh yaitu 
antara C. hybrida dengan sampel yang lain pada 
koefisien kemiripan 11,57%. 
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Perubahan biokimiawi stakiosa dan asam lemak 
esensial pada tempe kedelai (Glycine max) 
selama proses fermentasi 

RULLY TRIWIBOWO, M.A.M. ANDRIANI♥, 
SETYANINGRUM ARIVIANI 

Triwibowo R, Andriani M.A.M., Ariviani S. 2016. The stakiosa and essential 
fatty acids biochemical changes in soybean tempeh (Glycine max) during 
fermentation process. Bioteknologi 13: 34-41. Soybean tempeh is a food that 
is known by the people of Indonesia. It is known to have levels of stakiosa 
which causes flatulensi lower than soybean. It is also known to have levels 
of essential fatty acids (oleic acid, linoleic, and linolenic), which is higher 
than soybean. This study aims to determine changes in levels of stakiosa 
and essential fatty acids (oleic acid, linoleic, and linolenic) during the 
fermentation process. The determination of stakiosa used High 
Performance Liquid Chromatography method (AOAC 1999). The 
determination of essential fatty acids include oleic acid, linoleic, and 
linolenic used Gas Chromotograpy method (Park and Goins 1994). This 
research are expected to provide an alternative optimal fermentation time 
observed from the lowest level of stakiosa and the high level of essential 
fatty acid. The results showed that stakiosa levels of soybean tempeh 
decreased over the longer fermentation. The percentage of the highest 
decrease level of stakiosa found in 24 hours fermentation. While changes in 
level of oleic acid, linoleic acid, and linolenic acid in soybean tempeh 
fermentation for 96 hours has the same pattern. The lowest level of 
essential fatty acids found in 48 hours fermentation time and the highest in 
96 hours fermentation. 

Keywords: Essential fatty acids, Glycine max, soybean, stakiosa, tempeh  

 

Triwibowo R, Andriani M.A.M., Ariviani S. 2016. Perubahan biokimiawi 
stakiosa dan asam lemak esensial pada tempe kedelai (Glycine max) selama 
proses fermentasi. Bioteknologi 13: 34-41. Tempe kedelai merupakan 
makanan yang sangat dikenal oleh masyarakat Indonesia. Tempe kedelai 
diketahui mempunyai kadar stakiosa penyebab terjadinya flatulensi yang 
lebih rendah dibanding kedelai. Tempe kedelai juga diketahui mempunyai 
kadar asam lemak esensial (asam oleat, linoleat, dan linolenat) yang lebih 
tinggi dibanding kedelai. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
perubahan kadar stakiosa dan asam lemak esensial (asam oleat,linoleat dan 
linolenat) selama proses fermentasi. Penentuan stakiosa menggunakan 
metode High Performance Liquid Chromatography (AOAC 1999). Penentuan 
kadar asam lemak esensial meliputi asam oleat, linoleat dan linolenat 
menggunakan metode Gas Chromotograpy (Park dan Goins 1994). Melalui 
penelitian ini diharapkan dapat memberikan alternatif waktu fermentasi 
yang optimal ditinjau dari kadar stakiosa yang paling rendah dan kadar 
asam lemak esensial yang tinggi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
kadar stakiosa tempe kedelai semakin menurun seiring semakin lama 
fermentasi. Persentase penurunan kadar stakiosa tertinggi pada 24 jam 
waktu fermentasi. Sedangkan perubahan kadar asam oleat, asam linoleat 
maupun asam linolenat tempe kedelai selama 96 jam fermentasi 
mempunyai pola yang sama. Kadar asam lemak esensial terendah terdapat 
pada 48 jam waktu fermentasi dan tertinggi pada 96 jam waktu fermentasi. 

Kata kunci: Asam lemak esensial, Glycine max, kedelai, stakiosa, tempe 
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PENDAHULUAN 

Tempe adalah produk fermentasi yang amat 
dikenal oleh masyarakat Indonesia dan telah 
mulai digemari pula oleh berbagai kelompok 
masyarakat di dunia. Tempe dapat dibuat dari 
berbagai bahan, tetapi yang biasanya dikenal 
sebagai tempe ialah tempe yang dibuat dari 
kedelai (Kasmidjo 1990). 

Melalui proses fermentasi, tempe kedelai 
menjadi lebih enak dan meningkat nilai 
nutrisinya. Tempe yang masih baru (baik) 
memiliki rasa dan bau yang spesifik. Fermentasi 
tempe mampu menghilangkan zat-zat yang tidak 
diinginkan yang terdapat pada kedelai (Astawan 
2004). 

Tempe kedelai merupakan makanan 
berbahan baku kedelai yang dibuat dari proses 
fermentasi yang pada umumnya menggunakan 
aktivitas beberapa jenis kapang Rhizopus, 
seperti Rhizopus oligosporus dan Rhizopus oryzae. 
Kandungan gizi tempe kedelai tidak kalah 
dengan pangan lainnya yaitu karbohidrat, lemak 
dan protein yang cukup tinggi serta mudah 
dicerna oleh tubuh (Anwar et al. 1994). 

Namun begitu, masih ada kandungan pada 
tempe kedelai yang berpotensi merugikan 
kesehatan manusia, yaitu adanya oligosakarida 
(stakiosa dan rafinosa,) yang dapat menyebabkan 
flatulensi (Astawan 2004). 

Dilaporkan bahwa Rhizopus oryzae, 
mensekreksi enzim amilase yang dapat 
mendegradasi senyawa-senyawa karbohidrat 
dan senyawa-senyawa penyebab flatulen pada 
tempe. Sementara Rhizopus oligosporus 
menghasilkan enzim α-galaktosidase yang 
mampu memetabolisasikan senyawa 
oligosakarida penyebab flatulen tersebut 
sehingga terdegradasi. Dilaporkan juga bahwa 
dalam usar (nama umum inokulasi pada tempe 
yang berupa daun) dari Malang, Jawa Timur 
dijumpai Rhizopus oryzae, Rhizopus arrius dan 
Mucor rouxii sedangkan dalam starter tempe dari 
Solo (Surakarta) didapatkan Rhizopus oryzae dan 
Rhizopus stolonifer (Kasmidjo 1990; Rehmz dan 
Barz 1995, Wiesel et al. 1997; Feng 2006). 

Lemak dalam biji kedelai merupakan 
senyawa cadangan energi yang terdiri dari 
trigliserida dengan sedikit fosfolipida (termasuk 
lesitin) dan senyawa senyawa derivat trigliserida 
seperti zat warna, sterol dan tokoferol (Kasmidjo 
1990). 

Selama fermentasi tempe terjadi proses 
degradasi lemak oleh kapang, sehingga akhirnya 
dapat dibebaskan menjadi asam lemak, 

komponen utama asam lemak dari trigliserida 
tempe kedelai adalah asam lemak tak jenuh yang 
merupakan asam lemak esensial, yaitu 
didominasi oleh asam linoleat, asam linolenat 
dan asam oleat. Asam linoleat berperan dalam 
pertumbuhan, pemeliharaan membran sel, 
pengaturan metabolisme kolesterol, menurunkan 
tekanan darah, menghambat lipogenesis hepatik, 
transport lipid, precursor dalam sintesis 
prostaglandin, membentuk arakhidonat dan 
dalam proses reproduksi (Pudjiadi 1997), 
sedangkan asam lemak jenuh komponen 
trigliserida kedelai ialah asam palmitat dan asam 
stearat.  

Dilaporkan bahwa lebih dari sepertiga lemak 
netral dari kedelai terhidrolisis oleh enzim lipase 
yang dihasilkan oleh aktivitas Rhizopus 
oligosporus selama fermentasi (Sutedja dan 
Djakamihardja 1978). 

Berdasarkan uraian diatas, maka perlu 
adanya penelitian tentang perubahan kadar 
biokimiawi stakiosa (sumber penyebab 
terjadinya flatulensi) serta asam lemak esensial 
yang didominasi oleh asam oleat, asam linoleat 
dan asam linolenat akibat aktivitas ragi atau 
mikrobia pada tempe kedelai selama berbagai 
periode waktu fermentasi. 

BAHAN DAN METODE  

Bahan dan alat 
Bahan-bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini antara lain: kedelai kuning (Glycine 
max) asal Amerika (impor) yang diperoleh dari 
toko Regen, dan ragi tempe merk RAPRIMA dari 
PT. Aneka Fermentasi Industri (AFI), Bandung 
Barat, Jawa Barat.  

Untuk mengukur kadar oligosakarida 
digunakan seperangkat HPLC, standar 
oligosakarida, serta pelarut sampel. Untuk 
mengukur kadar asam tak jenuh (esensial) 
digunakan seperangkat GC, standar asam lemak, 
serta pelarut sampel. 

Pembuatan tempe 
Metode dasar yang dipakai untuk membuat 

tempe kedelai pada penelitian ini merujuk pada 
referensi dari Kasmidjo (1990) dan Cahyadi 
(2006). Sebelum dibuat tempe, kedelai perlu 
mendapatkan perlakuan pendahuluan, yakni 
harus direbus 25 menit, kemudian direndam 
selama ± 24 jam. Setelah itu, kedelai ditiriskan 
dan dicuci dengan air untuk mengupas kulitnya 
kemudian biji kedelai dibelah dan dicuci 
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kembali, lalu direbus lagi selama 25 menit, 
selanjutnya diinokulasi (peragian).  

Analisis sampel 
Analisis kandungan oligosakarida 

menggunakan analisis HPLC dan asam lemak 
menggunakan analisis GC.  

Pengujian kadar stakiosa 
Kedelai sebagai bahan baku dalam 

pembuatan tempe kedelai mempunyai senyawa 
yang merugikan sistem metabolisme dan 
pencernaan dalam tubuh manusia diantaranya 
adalah stakhiosa. Selama fermentasi oleh 
mikroorganisme mengalami degradasi 
membentuk senyawa-senyawa sederhana, 
sehingga efek negatif tersebut dapat dikurangi 
atau dihilangkan. Di dalam kedelai terkandung 
1,3%-3,8% (total berat kering) senyawa 
oligosakarida yang terdiri dari stakhiosa dan 
rafinosa. Senyawa tersebut memiliki ikatan α-
galaktosidik sehingga tidak tercerna dalam 
sistem pencernaan manusia dan dapat 
menyebabkan efek flatulensi (Soetrisno 1995). 

Untuk pengujian kadar stakiosa, digunakan 
alat-alat sebagai berikut.: HPLC, Sentrifuse, 
Tabung reaksi bertutup, Pipet 5 mL, Vortex, 
Waterbath. Bahan-bahan yang digunakan:  
Sampel tempe, Pb Asetat, Aquadest, Standar 
stakiosa (Sigma).  

Penentuan kadar gula dianalisis dengan 
HPLC (AOAC 1999): 3 g sampel tempe ditambah 
5 mL Aquadest lalu dihomogenisasi selanjutnya 
ditambah Pb Asetat tetes demi tetes hingga 
jernih kemudian diencerkan hingga 10 mL dan 
disaring dengan kertas saring Whatman 0,45 μm. 
Selanjutnya dimasukkan ke injector HPLC 
sebanyak 20 μL. Untuk perhitungan konsentrasi 
gula yang ada pada bahan, dilakukan 
pembuatan kromatogram standar. Sedangkan 
berat standar stakhiosa ditimbang sebesar 6 
mg/mL dalam perbandingan pengenceran 10: 1. 

 
Kondisi analisis stakiosa dengan HPLC: 

SHIMADZU © 
Kolom: C:18 
Flow rate: 0,75 mL/menit 
Detektor: RID (Reflective Index Detector) 156 
Mobile Phase: Aquadest Dmin Bebas Ion; 
atau Aquabides. 
Konsentrasi Pb Asetat 10%C dengan tekanan 

pompa saat operasi 344 psi° 
Suhu: 60° C 
Suhu kolom: 60° C 
Waktu: 15 menit 

 

Pengujian kadar asam lemak 
Untuk pengujian kadar asam lemak alat-alat 

yang digunakan: Gas Chromotograpy, 
sentrifuse, tabung reaksi bertutup, pipet 5 mL, 
Vortex, Waterbath. Bahan-bahan yang 
digunakan: sampel tempe, NaOH 0,5N p.a (E. 
Merck), n Heksan 1 mL, BF 3-methanol, Standar 
internal (Supelco), Methanol.p.a (E. Merck).  

Penentuan komposisi asam lemak (Park dan 
Goins 1994): setelah sampel tempe dipreparasi, 
diambil sebanyak 0,5-0,7 g kemudian dilarutkan 
dalam 4 mL akuades lalu dihomogenisasi. 
Homogenat dimbil sebanyak 100 uL lalu 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Pada 
sampel ditambahkan larutan 100 uL metilen 
klorida dan 1 mL NaOH 0,5 N dalam metanol. 
Setelah diberi gas nitrogen dan ditutup, tabung 
reaksi dipanaskan dalam penangas air suhu 90° 
C selama 10 menit. Tabung reaksi kemudian 
didinginkan, ditambahkan BF3-methanol (14%) 
sebanyak 1 mL. Setelah diberi gas nitrogen, 
pemanasan dilanjutkan pada suhu yang sama 
selama 10 menit. Tabung reaksi kemudian 
didinginkan pada suhu ruang dan ditambah 1 
mL akuades dan 200-500 μl heksana dan divortex 
selama 1 menit untuk mengekstrak metil ester 
asam lemak. Setelah disentrifugasi, lapisan atas 
siap untuk analisis GC. Sampel siap diinjeksikan 
1 uL sebanyak pada Gas Chromatography. 
Sedangkan untuk volume inject standar yaitu 
sebesar 3 uL. 

Kondisi analisis dengan GC (Gas 
Chromatography): 

Kolom: DE-65 (Agilent Technologies, USA), 
2 m 
Carrier gas: Nitrogen dengan tekanan 1,5 
kg/cm2 
Suhu injector: 250° C 
Suhu kolom/oven Terprogram: 150-200° C 
Kenaikan suhu: 8 ° C/minute 
Injeksi sebanyak: 1 uL 

Rancangan percobaan dan analisis data 
Pada penelitian ini digunakan Rancangan 

Acak Lengkap satu faktor, yaitu variasi periode 
waktu fermentasi yang terdiri dari 5 taraf: jam ke 
0, 24, 48, 72, 96. Data hasil penelitian dianalisis 
kemudian dibahas secara deskriptif melalui 
grafik dengan parameter waktu periode 
fermentasi. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kadar stakiosa 
Kedelai sebagai bahan baku dalam 

pembuatan tempe kedelai mempunyai senyawa 
yang merugikan sistem metabolisme dan 
pencernaan dalam tubuh manusia diantaranya 
adalah stakiosa. Selama fermentasi oleh 
mikroorganisme, tempe mengalami degradasi 
membentuk senyawa-senyawa sederhana, 
sehingga efek negatif tersebut dapat dikurangi 
atau dihilangkan. Di dalam kedelai terkandung 
1,3-3,8% (total berat kering) senyawa 
oligosakarida yang terdiri dari stakiosa dan 
rafinosa. Senyawa tersebut memiliki ikatan α-
galaktosidik sehingga tidak tercerna dalam 
sistem pencernaan manusia dan dapat 
menyebabkan efek flatulensi (Soetrisno 1995). 

Berdasarkan hasil penelitian maka diperoleh 
grafik seperti yang terlihat pada Gambar 1. 

Berdasarkan Gambar 1 diketahui bahwa 
kadar stakiosa menurun seiring dengan semakin 
lama waktu fermentasi. Menurut Winarno (1980) 
selama fermentasi terjadi penurunan kadar 
stakiosa akibat terdegradasi oleh enzim α-
galaktosidase yang disekresikan mikroba 
(Rhizopus oligosporus). 

Perlakuan perendaman dan perebusan dapat 
menyebabkan pengurangan kadar kandungan 
gula utama pada kedelai yaitu stakiosa, rafinosa 
dan sukrosa berturut-turut sebesar 51%, 48% dan 
41% dari kadar awalnya. Stakiosa akan 
berkurang lebih lanjut selama fermentasi oleh 
jamur tempe, menjadi kira–kira 30% kadar 
stakiosa kedelai mentah (Kasmidjo 1990; 
Handajani 1992). 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 
maka diketahui bahwa persentase penurunan 
kadar stakiosa tempe kedelai pada berbagai 
periode waktu fermentasi berbeda-beda. Data 
selengkapnya disajikan pada Tabel 1. 

Menurut Hermana (1996), setelah inkubasi 12 
jam fermentasi kedelai menjadi tempe, Rhizopus 
oligosporus mensekresi enzim α-galaktosidase 
yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi 
senyawa-senyawa penyebab flatulen menjadi 
disakarida dan monosakarida. 

Tabel 4.1 menunjukkan bahwa pada periode 
waktu fermentasi 24 jam pertama terjadi 
penurunan persentase kadar stakiosa paling 
besar dibanding periode waktu fermentasi 
lainnya. Penurunan kadar stakiosa pada berbagai 
periode waktu fermentasi berturut turut dari 
yang terbesar yaitu 40,67% pada 24 jam waktu 
fermentasi, 28,57% pada 96 jam waktu 

fermentasi, 16,41% pada 72 jam waktu 
fermentasi, dan 4,28% pada 48 jam waktu 
fermentasi. Persentase penurunan kadar stakiosa 
dari 0 jam hingga 96 jam waktu fermentasi tempe 
kedelai sebesar 66,10%. Menurut Kasmidjo 
(1990), stakiosa dapat didegradasi oleh enzim α-
galaktosidase menjadi sukrosa, glukosa dan 
galaktosa. Persentase penurunan kadar stakiosa 
terendah terdapat pada 48 jam waktu fermentasi, 
hal ini dikarenakan bahwa Rhizopus oligosporus 
memanfaatkan monosakarida dan disakarida 
(hasil degradasi 24 jam fermentasi) dengan baik 
sebagai pendorong terjadinya pertumbuhan 
spora Rhizopus oligosporus. (Hesseltine 1965).  

Kadar asam lemak esensial 
Di dalam kedelai terkandung kadar asam 

lemak esensial sebesar 85% yang terdiri dari 
asam linoleat (15-64%), asam oleat (11-60%) dan 
asam linoleat (1-12%) (Bailey 1950; Ketaren 1986). 

 
 
 

 
 
Gambar 1. Grafik kadar stakiosa tempe kedelai pada 
berbagai periode waktu fermentasi 

 
 

 
Tabel 1. Kadar stakiosa dan persentase penurunan 
kadar stakiosa tempe kedelai pada berbagai periode 
waktu fermentasi 
 

Waktu 
fermentasi 

(jam) 

Kadar stakiosa (% 
berat kering) 

Penurunan kadar 
stakiosa 

0 1,18% 0 
24 0,70% 40,67% 
48 0,67% 4,28% 
72 0,56% 16,41% 
96 0,40% 28,57% 
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Selama fermentasi tempe kedelai terjadi 
proses degradasi lemak oleh kapang, sehingga 
akhirnya dapat dibebaskan menjadi asam lemak. 
Komponen utama asam lemak dari trigliserida 
tempe kedelai adalah asam lemak tak jenuh yang 
merupakan asam lemak esensial, yaitu 
didominasi oleh asam linoleat, asam linolenat 
dan asam oleat. Asam. 

Menurut Hesseltine (1965) dan Wagenknecht 
et al. (1961) perubahan asam lemak pada kedelai 
menjadi tempe terjadi selama fermentasi. Asam 
lemak netral dalam kacang kedelai mengandung 
asam palmitat, stearat, oleat, linoleat, dan asam 

linolenat, dimana asam linoleat terdapat paling 
banyak. Dalam penelitian sebelumnya oleh 
Deliani (2008) dapat dijelaskan bahwa kadar 
asam miristat, asam stearat, asam palmitoleat, 
asam arakidat, asam gadoleinat dan asam 
behenat masing – masing tidak terdapat 
perbedaan yang nyata. Hal ini disebabkan asam-
asam lemak tersebut sedikit sekali terdapat 
dalam kedelai. 

Penentuan kadar asam lemak menggunakan 
Gas Chromatography (GC). Asam lemak esensial 
tempe kedelai pada berbagai periode waktu 
fermentasi disajikan pada Gambar 2 dan Tabel 2. 

 
 
 
 

 

 
 
Gambar 2. Kadar asam lemak esensial tempe kedelai pada berbagai periode waktu fermentasi 
 
 
 
 
Tabel 2. Kadar asam lemak esensial dan persentase perubahan kadar asam lemak esensial tempe kedelai pada 
berbagai waktu fermentasi 
 

Waktu 
fermentasi (jam) 

Kadar asam lemak esensial (mg / 100 g bahan 
kering) 

Kadar asam lemak esensial 
(% perubahan) 

C18:1 C18:2 C18:3 C18:1 C18:2 C18:3 
0 1920,77 5650,79 1238,33 0 0 0 
24 2372,48 7159,19 1522,29 + 23,51% +26,69% + 22,93% 
48 1436,58 3926,80 582,80 -39,44% -45,15% - 61,71% 
72 2613,79 6490,26 1051,31 + 81,94% +65,28% + 80,38% 
96 3695,86 8861,20 1401,15 + 41,39% +36,53% + 33,27% 
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Gambar 2 memperlihatkan bahwa selama 

fermentasi, terjadi pola perubahan kadar asam 
lemak yang

 
sama, baik untuk asam oleat (C18:1), 

asam linoleat (C18:2) maupun asam linolenat 
(C18:3). Pada 24 jam fermentasi terjadi 
peningkatan kadar asam lemak esensial, setelah 
48 jam fermentasi terjadi penurunan asam lemak 
esensial, selanjutnya terjadi peningkatan kadar 
asam lemak esensial lagi pada 72 jam fermentasi 
dan 96 jam fermentasi. 

Fermentasi menyebabkan penurunan 
kandungan lemak kedelai sebesar 0,8%-2,8%. 
(Wang et al. 1965; Murata et al. 1971). Kadar 
lemak berkurang selama proses fermentasi akibat 
hidrolisis lipida menjadi asam lemak- asam 
lemak bebas dan gliserol oleh aktivitas enzim 
lipase yang disekresikan oleh mikrobia (Rhizopus 
oryzae dan Rhizopus oligosporus) (Muchtadi 1978; 
Deliani 2008). 

Tempe dan kedelai mengandung banyak 
asam lemak esensial, terutama asam linoleat 
(Wagenknecht et al. 1961). Dalam penelitian ini, 
dapat dilihat pada Gambar 2 dan Tabel 2 bahwa 
asam linoleat mempunyai kadar tertinggi dari 
asam lemak-asam lemak lainnya. 

Pola peningkatan kadar asam lemak esensial 
yang terjadi pada jam ke 24, 72 dan 96 jam waktu 
periode fermentasi disebabkan karena adanya 
pertumbuhan jamur tempe yang aktif selama 
fermentasi dan adanya degradasi lemak oleh 
enzim lipase, dimana setelah inkubasi 12 jam 
hingga 24 jam fermentasi kedelai menjadi tempe, 
Rhizopus oryzae mensekresi enzim lipase yang 
memiliki kemampuan memecah lemak menjadi 
asam lemak (Hermana 1996). Sedangkan 
penurunan terjadi pada 48 jam waktu 
fermentasi disebabkan oleh adanya aktivitas 
mikrobia, dimana mikroba yang tumbuh pada 
tempe hampir tetap atau bertambah sedikit, dan 
terjadi penurunan jumlah asam lemak yang 
dibebaskan. 

Pada 24 jam pertama waktu fermentasi, asam 
lemak esensial yang terdiri dari asam oleat, asam 
linoleat dan asam linolenat mengalami pola 
kenaikan persentase perubahan masing-masing 
sebesar 23,51%, 26,69% dan 22,93%. Menurut 
Hermana (1996) setelah inkubasi 12 jam hingga 
24 jam fermentasi kedelai menjadi tempe, 
Rhizopus oryzae tumbuh aktif serta mensekresi 
enzim lipase yang memiliki kemampuan 
memecah lemak menjadi senyawa asam lemak. 

Pada 24 jam kedua waktu fermentasi yaitu 
pada 48 jam fermentasi, asam lemak esensial 
(asam oleat, asam linoleat dan asam linolenat) 

mengalami penurunan persentase perubahan 
masing-masing sebesar (-39,44%), (-45,15%) dan 
(-61,71%) dari kadar sebelumnya, hal ini juga 
sejalan dengan persentase penurunan kadar 
stakiosa paling kecil terdapat pada waktu 48 jam 
fermentasi. Pada fase 30-50 jam fermentasi tempe 
kedelai, terjadi penurunan suhu dan jumlah 
asam lemak yang dibebaskan dan pertumbuhan 
jamur hampir tetap atau bertambah sedikit 
(Sudarmadji 1977). Selain itu diduga adanya 
kemungkinan, setelah metabolit primer dan sel 
mikrobia dihasilkan, terjadi proses dimana sel 
mikrobia merubah metabolit primer menjadi 
metabolit sekunder untuk mempertahankan 
tubuh mikrobia tersebut. 

Pada 24 jam ketiga waktu fermentasi, asam 
lemak esensial yang terdiri dari asam oleat, asam 
linoleat dan asam linolenat mengalami kenaikan 
yang cukup pesat dari kadar sebelumnya yaitu 
masing-masing sebesar 81,94%, 65,28% dan 
80,38%. Hal ini dikarenakan kapang tempe 
Rhizopus oligosporus mempunyai aktivitas 
lipopolitik yang kuat serta menghidrolisis 
sepertiga lemak netral dalam kedelai selama 72 
jam fermentasi (Deliani 2008). 

Setelah 96 jam waktu fermentasi kadar asam 
lemak esensial mengalami kenaikan. Asam oleat, 
asam linoleat dan asam linolenat masing-masing 
meningkat menjadi sebesar 41,39%, 36,53% dan 
33,27%. Menurut Sudarmadji (1977), pada fase 
pembusukan atau fermentasi lanjut (90 jam 
fermentasi) terjadi kenaikan jumlah bakteri dan 
jumlah asam lemak bebas serta pertumbuhan 
jamur menurun (menuju fase kematian). 

 
 
KESIMPULAN  
 

Dari penelitian yang telah dilakukan, dapat 
diambil kesimpulan sebagai berikut: (i) Kadar 
stakiosa tempe kedelai semakin menurun seiring 
semakin lama fermentasi. Persentase penurunan 
kadar stakiosa tertinggi pada 24 jam waktu 
fermentasi. (ii) Perubahan kadar asam oleat, 
asam linoleat maupun asam linolenat tempe 
kedelai selama 96 jam fermentasi mempunyai 
pola yang sama. Kadar asam lemak esensial 
terendah terdapat pada 48 jam waktu fermentasi 
dan tertinggi pada 96 jam waktu fermentasi.  
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