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FAKTOR-FAKTOR YANG MEMPENGARUHI AKTIVITAS
NITRAT REDUKTASE IN VIVO DAUN KOPI ROBUSTAY)

(FACTORS AFFECTING IN VIVO NITRATE REDUCTASE
ACTIVITY OF ROBUSTA COFFEE LEAVES)

Abdul Mukti Nur*?}, Djoko Isbandi™**, Hari Hartiko™"

Abstract

" Factors affecting /n vive nitrate reductase activity (NRA) of robusta coffee leaves were investigaled: Enzyme ac-
tivity dropped sharply at pH 8.0 — 9.0 of the incubation medium (0.1 M Na-phosphate buffer). The pH 7.5 was
found to be optimal for ir vive NR assay of robusta coflce leaves. The optimum nitrate concentration was 0.1 M. The
use of n-propanol and n-butanol as a buffer component were less effcctive than sodium dodecyl sulfate (SDS) in en-
chancing enzyme aclivity. The optimum concentration of the organic solvent was 2% (v/v), 1% (v/v), and 0.08%
(w/Vv), respectively.

Soaking the leal slices in buffer medium containing its component for 24 hours before assay had a negative ef-
fect. On the contrary, presoaking the leaf slices in 0.1 M Na-phosphate buflfer (pH = 7.5) without its component lor
24 hours lollowed by assay in buffer containing 0.08% SDS and 0.1 M NaNQ, caused a significant increase in NRA.
The use of leaf slices (+ 1.0 ¢, x 0.1 cm) .enhanced NRA signilicantly as compared 1o leaf discs (+ 1.0 cm in
diameter).

Ringkasan

Beberapa faktor yang mempengaruhi aktivitas nitrat reduktase (ANR) in vive daun kopi robusta telah diteliti.
ANR mengalami penurunan tajam pada pH medium (larutan penyangga 0,1 M Na-pospat) 8,0 — 9,0. pH medium
assay optimum adalah 7,5 dan kadar nitrat optimum 0,1 M. Penggunaan n-propanol dan n-butanol sebagai kom-
ponen larutan penyangga kurang efektif dibanding sodium dodecyl sulfaie (SDS). Kadar optimum ke 3 pelarut
organik (ersebut berturut-turut adalah 2% (v/v), 1% (v/v), dan 0,08% {w/v).

Perendaman irisan daun dalam larutan penyangga berisi komponennya selama 24 jam sebelum assay
berpengaruh negatip terhadap ANR. Perendaman irisan daun 24 jam sebelum assay dalam larutan penyangga 0,1 M
Na-f)ospal (pH = 7.5) diikuti assay menggunakan larutan penyangga segar (baru) berisi 0,08% $DS dan 0,1 NaNO,
menghasilkan ANR tertinggi dibanding cara assay yang lain. Penggunaan irisan daun berukurap + 0,1 cm X 1,0 cm
menghasilkan A-NR lebih tinggi dibanding piringan daun (diameter + 1,0 cm).

Pendahuluan

Tanaman menyerap nitrogen (N) terutama dalam bentuk nitrat (NO, ) (Bidwell,
1979: Novoa dan Loomis, 1981). Dalam tubuh tanaman nitrat harus direduksi men-
jadi ammonia (NH,) agar dapat dimanfaatkan lebih lanjut dalam proses metabolisma
nitrogen tanaman. Nitrat reduktase (NR) merupakan enzim tanaman yang diyakini
menjadi faktor pembatas laju reduksi nitrat menjadi ammonia dan memegang
peranan sangat penting dalam mengatur sintesis.senyawa-senyawa nitrogen tanaman
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(Beevers dan Hageman, 1969; Croy dan Hageman, 1970; Huffaker dan Rains, 1978).
Banyak hasil penelitian melaporkan bahwa tingkat aktivitas nitrat reduktase (ANR)
dapat digunakan sebagai salah satu kriteria seleksi tanaman berdaya hasil tinggi
(Deckard er al., 1973; Johnson er af., 1976; Singh et al., 1976; Dalling dan Loyn,
1977). Tingkat aktivitas NR juga dilaporkan dapat digunakan sebagai parameter
dalam menentukan status N tanaman (Qoterhuis dan Bate, 1983).

Tingkat aktivitas NR dalam jaringan tanaman dipengaruhi banyak faktor ter-
masuk metoda pengukurannya. Aktivitas NR dapat diukur menggunakan metoda
assay i1 vifro maupun in vivo, Metoda s vitro mengukur aktivitas enzim dafam kon-
disi yang optimum yang dalam hal ini jarang ditemui pada kondisi sebenarnya.
Perusakan jaringan selama ekstraksi dan permunian enzim sering ikut melarutkan
zat-zat penghambat yang dapat menurunkan aktivitas enzim (Wallace, 1973; Eck dan
Hageman, 1974). Assay in vitro juga memerlukan banyak peralatan yang cukup
rumit. Assay in vifro lebih sederhana. Pada metoda in vivo struktur jaringan diper-
tahankan tetap utuh. Aktivitas enziny yang terukur tergantung pada keadaan dakhil
(internal) sel sehingga lebih memberikan gambaran aktivitas fisiologi enzim yang
sebenarnya.

Pengujian aktivitas NR menggunakan metoda in vive tetah dilakukan banyak
peneliti (Bate ef al., 1978; Perez dan Kliewer 1978; Hartiko, 1979; Lin dan Kao, 1980;
Hog et al., 1983; Lilo, 1983). Aktivitas NR in vivo didasarkan pada besarnya penim-
bunan nitrit (NO,) dalam medium assay. Banyak faktor yang mempengaruhi
pelepasan nitrit ke dalam medium, antara lain vaitu kadar substrat dafam medium,
pH medium, ukuran dan berat polongan daun yang digunakan, dan macanm serta
kadar pelarut organik yang digunakan untuk meningkatkan permeabilitas membran
sel.

- Kondisi assay NR in vive yang optimum beragam tergantung pada jenis
tanamannya. Tulisan ini menyajikan hasil penelitian mengenai faktor-fakior yang
mempengaruhi aktivitas NR in vivo pada (anaman kopi robusta.

Bahan dan Cara

-t
Daun-daun muda yang sudah berkcembang penuh diambil dari cabang plagiotrop
koni robusta yang tidak menunjukkan adanya dormansi pucuk. Daun dibersihkan
dengan kertas tissu yang telah dibasahi akuades dan diiris kecil-kecil (£ 1,0 cm X
0,1 cm) dengan meninggalkan bagian pangkal, ujung. dan ibu tulang daun. Pengam-
bilan contoh daun dilakukan pagi hari sckitar pukul 08.00 — 09.00.

Tiga ratus miligram irisan daun dimasukkan ke dalam tabung hitam berisi 10 ml
larutan penyangga 0,1 M Na-pospat (pH = 7.5). Kemudian ke dalam medium ditam-
bahkan substrat 0,1 M NaNQ, dan diinkubasikan sclama 1 — 3 jam. Untuk penen-
tuan NR sejumiah 0,1 ml alikuot dimasukkan ke datam tabung reaksi berisi 0,5 ml
0.2% N-naphtyletylenediamine dichloride dan 0.5 ml 0. 1% sulfanilamide (dalam 3 N
HCl. Campuran dikocok kuat-kual mengeunakan mesin kocok dan warna dibiarkan
berkembang selama -+ 15 meni(, kemudian ditambahkan akuades sehingga volume
akhir menjadi 3 ml. Larutan dalam tabung reaksi tersebut kemudian dipindahkan ke
dalam kuvet spektrofotometer dan dibaca absorbansinya pada panjang gelombang
540 nm dengan menggunakan blanko sebagai standar absorbansi nol. NR dinyatakan
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dalam mikromole nitrit yang dihasilkan per jam per gram berat basah daun (mole
NO, /gbb./jam}).

Untuk mendapatkan kondisi assay yang optimum dilakukan optimasi terhadap
pH. kadar substrat NaNO;, kadar zat pelarut organik yang digunakan sebagai kom-
ponen medium, dan ukuran potongan daun yang digunakan. Pengaruh perendaman
dalam bermacam komponen medium terhadap aktivitas NR juga dipelajari.

Penelitian dilakukan di laboratorium Biokimia Fakultas Biologi Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta.

Hasil dan Pembahasan
Pengaruh pH dan Kadar Substrat dalam Medium Assay

Aktivitas NR (ANR) sangat dipengaruhi oleh pH medium. pH optimum berkisar
antara 7,0 — 7,5 dengan tingkat ANR tertinggi diperoleh pada pH 7,5. Pada
pH 8,0 — 9,0 ANR mengalami penurunan yang tajam. Pada kisaran pH tersebut
aktifitas enzim tercatat hanya 16 — 18% ANR maksimum {Gambar 1). Umumnya pH
optimurn medium assay ANR in vivo didapatkan pada pH 7,0 — 7,5 (Nicholas ef a/.,
1976; Perez & Kliewer, 1976; Bate ef al., 1978; Fakorede & Mock, 1978). pH optimum
médium assay dipengaruhi kecuali oleh jenis tanaman juga oleh umur tanaman dan
daun, dan kandungan asam organik dakhil {(endogen) dalam jaringan (Eck &
Hageman, 1974). ' o
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Pengaruh penambahan substrat ke dalam medium assay tertera pada daftar 1.
Nampak bahwa tanpa penambahan substrat ke datam medium assay taraf ANR pada
1 jam inkubasi masih cukup tinggi, tetapi pada 2 dan 24 jam inkubasi taraf ANR
sudah sangat menurun. Hal ini memberikan petunjuk adanya nitrat dakhil dalam ja-
ringan yang tersedia sebagai substrat enzim tetapi jumlahnya sudah sangat berkurang
dalam beberapa jam inkubasi. Nitrat dalam jaringan tanaman sebagian besar ter-
dapat dalam vakuola tetapi tidak tersedia sebagai substrat enzi. Nitrat dalam bentuk
tersedia sebagai substrat dan berperan juga sebagai "’inducer’’ yang efektip untuk NR
terdapat dalam sitoplasma tetapi jumlahnya sangat kecil (Aslam ef al., 1976; Hog et
al., 1983; Mills & Lips, 1984). Penambahan nitrat ke dalam medium assay kecuali
sebagai substrat diduga juga membantu mencegah enzim menjadi inaktip (Mills &
Lips, 1984). Kadar nitrat optimum berkisar antara 0,05 — 0,2 M'NaNOQO, , Namun un-
tuk penelitian-penelitian berikutnya digunakan kadar 0,1 M NaNO,. Pada kadar
tersebut aktivitas enzim mencapai 98% ANR maksimum. ' '

Daftar 1. Pengaruh kadar nitrat dafam medium assay terhadap AND (u mole
NQ,; /gbb./jam)

{Table 1. Effect of nitrate concentrations assay medium on NRA u mole

NO, /gfw/h)
Inkubasi (jam)
Kadar NO, (M) (hours in incubation) IRala-rala
(No, cone,, M} - ; {mean)
! 2 P
0.0 0,730 0,057 0.026 0.27! be
0,05 0,099 0,133 7.613 2,578 a
0,1 0,213 0,201 7.670 2,695 a
0,2 0,714 0,228 7.296 2,746 a
(1] 1,429 0,107 2,971 1,803 d
0.6 1,001 0,194 0,504 0,570 b
1,0 0,269 0,057 0,012 0.113 ¢

Catatan : Ujibeda nyata menurut Duncan pada taraf 5%, angka yang diikuti oleh
huruf yang sama tidak berbeda nyata.

(note : DMRT at 5% level, numbers which followed by same letters were not
significant}

Pengaruh Zat Pelarut Organik dan Perendaman dalam Berbagai Macam Komponen
Medium Assay

Tig?l pelarut organik, yaitu n-propanol, n-butanol, dan sodium dodecy! sulfate
(SDS) digunakan dalam penelitian ini. Kadar optimum ke 3 pelarut organik tersebut
berturut-turut adatah 2% (v/v), 1% (v,v), dan 0,08% (w/v) (gambar 2a, 2b, dan 2¢),

Pengaruh masing-masing zat pelarut organik fersebut terhadap ANR tercantum pada
daftar 2. '
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Gambar 2. Pengarnh kadar n-propanol (a), n-buianol (b}, dan SDS (¢) terhadap
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Effect of n-propanol ta), n-butanol (b), and 5DS fc) concentrations on
NRA (average of 4'replications, one hour of incubation). Means with the
sarne letter are not significanify different at 5% level)

(Figure 2.
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Terlihat bahwa penggunaan pelarut organik sebagai komponen medium assay
berpengaruh positip terhadap ANR, walaupun efektifitasnya tidak sama. Dalam hal
ini penggunaan 0,08% SDS paling efcktip. Propanol (2%, v/v) lebih efektip diban-
ding butanol (1%, v/v), walaupun secara statistik perbedaannya tidak nyata (daftar
2).

Daftar 2. Pengaruh penambahan pelarnt organik terhadap ANR (i mole
NQ, /ghb./jam)

(Table 2. Effect of various organic solvents on NRA, u mole NO, /gfw/h)

Inkubasi (jam) -
Pelarui Organik (Hours af incubation) Rara-raia

(Organik solvents) {Mean)
! 2

2 n-propanol 0,274 0.479 ‘ 0.602 b

1% n-butanol 0,570 0.271 . 0421 b

0,08% SDS 1,220 0,747 0984 a

kontrol (rone) 0,040 0.065 0,053 ¢

Catatan : -Uji beda nyata menurut Duncan pada taraf 5%, angka yang diikuti oleh
huruf yang sama tidak berbeda nyata.

(note : DMRT at 5% level, numbers which followed by same letters were not
stenificant) .

Perendaman bahan 24 jam sebelum assay dalam medium larutan penyangga 0,1
M Na-pospat (pH = 7,5} bersama komponennya ternyata berpengarih negatip
terhadap ANR. Aktifitas enzim lebih rendah dibanding aktivitas enzim hasil
pengukuran langsung dengan menggunakanp medium assay yang sama. Tetapi
bita perendaman dilakukan menggunakan medium larutan penyangga 0,1 M
Na-pospat sa_la tanpa komponennya, kemudian assay dilakukan dengan cara meng—
ganti medium' perendaman dengan medium assay segar (baru) berisi komponennya,
maka ANR secara nyata meningkatl. Dengan cara perencaman ini ANR meningkat
sebesar 57 — 111 kali lebih dibanding ANR kontrol dengan cara assay langsung tanpa
menggunakan pelarut organik (gambar 3).
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Gambar 3. Pengaruh bermacam kondisi assay terhadap ANR (rafa-rata dari 4 nlang-

(Figure 3.

an, inkubasi 1 jam),
Angka rata-rata dengan huruf vang sama fidak berbeda nyaia pada taraf
55,
Keterangan : @ ANR diukur langsung (tanpa perendaman)
M : Daun direndam 24 jam sebelum assay dalam larutan
penyangga U, TM Na-pospat berisi komponiennya.

: Daun direndam 24 jam sebelum assay dalam larutan

2 penyvangga U, IM Na-pospat (anpa kompenennya.

Effect of various assayx coaditions on NRA (average of 4 replications, one
hour of incuhation). Means with the same letter are not significantly dif-

ferent ar §% level)

Notes C o NRA were assaved directly without presoaking.
in - Leal slices were soaked 24 howrs before assav in U, 1M
Na-phasphate  buffer medivim  containing its com-
ponent.
A - [eaf slices were soaked 24 howrs before assay in U, 1M
Na-phosphate buffer mediunm without its component.
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Dari gambar 3 juga terlihat bahwa dengan cara perendaman ini penggunaan pro-
panol dan butanol sebagai komponen medium assay kurang efektip, ANR yang
dihasilkan masih lebih rendah dibanding ANR hasil pengukuran tanpa menggunakan
pelarut organik.

Penambahan pelarut organik ke dalam medium assay sudah banyak dilakukan.
Zat pelarut organik berperan menurunkan tegangan permukaan larutan medium dan
meningkatkan permeabilitas membran sel sehingga memungkinkan difusi nitrat ke
dalam jaringan dan atau difusi nitrit ke luar jaringan berlangsung lebih baik (Nicholas
et al., 1976; Fakorede & Mock, 1978: Lin & Kao, 1980; Lilo, 1983).

Hasil penelitian assay ANR dengan cara perendaman di atas ada kesesuaian
dengan hasil penelitian Hartiko (1979} pada kelapa. Hartike (1979) menduga ter-
dapatnya pelarut organik dalam medium perendaman mungkin menyebabkan ter-
jadinya denaturasi atau disosiasi NR menjadi sub unit-sub unitnya yang
mengakibatkan enzim tidak aktip. Di lain pihak, perendaman bahan 24 jam dalam
medium larutan penvangga 0,1 M Na-pospat (pH = 7,5) membantu difusi senyawa
penghambat ke luar jaringan. Terdapatnya senyawa-senyawa penghambat NR dalam
jaringan daun telah dikemukakan Wallace (1973), Eck & Hageman (1974), dan Purvis
& Tieschler (1976).

Pengaruh Ukuran Potongan Daun

Pengaruh ukuran potongan daun terhadap ANR dapat dilihat pada gambar 4.
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Gambar 4. Pengaruh bentuk/ukuran potongan daun terhadap ANR (rata-rata
dari 4 wlangan, inkubasi 2 jam). Angka rata-rata berbeda nyata pada
taraf 5%. irisan, W piringan.

(Figure 4. Effect of leaf segment size on NRA (average of 4 replications, 2 Hours
of incubation). Means significantly different at 5% level. TR leaf
stices, leaf discs.
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Pemotongan daun menjadi bentuk irisan kecil-kecil berukuran + 0,! x 1,0 cm
menghasilkan ANR nyata lebih tinggi dibandingkan dengan yang dihasilkan
potongan daun berukuran lebih besar dalam bentuk piringan {diameter + 1,0 cm).
Peningkatan ANR bahan irisan ("’ leaf slices’’) mencapai lebih dari 2,5 kali bahan pi-
ringan (*’leaf discs’”). Lin & Kao (1980} menduga difusi nitrat ke dalam jaringan
bertangsung melalui bidang potongan daun dan difusi nitrit ke luar jaringan juga
melalui jalur yang sama. Pemotongan daun dalam bentuk irisan kecil-kecil dapat
memperiuas bidang permukaan potongan sehingga memungkinkan proses difusi
berlangsung lebih cepat. Lilo (1983) menyebutkan difusi nitrit ke dalam medium dari
potongan daun berukuran lebar 2 mm berlangsung lebih cepat dibandingkan laju
difusi irisan daun dengan ukuran lebih lebar (6 mm). Lin & Kao (1980) melaporkan
ANR daun ’triticale’’ berkurang dengan makin lebarnya ukuran irisan daun.
Disebutkan lebar irisan daun optimum adalah 1 — 2 mm.

Kesulitan pada metoda irisan terletak pada usaha membuat ukuran irisan
seragam, mengingat cara pemotongan yang dilakukan secara manual. Untuk itu perlu
dikembangkan teknik pemotongan yang menjamin keseragaman ukuran irisan daun.

Kesimpulan

Berdasarkan pada hasil-hasil penelitian ini dapat ditarik beberapa kesimpulan :

I. pH medium {larutan penyangga 0,1} M Na-pospat) optimum untuk assay ANR in
vivo daun kopi robusta adalah 7,5. Kadar substrat optimum adalah 0,1 M
NaNG, .

2. Penambahan zat pelarut organik ke dalam medium assay meningkatkan ANR.
Kadar optimum pelarut organik n-propanol, n-butano!, dan SDS berturut-turut
adalah 2%, 1% dan 0,08% . Penggunaan propanot dan butanol sebagai komponen
medium assay kurang efektip dibanding SDS.

3. Perendaman bahan 24 jam sebelum assay dalam larutan penyangga 0,1 M Na-
pospat (pH = 7,5) berisi pelarut organik menekan ANR. Perendaman bahan 24
jam sebelum assay dalam larutan penyangga 0.1 M Na-pospat (pH = 7,5) diikuti
assay menggunakan 0,1 M Na-pospat (pH = 7.5} berisi 0,08% SDS dan 0,1 M
NaNQO, menghasilkan ANR paling tinggi.

4. Penggunaan irisan daun berukuran + 0.1 cm x 1,0 cm menghasilkan ANR lebih
tinggi dibanding piringan daun (diameter + {0 cm). .
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