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Abstract: As the population continues to increase, the demand for soybeans 

in Indonesia is rising, necessitating effective strategies to enhance soybean 

growth and production. One such strategy is the use of biostimulants, 

including nano-fern extract and humic acid. This study aimed to evaluate the 

effects of different concentrations of nano-fern extract and humic acid, as 

well as their interaction, on the chlorophyll content and flowering time of 

soybeans. The experiment was conducted using a Factorial Completely 

Randomized Design (CRD) with two factors and six replications. Factor A 

(fern extract) consisted of a control, 100 mg/L of crude fern extract, and nano-

fern extract at concentrations of 50, 100, and 150 mg/L. Factor B (humic 

acid) consisted of a control, 1200 mg/L, and 2500 mg/L. The results showed 

that the application of nano-fern extract at 150 mg/L and humic acid at 2500 

mg/L resulted in higher chlorophyll content than other treatments. 
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Pendahuluan 

 

Kebutuhan kedelai di Indonesia 

semakin meningkat   seiring bertambahnya 

jumlah penduduk. Mengingat permintaan 

kedelai yang terus meningkat pada setiap 

tahunnya, perlu dilakukan strategi untuk 

meningkatkan pertumbuhan dan produksi 

kedelai. Salah satunya melalui pemanfaatan 

biostimulan.  

Biostimulan adalah zat yang 

diaplikasikan pada tanaman yang dapat 

meningkatkan efisiensi nutrisi, toleransi stress 

abiotik dan kualitas tanaman (du Jardin, 

2015). Biostimulan dapat meningkatkan kerja 

fisiologis seperti respirasi, fotosintesis, 

sintesis asam nukleat dan penyerapan ion serta 

meningkatkan ketahanan tumbuhan terhadap 

cekaman biotik maupun abiotik (Van Oosten 

et al., 2017). 

Ekstrak tumbuhan memiliki kandungan 

senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai 

biostimulan (Paelongan et al, 2023). Beberapa 

jenis tanaman yang sudah diteliti dan terbukti 

sebagai biostimulan diantaranya ekstrak 

kirinyuh (Chromolaena odorata L.) dapat 

meningkatkan tinggi tanaman kacang tanah 

(Ayumi, 2023) dan dan ekstrak paku resam 

(Gleichenia linearis) meningkatkan hasil dan 

kandungan protein tanaman cabai keriting 

Kopay (Noli & Labukti, 2022). 

Paku-pakuan merupakan kelompok 

tanaman yang keragamannya sangat tinggi di 

Indonesia. Sejauh ini eksplorasi terhadap 

potensinya sebagai biostimulan masih belum 

banyak dilakukan. Salah satu jenis tanaman 

paku yang berpotensi sebagai biostimulan 

adalah pakis (Diplazium esculentum). 

Berdasarkan hasil dari penelitian Dilla (2024) 

ekstrak kasar pakis dengan konsentrasi 100 

mg/L mampu meningkatkan semua parameter 

pertumbuhan dan hasil tanaman kedelai 

(Glycine max) dibanding tanpa pemberian 

ekstrak kecuali pada parameter berat basah 

dan berat kering. 

Potensi tanaman pakis masih bisa 

ditingkatkan melalui aplikasi dalam formula 

nano. Nanopartikel yang berukuran 3 atau 5 

nm dapat menembus akar melalui penyerapan 

pasif yang didorong oleh gaya kapiler, 
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tekanan osmotik dan sel-sel (Magnabosco et 

al., 2023). Nanomaterial (NM) dalam bidang 

pertanian dapat meningkatkan pertumbuhan, 

perkembangan tanaman, kualitas pangan, 

produksi pangan serta mengurangi limbah 

penggunaan pupuk anorganik (Singh et al., 

2015). 

Disamping aplikasi ekstrak tanaman 

sebagai biostimulan, diketahui bahwa 

kombinasi ekstrak tanaman dengan asam 

humat memberikan efek sinergis untuk 

mendukung pertumbuhan dan perkembangan 

tanaman. Asam humat merupakan hasil 

penguraian bahan organik yang memiliki 

ketahanan terhadp proses dekompososi serta 

mempunyai karakteristik sebagai bahan koloid 

(Mollah et al., 2020). Sehingga kombinasi 

ekstrak nano pakis dan asam humat dapat 

dimanfaatkan untuk meningkatkan kadar 

klorofil. Tingginya kadar klorofil dapat 

meningkatkan proses fotosintesis hingga 

pertumbuhan dan produksi tanaman kedelai 

juga ikut meningkat.  

  

Bahan dan Metode 

 

Waktu dan tempat  

Penelitian ini dilaksanakan pada periode 

mei 2025 hingga Agustus 2025 di Laboratorium 

Fisiologi Tumbuhan dan Fasilitas Rumah Kaca, 

Departemen Biologi, FMIPA, Universitas 

Andalas, Padang. 

 

Rancangan penelitian 

Penelitian ini menggunakan metode 

eksperimen dengan pola Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) Faktorial yang melibatkan 2 

faktor perlakuan dan 6 ulangan. Faktor A ekstrak 

pakis terdiri dari kontrol, 100 mg/L ekstrak kasar 

pakis, 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L ekstrak 

nano pakis. Faktor B asam humat terdiri dari 

kontrol, 1200 mg/L dan 2500 mg/L asam humat 

 

Alat dan bahan penelitian  

Alat penelitian ini adalah hand spray, 

meteran, gelas ukur, batang pengaduk, 

timbangan analitik, polybag, kertas saring, oven, 

beaker glass, spektrofotometer, grinder, 

sentrifus, ball mill dan mortar. Bahan yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah benih 

kedelai (Glycine max), pakis (Diplazium 

esculentum), tanah Ultisol, pupuk KCl, pupuk 

urea, pupuk TSP, metanol dan aseton 80%. 

 

Pembuatan simplisia pakis (D esculentum) 

Daun pakis dicuci bersih kemudian 

selama kurang lebih satu minggu. Setelah 

sampel kering selanjutnya dihaluskan dengan 

grinder hingga menjadi simplisia kasar. Ekstrak 

kasar dari pakis dihaluskan kembali 

menggunakan ball mill untuk mendapatkan 

simplisia berukuran nano 

 

Pembuatan ekstrak pakis (D esculentum) 

Simplisia kasar dan nano pakis direndam 

oleh pelarut metanol. Didiamkan selama 2x24 

jam.  Setelah proses tersebut selesai, hasil 

ekstraksi dipisahkan dari residu melalui 

penyaringan. Filtrat yang diperoleh diproses 

menggunakan rotary evaporator hingga 

terbentuk ekstrak dengan konsistensi pekat. 

Ekstrak tersebut kemudian dilarutkan dengan 

aquades sesuai perlauan. 

 

Penanaman benih dan aplikasi kstrak 

Tanah Ultisol dibersihkan dari rumput 

kemudian dimasukan ke dalam polybag. Benih 

yang sudah dipilih selanjutnya disemai sebanyak 

3 benih dalam setiap polybag. Setelah tanaman 

sudah memasuki umur 7-10 hari setelah tanam 

dilakukan seleksi pertumbuhan dengan 

menyisakan satu tanaman yang memiliki 

pertumbuhan yang lebih optimal. Pemberian 

ekstrak dilakukan berdasarkan konsentrasi yang 

telah ditetapkan pada masing-masing perlakuan. 

Aplikasi pemberian perlakuan dimulai pada 2 

Minggu Setelah Tanam (MST)  hingga tanaman 

berada pada tahap akhir pertumbuhan vegetatif, 

dengan frekuensi pemberian satu kali dalam 

periode 14 hari. 

 

Pengujian kadar klorofil   

Pengukuran klorofil dilakukan 2 minggu 

setelah aplikasi biostimulan. sampel daun muda 

sebanyak 0,2 gr dihaluskan kemudian 

dihomogenisasi dengan 80% aseton 20 ml. 

selanjutnya ekstrak disentrifugasi selama 15 

menit untuk memisahkan natan dan supernatant. 

Kemudian dilakukan analisis klorofil sampel 

diukur dengan spektrometer panjang gelombang 

663; 645; 480 nm. Kandungan klorofil (mg/g) 

dihitung dengan metode Arnon dengan rumus 

berikut: 
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Klorofil a =  [(12.7 + A 663) − (2.69 x A645)]
V

1000 x W
 

Klorofil b =  [(22.9 + A 645) − (4.68 x A663)]
V

1000 x W
 

Klorofil total =  [(20.2 + A 645) − (8.02 x A663)]
V

100 x W
 

  

Keterangan:  

A : Nilai absorban pada panjang gelombang 

645 nm dan 663 nm 

V : Volume aseton yang dipakai  

W : Massa sampel daun yang dipakai 

 

Analisis data 

Data yang diperoleh dianalisis 

menggunakan analisis ragam (ANOVA). 

Apabila hasil menunjukkan adanya perbedaan 

nyata antar perlakuan, maka pengujian 

dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan’s New 

Multiple Range Test (DNMRT) pada taraf  

signifikansi 5%. 

 

Hasil dan pembahasan 

  

Kadar klorofil a 

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa 

pemberian berbagai konsentrasi ekstrak nano pakis 

dan asam humat, serta interaksi antara keduanya, 

tidak berpengaruh nyata terhadap kadar klorofil a 

tanaman kedelai. Rata-rata jumlah klorofil a pada 

tanaman kedelai yang diberi beberapa 

konsentrasi ekstrak nano pakis dan asam humat 

disajikan pada Gambar 1. 

 

 

 

 
Gambar 1. Rata-rata kadar klorofil a tanaman 

kedelai 28 HST setelah diberi   beberapa konsentrasi 

ekstrak nano pakis dan asam humat. Grafik 

memperlihatkan hasil kadar klorofil a tanaman 

kedelai (a) faktor ekstrak nano pakis (b) faktor 

ekstrak asam humat (c) faktor interaksi ekstrak nano 

pakis dan asam humat. Tanda (*) pada 100 

merupakan indikasi ekstrak yang digunakan adalah 

ekstrak kasar. Data merupakan rata-rata ± SE, n= 6. 

 

Kadar klorofil b 

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa 

pemberian berbagai konsentrasi ekstrak nano pakis 

dan asam humat, serta interaksi antara keduanya, 

tidak berpengaruh nyata terhadap kadar klorofil b 

tanaman kedelai. Rata-rata jumlah klorofil b pada 

tanaman kedelai yang diberi beberapa konsentrasi 

ekstrak nano pakis dan asam humat disajikan pada 

Gambar 2.  
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Gambar 2. Rata-rata kandungan klorofil b tanaman 

kedelai 28 HST sebagai respon terhadap pemberian 

berbagai perlakuan ekstrak nano pakis dan asam humat. 

Grafik memperlihatkan hasil kandungan klorofil b 

tanaman kedelai (a) faktor ekstrak nano pakis (b) faktor 

ekstrak asam humat (c) faktor interaksi ekstrak nano 

pakis dan asam humat. Tanda (*) pada 100 merupakan 

indikasi ekstrak yang digunakan adalah ekstrak kasar. 

Data merupakan rata-rata ± SE, n= 6. 

 

Kadar klorofil total 

Hasil analisis statistik, aplikasi ekstrak nano 

pakis dan asam humat pada berbagai tingkat 

konsentrasi, baik diberikan secara terpisah maupun 

dalam kombinasi keduanya, tidak menimbulkan 

perbedaan yang signifikan terhadap kandungan 

klorofil total pada tanaman kedelai. Rata-rata 

jumlah klorofil total pada kedelai yang diberi 

beberapa konsentrasi ekstrak nano pakis dan asam 

humat disajikan pada Gambar 3.  

 

 
 

 

 
Gambar 3. Rata-rata kandungan klorofil total tanaman 

kedelai 28 HST sebagai respon terhadap pemberian 

berbagai perlakuan ekstrak nano pakis dan asam humat. 

Grafik memperlihatkan hasil kandungan klorofil total 

tanaman kedelai (a) faktor ekstrak nano pakis (b) faktor 

ekstrak asam humat (c) faktor interaksi ekstrak nano 

pakis dan asam humat. Tanda (*) pada 100 merupakan 

indikasi ekstrak yang digunakan adalah ekstrak kasar. 

Data merupakan rata-rata ± SE, n= 6. 

 

Pembahasan 

 

Perlakuan ekstrak nano pakis dan asam 

humat serta interaksi keduanya tidak 

menunjukkan pengaruh yang signifikan secara 

statistik. Namun, perlakuan tunggal ekstrak nano 

pakis dengan konsentrasi 150 mg/l dan asam 

humat 1200 mg/L memberikan hasil cenderung 

lebih tinggi dalam meningkatkan rata-rata 

klorofil a, b dan total dibandingkan perlakuan 

kontrol. sedangkan untuk kombinasi ekstrak 

nano pakis dan asam humat cenderung 

meningkatkan klorofil a, b dan total yaitu pada 

konsentrasi 150 mg/L dan 1200 mg/L.  

Ekstrak nano pakis diduga dapat 

meningkatkan penyerapan biostimulan tanaman, 

sehingga berpotensi mendukung peningkatkan 

jumlah klorofil pada kedelai. Ekstrak dalam ukuran 

nano berpotensi mengoptimalkan efisiensi 

fotosintesis dan kandungan klorofil tanaman, 

ekstrak nano Padina minor lebih efisien 

meningkatkan kadar klorofil dibanding ekstrak 

kasarnya (Shayen et al., 2023). Noli & Labukti 

(2022) melaporkan bahwa aplikasi ekstrak paku 

resam (Gleichenia linearis) konsentrasi 100 mg/L 

memberi pengaruh terhadap kandungan klorofil a, 

sedangkan pada klorofil a dan klorofil b tidak 

signifikan. 

Asam humat dengan konsentrasi 35 mg/L 

yang diaplikasikan melalui daun dapat 

berkontribusi terhadap peningkatan kadar klorofil 

a, b, maupun kandungan klorofil total tanaman 

kangkung (Rahmandhias & Rachmawati, 2020). 
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Pemberian biostimulan dan unsur hara yang tetap 

lebih efisien disesap jaringan tanaman sehingga 

dapat meningkatkan kandungan klorofil. 

Pemberian bahan organik dapat berperan dalam 

meningkatkan ketersediaan unsur hara di tanah 

sehingga mendukung kebutuhan nutrisi tanaman. 

Unsur hara yang mencukupi akan membatu 

pembentukan klorofil, sehingga mendukung 

berlangsungnya proses fotosintesis secara efisien 

yang dipengaruhi oleh keberadaan cahaya matahari 

(Rasyidi et al., 2024).  

Kandungan klorofil dapat digunakan 

sebagai salah satu parameter fisiologis untuk 

menggambarkan aktivitas fotosintesis pada 

tanaman. pembentukan klorofil sangat berkaitan 

dengan ketersediaan unsur hara tertentu didalam 

tanaman. Nitrogen (N) memiliki peran penting 

dalam proses sintesis klorofil, sedangkan 

Magnesium (Mg) berfungsi sebagai atom pusat 

penyusunan molekul klorofil serta berperan dalam 

proses transfer energi (Adisti et al., 2023). 

Kandungan pigmen hijau pada daun memiliki 

variasi antar tanamn maupun antar bagian daun 

yang dipengaruhi oleh karakter visual daun 

tersebut. Intensitas warna hijau pada daun dapat 

menjadi gambaran tingkatan keberadaan klorofil 

pada jaringan tanaman (Dharmadewi, 2020). 

Kandungan klorofil cenderung meningkat pada 

tahap vegetatif kemudian menurun saat memasuki 

tahap generatif (Wahyuni et al., 2023). 

 

Kesimpulan 

 

Aplikasi ekstrak nano pakis dan asam 

humat, baik secara tunggal maupun interaksi 

keduanya, tidak signifikan terhadap kandungan 

klorofil a, b, dan total. Namun, perlakuan 

tunggal ekstrak nano pakis 150 mg/L dan asam 

humat 1200 mg/L serta kombinasi antara 

keduanya mengindikasikan adanya peningkatan 

kadar klorofil a, b, dan total pada kedelai. 
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