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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan screening bakteri penghasil enzim pektinesterase (PE) yang
berpotensi dalam proses klarifikasi sari buah jeruk keprok garut (Citrus nobilis var microcarpa) serta mengetahui
karakteristik enzim pektinesterase yang dihasilkan (pH optimum, suhu optimum, kestabilan pH dan suhu, serta nilai K,
danV__ ). Hasil screening didapatkan isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2 sebagai isolat penghasil enzim pektinesterase
yang berpotensi dalam proses klarifikasi sari buah jeruk keprok garut. Aktivitas enzim pektinesterase isolat AR 2,
AR 4, AR 6 dan KK 2 berturut-turut optimum pada pH 8; pH 7,5; pH 8,5; dan pH 6,5, serta stabil pada pH 4-9, pH
4-9, pH 6-9, dan pH 3-8. Suhu optimum enzim pektinesterase isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2 berturut-turut
adalah 55°C, 60°C, 55°C, dan 60°C. Enzim pektinesterase isolat AR 2 stabil pada suhu 30-50°C dan inaktif pada suhu
80°C, enzim pektinesterase isolat AR 4 dan KK 2 stabil pada suhu 30-60°C dan inaktif pada suhu 90°C, sedangkan
enzim pektinesterase isolat AR 6 stabil pada suhu 30-60°C namun belum inaktif pada suhu 90°C. Nilai konstanta
Michaelis-Menten (K,,) enzim pektinesterase isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2 berturut-turut adalah 0,604; 0,338;
0,971; dan 0,392 mg/ml. Sedangkan nilai kecepatan maksimum (V,_ ) enzim pektinesterase isolat AR 2, AR 4, AR
6, dan KK 2 berturut-turut adalah 1,218; 0,826; 0,969; dan 1,080 U/ml. Enzim pektinesterase isolat KK 2 memiliki
karakteristik yang paling sesuai untuk aplikasi dalam klarifikasi sari buah jeruk keprok garut dibandingkan dengan
enzim pektinesterase isolat lainnya.

Kata kunci: Enzim, klarifikasi, pektin, pektinesterase, jeruk keprok garut

ABSTRACT

The objective of this research was screening of pectinesterase (PE) producing bacteria which are potential in clarification
of keprok garut citrus juice (Citrus nobilis var microcarpa) and characterization of the resulted pectinesterase (optimum
pH and temperature, pH and thermal stability, K,, and V). The screening result showed that enzyme of isolates AR
2, AR 4, AR 6, and KK 2 was found to be a potential enzyme for clarification of keprok garut citrus juice. Enzyme
pektinesterase of isolates AR 2, AR 4, AR 6, and KK 2 had optimum pH at 8; 7.5; 8.5; and 6.5 and stable at pH 4-9,
4-9, 6-9, and 3-8. The optimum temperature enzyme of isolates AR 2 and AR 6 were 55°C and that of AR 4 and KK 2
were 60°C. Enzyme of isolate AR 2 was stable at 30-50°C and inactive at 80°C, AR 4 and KK 2 were stable at 30-60°C
and inactive at 90°C whereas AR6 was stable at 30-60°C and still wasn’t inactive at 90°C. K, value of isolates AR 2,
AR 4, AR 6, and KK 2 were 0.604; 0.338; 0.971; and 0.392 mg/ml. V__ value of isolates AR 2, AR 4, AR 6, and KK
2 were 1.218; 0.826; 0.969; and 1.080 u/ml. Pectinesterase enzyme of isolates KK 2 was found to be the most potential
enzyme for clarification of keprok garut citrus juice.

Keywords: Clarification, enzyme, keprok garut citrus, pectin, pectinesterase
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PENDAHULUAN

Jeruk keprok garut (Citrus nobilis var. chrysocarpa)
merupakan jeruk lokal Indonesia yang berdasarkan Keputusan
Menteri Pertanian No: 760/KPTS.240/6/99 telah ditetapkan
sebagai Jeruk Varietas Unggul Nasional. Data produksi jeruk
keprok di kabupaten Garut mengalami peningkatan dari
117.146 Kw pada tahun 2011 menjadi 144.553 Kw pada
tahun 2012 (BPS Kabupaten Garut, 2014). Jeruk keprok garut
berkulit buah tipis, kasar, mudah terlepas dan mudah patah
sehingga menyebabkan kesulitan pasca panen (Soelarso,
1996). Sebagian besar buah jeruk juga diperdagangkan dan
dikonsumsi dalam bentuk segar sehingga pada bulan puncak
panen menyebabkan kesulitan dalam penyimpanan (Hanif
dan Zamzami, 2012). Oleh karena itu, diperlukan proses
pengolahan jeruk keprok garut untuk mengoptimalkan
potensi, memperpanjang umur simpan, dan meningkatkan
nilai ekonominya.

Salah satu bentuk pengolahan buah yang menjadi tren
produk minuman adalah sari buah. Namun, sari buah jeruk
cenderung semakin keruh dan kental selama penyimpanan
yang disebabkan oleh polisakarida seperti pektin, pati, dan
komponen hemiselulosa (Sharma dan Chand, 2012). Sari
buah yang keruh merupakan suspensi koloid dari pektin,
polisakarida netral yang larut dalam asam, gula (fruktosa,
glukosa dan sukrosa), protein, lipid dan mineral. Suspensi
tersebut sebagian besar berasal dari jaringan buah yang hancur
selama pemprosesan buah (Benitez dan Lozano, 2006). Pektin
juga dapat menghambeat filtrasi sari buah karena membentuk
lapisan gel yang sangat kental (Rai dkk., 2006). Pembentukan
gel terjadi akibat adanya ikatan hidrogen antara grup karboksil
bebas pada molekul pektin dan antara grup hidroksil molekul
lain (Raj dkk., 2012). Pektin dan hemiselulosa juga dapat
mengikat komponen fenolik dan protein selama proses dan
penyimpanan yang menghasilkan pembentukan senyawa
komplek yang irreversible sehingga menyulitkan klarifikasi
(Minh, 2014). Oleh karena itu, pada proses industri biasanya
dilakukan proses depektinasi menggunakan enzim untuk
menghilangkan pektin yang ada dalam sari buah.

Pektinesterase atau Pektin Metil Esterase (PME) atau
pektin metoksilase atau pektin dimetoksilase (kode : EC
3.1.1.11) merupakan salah satu enzim pektinase yang biasa
digunakan untuk proses depektinasi dalam industri sari buah.
Menurut Basak dan Ramaswamy (2001) pektinesterase
merupakan enzim yang berpengaruh dalam klarifikasi sari
buah jeruk. Pektinesterase mengkatalisis hidrolisis pektin yang
ada dalam sari buah jeruk menjadi asam pektat dan methanol.
Ikatan silang asam pektat dan ion kalsium meningkatkan berat
molekul pektin, mengurangi kelarutan pektin sehingga terjadi
flokulasi yang menyebabkan hilangnya kekeruhan pada sari

buah dan terjadi klarifikasi spontan (Ingallinera dkk., 2005).

Untuk aplikasi industri, enzim harus stabil dalam
kondisi proses. Mikroorganisme termofilik diyakini sebagai
alternatif sumber potensial yang baik dari enzim termostabil.
Menurut Egas dkk., (1998) enzim dari bakteri termofilik
sering memiliki aktivitas katalitik dan stabilitas yang lebih
tinggi daripada enzim dari mikroorganisme mesofilik.
Penggunaan suhu yang lebih tinggi dalam proses industri
dapat mengurangi risiko kontaminasi yang disebabkan oleh
mikroorganisme mesofilik (Gaur dkk., 2012). Keuntungan
penggunaan enzim termostabil adalah menurunkan jumlah
enzim yang dibutuhkan dalam reaksi karena semakin
meningkat suhu proses maka tingkat kecepatan reaksi juga
meningkat (Zamost dkk., 1991).

Produksi enzim menggunakan mikroba memiliki
kelebihan yaitu mikroorganisme dapat berkembang biak
dengan cepat, pertumbuhan relatif mudah diatur, enzim yang
dihasilkan tinggi sehingga menurunkan biaya produksi dan
enzim lebih stabil (Yusak, 2004). Di samping itu, proses
produksi tidak dipengaruhi oleh faktor iklim maupun cuaca
dan dapat dilakukan manipulasi genetik serta pengaturan
lingkungan untuk meningkatkan hasil (Bharwaj dan
Garg, 2010). Mikroorganisme yang telah diketahui dapat
memproduksi enzim pektinesterase antara lain Phytophthora
infestans (Forster, 1988), Erwinia chrysanthemi B34l
(Pitkanen dkk., 1992), Saccharomyces cerevisiae (Gainvors
dkk., 1994), Lachnospira pectinoschiza (Cornick dkk.,
1994), Pseudomonas solanacearum (Schell dkk., 1994),
Aspergillus niger (Maldonado dkk., 1994; Maldonado dan
Saad, 1998), Lactobacillus lactis subsp. Cremoris (Karan
dan Belarbi, 1995), Penicillium frequentans (Kawato
dkk., 1999), E. chrysanthemi 3604 (Laurent dkk., 2000),
Penicillium occitanis (Hadj-Taieb dkk., 2002), A. japonicus
(Semenova dkk., 2003) dan Fusarium asiaticum (Glinka
dan Liao, 2011). Jayani dkk. (2005) menyampaikan bahwa
sejumlah PE mempunyai berat molekul berkisar antara 35-50
kDa, aktif pada pH antara pH 4,0 — 8,0 dan optimum pada
suhu 40-50°C. Pada penelitian Schink dan Zeikus (1983),
enzim pektinesterase yang dihasilkan oleh bakteri termofilik
Clostridium thermosulfurogenes menunjukkan aktivitas stabil
dan aktif pada suhu tinggi yaitu > 60° C.

Penelitian screening isolat bakteri termofilik penghasil
enzim pektinesterase yang bersumber dari limbah sayuran
dan limbah kulit jeruk keprok garut ini diharapkan mampu
menghasilkan enzim yang berpotensi dalam proses klarifikasi
sari buah jeruk keprok garut. Penelitian ini juga bertujuan
untuk mengetahui karakteristik enzim pektinesterase yang
dihasilkan oleh isolat bakteri termofilik. Aplikasi enzim
pektinesterase pada sari buah jeruk keprok garut diharapkan
dapat mengurangi kekeruhan dan menurunkan viskositas sari
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buah jeruk, sehingga dapat memberikan peluang pemanfaatan
jeruk keprok garut sebagai bahan baku pembuatan minuman
sari buah jernih, terutama pada skala industri.

METODE PENELITIAN

Bahan

Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian ini
didapatkan dari Laboratorium Rekayasa Proses Pengolahan
Pangan dan Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas
Sebelas Maret, yaitu isolat AR 1, AR 2, AR 3, AR 4, AR 5,
AR 6,AR 7, AR 8, dan AR 9 (isolasi dari limbah sayuran) dan
isolat KK 1, KK 2, KK 3, KK 4, dan KK 5 (isolasi dari limbah
kulit jeruk keprok garut). Semua isolat merupakan bakteri
Gram negatif (kecuali AR 5), endospora negatif, dan katalase
positif dengan bentuk bulat atau batang. Klarifikasi sari buah
jeruk menggunakan buah jeruk keprok garut yang diperoleh di
pasar Gedhe Surakarta. Bahan analisis penelitian antara lain
menggunakan yeast extract, Natrium Hidroksida (NaOH),
Natrium Hidrogen Fosfat (Na,HPO,), Kalium Dihirogen
Fosfat (KH,PO,), Magnesium Sulfat (MgSO,.7H,0), Kalium
Klorida (KCl), bacteriological agar, Ammonium Sulfat
(NH,),SO, buffer asetat, buffer fosfat dan buffer Karbonat-
bikarbonat dari MERCK serta pectin citrus dari SIGMA.

Tahap L. Screening Isolat Penghasil Enzim Pektinesterase
yang Berpotensi dalam Proses Klarifikasi Sari Buah
Jeruk Keprok Garut

Screening isolat uji dilakukan berdasarkan pada aktivitas
enzim sebagai parameter utama dan jumlah bakteri sebagai
parameter pendukung. Pengujian aktivitas enzim dilakukan
terhadap enzim kasar yang dihasilkan dengan menggunakan
metode Kertesz. Penentuan jumlah bakteri dilakukan dengan
pengukuran turbiditas media kultur yang dinyatakan sebagai
Optical Density (OD) menggunakan spektrofotometer UV-
Vis (Shimadzu) pada panjang gelombang 400 nm. Selain itu,
pengujian kemampuan klarifikasi dari enzim pada sari buah
jeruk keprok garut serta pengujian aktivitas depolimerisasi
dari enzim pada pektin cair 1% juga dilakukan untuk
mengetahui potensi enzim dalam proses klarifikasi sari buah.

Produksi enzim kasar. Enzim kasar diproduksi dengan
cara inokulasi setiap isolat bakteri sebanyak 10% pada
media pektin sitrus cair (yeast ekstrak 1g/L; Na HPO, 0,9
g/L; KH,PO, 1g/L; MgSO,.7H,0 0,5 g/L; KCI1 0,2 g/L; dan
pektin sitrus 1g/L) dan inkubasi pada suhu 55°C selama 24
jam dengan agitasi 144 rpm. Enzim kasar diperoleh dengan
cara sentrifugasi cairan hasil fermentasi pada kecepatan
6000 rpm pada 4°C selama 15 menit dan supernatan yang
didapatkan merupakan enzim kasar (Widowati dkk., 2014)
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dan selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas enzim sesuai
metode titrasi Kertesz.

Pengujian aktivitas enzim pektinesterase. Prosedur
analisis aktivitas enzim pektinesterase dikerjakan dengan
metode titrasi Kertesz yang dijelaskan dalam Dixit dkk.
(2013) pada suhu 30°C dan pH 7. Larutan substrat enzim
merupakan citrus pectin (SIGMA) 1% dalam 0,1 M NaCl
(MERCK) (pH 7). Sebanyak 5 ml larutan substrat pektin
dan 0,2 ml isolat enzim pektinesterase dimasukkan ke dalam
tabung reaksi dan pH diatur kembali pada pH 7. Campuran
diinkubasi pada suhu 30°C dalam circulating bath (HAAKE
DL 30) selama 30 menit. Setelah itu dilakukan pengukuran pH
akhir, kemudian pH akhir dikembalikan ke pH awal dengan
penambahan NaOH (MERCK) 0,01 N. Volume NaOH 0,01
N yang ditambahkan digunakan untuk penentuan aktivitas
enzim. Larutan substrat tanpa penambahan enzim digunakan
sebagai kontrol. Satu unit enzim didefinisikan sebagai jumlah
enzim yang dapat membebaskan 1 umol gugus karboksil
bebas per ml per menit pada kondisi uji.

Pengujian kemampuan Klarifikasi. Sari buah jeruk
keprok garut dipersiapkan untuk pengujian kemampuan
enzim pektinesterase dalam klarifikasi. Buah jeruk keprok
garut dicuci, dibelah menjadi dua bagian kemudian diperas
menggunakan pemeras hand juicer. Sari buah jeruk disaring
untuk menghilangkan pulp dan padatan yang ada di dalam
sari buah jeruk. Sebanyak 20 ml sari buah jeruk ditambahkan
2 ml enzim pektinesterase dan diinkubasi pada suhu 50°C
selama 1 jam (Teixeira dkk., 2011). Sari buah jeruk tanpa
penambahan enzim digunakan sebagai kontrol. Setelah
inkubasi dilakukan pengujian viskositas dengan viskometer
Oswald (Karangwa dkk., 2010), total padatan terlarut (TPT)
menggunakan hand refractometer (ATAGO) dan transmitansi
larutan dengan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu) pada
panjang gelombang 600 nm (Karangwa dkk., 2010).

Pengujian aktivitas depolimerisasi.  Aktivitas
depolimerisasi diketahui dengan melakukan pengujian enzim
dalam pektin cair 1% (Annisa dan Girish, 2014). Enzim
pektinesterase sebanyak 0,2 ml ditambahkan ke dalam 10 ml
pektin cair 1 %. Larutan pektin cair 1% tanpa penambahan
enzim digunakan sebagai kontrol. Larutan diinkubasi pada
suhu 50°C selama 1 jam kemudian dilakukan pengujian
viskositas dengan viskometer Oswald dan transmitansi
larutan dengan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu) pada
panjang gelombang 600 nm.

Tahap II. Produksi dan Pemurnian Parsial Enzim
Pektinesterase

Produksi enzim. Stok inokulum isolat terpilih
sebanyak 10% dipindahkan ke dalam media pektin cair steril
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dan diinkubasi pada suhu 55°C dengan agitasi 144 rpm.
Pemanenan enzim dilakukan pada waktu optimum produksi
enzim pektinesterase berdasarkan kurva pertumbuhan dari
masing-masing isolat. Enzim kasar didapatkan dengan
sentrifugasi suspensi sel dalam media pektin cair dengan
kecepatan 6000 rpm suhu 4°C selama 15 menit sehingga akan
didapatkan supernatan yang merupakan enzim pektinesterase
kasar. Enzim kasar tersebut kemudian dimurnikan secara
parsial melalui presipitasi ammonium sulfat dan dialisis
(Widowati dkk., 2014).

Pemurnian parsial. Pemurnian enzim secara
parsial dilakukan dengan presipitasi ammonium sulfat
((NH,),SO,) (MERCK) dan dialisis (Janani dkk., 2011).
Untuk mengetahui persentase kejenuhan ammonium sulfat
terbaik maka dilakukan optimasi pada kejenuhan ammonium
sulfat 50%, 60%, 70%, dan 80%. Jumlah ammonium sulfat
yang ditambahkan untuk mendapatkan kejenuhan tersebut
ditentukan menggunakan tabel kejenuhan ammoium sulfat.
Persentase kejenuhan ammonium sulfat dengan aktivitas
enzim pektinesterase tertinggi dipilih untuk pengendapan
skala besar.

Penambahan ammonium sulfat ke dalam ekstak enzim
kasar dilakukan sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan
magnetic stirrer dan dibiarkan selama satu malam pada suhu
4°C. Selanjutnya disentrifugasi 3500 rpm, suhu 4°C, selama
15 menit. Pelet yang diperoleh diresuspensikan dengan 10 ml
50 mM buffer fosfat (MERCK) pH 7 kemudian dimasukkan
ke dalam kantong dialisis cut off 12 kDa kemudian direndam
dalam gelas kimia yang berisi buffer fosfat 50 mM (pH 7,0)
selama 24 jam suhu 4°C sambil diaduk dengan magnetic
stirrer. Penggantian buffer fosfat dilakukan sebanyak 3 kali
setiap 8 jam sekali dan dicek kandungan ammonium sulfat
dalam larutan dengan meneteskan BaCl,. Amonium sulfat
akan bereaksi dengan BaCl, menghasilkan endapan putih
BaSO,. Dialisis dihentikan ketika penambahan BaCl, tidak
terbentuk lagi endapan putih. Setelah didapatkan enzim
pektinesterase murni parsial kemudian dilakukan karakterisasi
enzim pektinesterase meliputi pengujian pH optimum, suhu
optimum, kestabilan pH dan suhu, serta kinetika enzim
berupa K, danV__

Protein enzim (mg protein/ml enzim) dianalisis secara
spektrofotometri dengan metode Lowry (Sudarmadji dkk.,
2010). Absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 600
nm dangan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu). Bovine
Serum Albumin (BSA) digunakan sebagai standar protein.

Tahap III. Karakterisasi Enzim Pektinesterase

Penentuan pH dan suhu optimum enzim
pektinesterase. Pengujian pH optimum enzim dilakukan
pada range pH 5,0-9,0 dengan interval pH 0,5 (Frittrang dkk.,

1992). Sebanyak 0,2 ml enzim pektinesterase yang telah
didialisis dimasukkan ke dalam 10 ml larutan substrat pektin
1% dalam NaCl 0,1 M yang telah diatur pH-nya. Larutan
diinkubasi pada suhu 30°C selama 30 menit kemudian reaksi
dihentikan dengan menginkubasi larutan kontrol dan sampel
pada suhu 100°C selama 10 menit selanjutnya dilakukan
pengujian aktivitas enzim menggunakan metode Kertesz.

Suhu optimum enzim diuji pada range suhu 30°C-
60°C dengan interval suhu 5°C pada pH 7 (Dixit dkk.,
2013). Larutan substrat pektin 1% dalam NaCl 0,1 M (pH
7) sebanyak 10 ml diinkubasi pada suhu uji. Setelah suhu
larutan subsrat mencapai suhu uji, sebanyak 0,2 ml enzim
pektinesterase yang telah didialisis dimasukkan ke dalam
larutan dan diinkubasi selama 30 menit kemudian diuji
aktivitas enzim pektinesterase menggunakan metode Kertesz.
Larutan substrat pektin 1% tanpa penambahan enzim sebagai
kontrol.

Penentuan Kkestabilan pH dan suhu enzim
pektinesterase. Uji kestabilan pH enzim pektinesterase
dilakukan pada pH 3-9 pada suhu optimum enzim (Hou dkk.,
1997). Sebanyak 0,2 ml enzim pektinesterase dimasukkan
ke dalam 0,2 ml buffer yang telah diatur suhunya. Inkubasi
dilakukan selama 30 menit. Setelah didinginkan secara cepat,
enzim pektinesterase dalam buffer diuji menggunakan metode
titrasi Kertesz. Buffer yang digunakan untuk uji adalah 10
mM buffer sitrat (MERCK) pH 3, 4, 5, dan 6, 10 mM buffer
fosfat (MERCK) pH 7 dan 8, serta 10 mM buffer Karbonat-
bikarbonat (MERCK) pH 9.

Kestabilan suhu enzim pektinesterase diuji pada suhu
30-90°C pada pH optimum (Saenz dkk., 2000). Sebanyak
0,2 ml buffer sesuai pH optimum enzim dalam tabung reaksi
diinkubasi dalam circulating bath (HAAKE DL 30) untuk
mengatur suhu buffer mencapai suhu uji kemudian 0,2 ml
enzim pektinesterase ditambahkan ke dalam buffer. Inkubasi
dilakukan selama 30 menit kemudian larutan didinginkan
secara cepat dan dilakukan pengujian aktivitas enzim sesuai
metode titrasi Kertesz.

Penentuan kinetika enzim nilai K, dan V__ PE.
Larutan substrat pektin sitrus (SIGMA) dibuat dengan
konsentrasi antara 0,25 — 10 mg/ml dalam larutan NaCl
(MERCK) 0,1 M (pH 7,0), lalu dilakukan pengujian aktivitas
enzim sesuai prosedurnya (Maria dkk. 2007). Setelah itu
ditentukan aktivitas enzim pektinesterase (u/ml) pada masing-
masing konsentrasi substrat. Nilai K|, dan V__ ditentukan

berdasarkan persamaan kurva Lineweaver-Burk.

o1 Ky [1] (1)
vV V. v 5]

maks maks
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Screening Isolat Penghasil Enzim Pektinesterase Potensial
untuk Klarifikasi Sari Buah Jeruk Keprok Garut

Hasil pengujian menunjukkan bahwa keempat belas
isolat mampu menghasilkan enzim pektinesterase. Seleksi
isolat dilakukan untuk mendapatkan isolat terbaik yang dapat
digunakan untuk memproduksi enzim pektinesterase dan
diaplikasikan pada klarifikasi sari buah jeruk. Data aktivitas
enzim pektinesterase (u/ml), jumlah sel akhir (sel/ml), dan
kemampuan enzim dalam klarifikasi sari buah jeruk keprok
garut dan pektin cair 1 %. ditampilkan dalam Tabel 1.

Aktivitas enzim pektinesterase (u/ml) dan jumlah
sel akhir (sel/ml). Aktivitas enzim pektinesterase merupakan
parameter utama dalam seleksi isolat uji karena enzim
yang digunakan dalam tahap ini merupakan ekstrak enzim
kasar yang kemungkinan tidak hanya mengandung enzim
pektinesterase saja namun dapat mengandung enzim
lain yang juga dapat berperan dalam klarifikasi sari buah
jeruk. Aktivitas enzim pektinesterase dari isolat bervariasi
antara 0,0100 — 0,0450 u/ml. Dari empat belas isolat, hasil
pengujian menunjukkan bahwa isolat AR 6 mempunyai
aktivitas enzim pektinesterase tertinggi (0,0450 u/ml) dan
diikuti oleh isolat AR 4 (0,0283 u/ml), dan KK 2 (0,0267 u/
ml). Penelitian lainnya juga melaporkan bahwa meskipun
ditemukan 26 isolat Aspergillus niger yang diisolasi dari kulit

jeruk mempunyai aktivitas pektinase namun hanya 6 isolat
yang menunjukkan aktivitas yang tinggi (Truc dkk., 2011).
Isolat AR 6 juga diketahui memiliki jumlah sel tertinggi, yaitu
sebanyak 3,22.107 sel/ml.

Kemampuan Kklarifikasi. Aplikasi enzim kasar ke dalam
sari buah jeruk keprok garut dilakukan untuk mengetahui
kemampuan enzim dalam klarifikasi sari buah jeruk. Menurut
Ceci dan Lozano (2010), pektin yang larut dalam sari buah
membuat sari buah sangat kental sehingga menghambat
proses penyaringan. Penambahan enzim pektinase ke dalam
sari buah jeruk akan menyebabkan penurunan viskositas
sari buah jeruk. Hasil pengukuran viskositas sari buah jeruk
menunjukkan bahwa sari buah jeruk yang diberi enzim kasar
mengalami penurunan viskositas jika dibandingkan dengan
kontrol kecuali untuk sari buah jeruk yang diberi perlakuan
enzim kasar isolat KK 4, KK 2, AR 6, dan AR 5. Viskositas
sari buah jeruk dengan perlakuan enzim bervariasi dari
0,898 — 1,210 cp. Penurunan viskositas juga terjadi setelah
perlakuan enzim pektinase kasar dari 4. japonicus 586 pada
sari buah cupuacu dari Brazil (Teixeira dkk., 2011), serta
enzim pektinolitik komersial pada sari buah lemon (Ucan
dkk., 2014).

Semakin tinggi nilai transmitansi maka sari buah jeruk
semakin jernih. Hasil pengujian transmitansi menunjukkan
bahwa nilai transmitansi sari buah jeruk yang diberi enzim
kasar lebih tinggi dibandingkan dengan sari buah jeruk

Tabel 1. Aktivitas enzim pektinesterase (u/ml), jumlah sel akhir (sel/ml), dan kemampuan enzim dalam klarifikasi sari buah jeruk
keprok Garut dan pektin cair 1 % pada masing-masing isolat

. Aktivitas enzim Jumlah sel Sari buah jeruk Pektin cair 1%
Kode isolat . - - - - -
(u/ml) akhir (sel/ml)  Viskositas (cp) %T TPT (°Brix)  Viskositas (cp) %T
AR 1 0,0133 2,98.107 0,938 2,60 8,00 1,230 83,10
AR 2 0,0233 1,35.107 0,912 2,90 8,00 1,120 83,80
AR 3 0,0117 1,37.107 0,896 2,60 8,00 1,170 83,80
AR 4 0,0283 1,64.107 0,930 2,70 8,00 1,200 83,20
AR5 0,0167 6,90.10° 1,210 2,90 8,00 1,210 83,00
AR 6 0,0450 3,22.107 1,080 2,80 8,00 1,180 83,00
AR 7 0,0217 2,86.107 0,923 2,50 8,00 1,220 83,40
AR 8 0,0150 1,89.107 0,905 2,60 8,00 1,220 83,40
AR9 0,0250 1,97.107 0,925 2,40 8,00 1,170 83,80
KK 1 0,0217 1,55.107 0,904 2,50 8,00 1,200 83,40
KK 2 0,0267 1,38.107 0,951 2,50 8,00 1,200 83,20
KK 3 0,0100 1,86.107 0,917 2,40 8,00 1,460 83,30
KK 4 0,0167 1,11.107 0,947 2,70 8,00 1,220 83,30
KK 5 0,0217 5,45.10° 0,900 2,50 8,00 1,170 83,00
Kontrol 0,946 1,90 9,00 1,200 82,90
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kontrol. Nilai transmitansi sari buah jeruk dengan perlakuan
enzim bervariasi dari 2,40-2,90% dan penambahan enzim
kasar isolat AR 2 memiliki nilai transmitansi paling tinggi
(2,90%)

Hasil pengukuran nilai TPT pada sari buah jeruk yang
diberi perlakuan enzim, yaitu 8° Brix dan pada sari buah
jeruk kontrol sebesar 9° Brix. Semakin tinggi kadar sukrosa
maka nilai °Brix semakin meningkat. Penurunan nilai total
padatan terlarut juga terjadi pada penelitian Iriani dkk.
(2005), sari buah mangga kuini yang diberi penambahan
pektinase mengalami penurunan total padatan terlarut selama
penyimpanan. Aktivitas enzim mendegradasi pektin menjadi
senyawa sederhana sehingga mengakibatkan penurunan total
padatan terlarut.

Aktivitas depolimerisasi. Untuk membandingkan
kemampuan enzim dalam depolimerisasi pektin dalam
sari buah jeruk dengan pektin sintetis, maka dilakukan
aplikasi enzim kasar ke dalam pektin cair 1% dan dilakukan
pengamatan pengaruh penambahan enzim kasar terhadap
penurunan viskositas pektin cair 1% dan % transmitansi.
Menurut Saranraj dan Naidu (2014) enzim pektinase
merupakan enzim yang mendepolimerisasi pektin melalui
reaksi hidrolisis dan transeliminasi dan juga dengan reaksi
deesterifikasi, yang menghidrolisis ikatan ester antara gugus
karboksil dan gugus metil pektin. Enzim kasar isolat AR 2
merupakan enzim yang menurunkan viskositas pektin cair
1% paling rendah, yaitu sebesar 1,120 cp. Nilai transmitansi
pektin cair 1% dengan perlakuan enzim berkisar antara 83-
83,8%. Pektin cair 1% dengan penambahan enzim kasar
isolat AR 2 memiliki nilai transmitansi paling tinggi (83,8%).

Berdasarkan hasil penelitian maka dipilih empat isolat
uji untuk digunakan pada tahapan penelitian berikutnya yaitu
isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2. Isolat AR 4, AR 6, dan
KK 2 dipilih karena merupakan tiga isolat bakteri dengan
aktivitas enzim yang relatif paling tinggi. Isolat AR 6 juga
memiliki jumlah sel per ml terbanyak dan nilai transmitansi
pada sari buah jeruk keprok garut tertinggi kedua. Isolat AR
2 dipilih karena memiliki nilai transmitansi tertinggi baik
pada sari buah jeruk keprok garut maupun pektin cair 1% dan
kemampuan enzim dalam menurunkan viskositas pada pektin
cair 1%.

Pemurnian Parsial Enzim Pektinesterase Isolat AR 2, AR
4,AR 6,dan KK 2

Hasil optimasi presipitasi enzim kasar dengan garam
amonium sulfat pada konsentrasi kejenuhan amonium sulfat
50%, 60%, 70%, dan 80% menunjukkan bahwa aktivitas
tertinggi enzim pektinesterase isolat yang satu dengan yang
lainnya berada pada fase kejenuhan ammonium sulfat yang
berbeda-beda. Aktivitas enzim pektinesterase isolat AR 2,

AR 4, AR 6, dan KK 2 tertinggi masing-masing ditemukan
pada fraksi kejenuhan 80%; 70%; 50%; dan 60% (Tabel 2).
Joshi dkk. (2011) melaporkan bahwa PME yang dihasilkan
oleh Aspergillus niger menunjukkan aktivitas enzim tertinggi
pada fase kejenuhan ammonium sulfat 80%. PME dari
Cladosporium cladosporioides mempunyai aktivitas enzim
tertinggi pada fase kejenuhan ammonium sulfat 60% (Bastos
dkk., 2013).

Tabel 2. Pengaruh berbagai konsentrasi ammonium sulfat
dalam pemurnian parsial enzim pektinesterase
isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2

Konsentrasi ammonium  Aktivitas enzim

Kode isolat

sulfat (%) (u/ml)

AR2 50% 0,0783
60% 0,1100

70% 0,1100

80% 0,1200

AR4 50% 0,0500
60% 0,0400

70% 0,0717

80% 0,0200

ARG 50% 0,1133
60% 0,0867

70% 0,1000

80% 0,1100

KK2 50% 0,0433
60% 0,0933

70% 0,0783

80% 0,0867

Pemurnian secara dialisis dilakukan menggunakan
membran selofan. Membran selofan yang digunakan
adalah membran selofan dengan cut off 12 kDa sehingga
dapat memisahkan protein dengan partikel non-protein
dengan berat molekul lebih kecil dari 12 kDa. Protein
yang merupakan enzim akan tertahan di dalam membran
sedangkan partikel lain yang memiliki berat molekul lebih
kecil dari 12 kDa akan keluar dari membran. Jayani dkk.,
(2005) menyampaikan bahwa berat molekul sejumlah PE
berkisar antara 35-50 kDa. Dialisis juga dilakukan untuk
menghilangkan garam ammonium sulfat yang ada dalam
ekstrak enzim kasar. Aktivitas enzim pektinesterase pada
ekstrak enzim kasar, setelah presipitasi ammonium sulfat, dan
setelah dialisis ditampilkan pada Tabel 3. Derajat kemurnian
enzim didasarkan pada aktivitas spesifik, yaitu sejumlah unit
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enzim (u) per milligram protein. Dari data yang ditampilkan
pada Tabel 3 dapat diketahui bahwa pemurnian parsial dapat
meningkatkan aktivitas enzim.

Tabel 3. Aktivitas enzim pektinesterase pada tahap-tahap

pemurnian

Kode Tahap Aktivitas Protein Aktivitas

isolat pemurnian enzim (w/ml) (mg/ml) spesifik (u/mg)
Enzim kasar 0,023 2,156 0,0466
Presipitasi

AR 2 0,120 0,871 0,4851
(NH,),SO, 80% ’ ’
Dialisis 0,400 0,790 1,7279
Enzim kasar 0,028 2,108 0,0577
Presipitasi

AR 4 0,072 0,941 0,2746
(NH,),SO, 70%
Dialisis 0,350 0,866 1,4210
Enzim kasar 0,045 2,118 0,0914
Presipitasi

AR 6 0,113 0,785 0,4917
(NH,),SO, 50% ’ ’ ’
Dialisis 0,333 0,710 1,5442
Enzim kasar 0,027 2,054 0,0556
Presipitasi

KK 2 0,093 0,919 0,3632
(NH,),SO, 60% ’ ’ ’
Dialisis 0,317 0,817 1,3388

Ekstrak enzim kasar mempunyai aktivitas enzim
yang kecil karena banyak mengandung protein-protein non
enzim yang dapat mengganggu aktivitas katalitik enzim.
Penambahan ammonium sulfat berpengaruh terhadap
protein yang terendapkan selama proses pemurnian sehingga
pemurnian enzim dapat meningkat aktivitas enzim. Joshi
dkk., (2011) mengemukakan bahwa pemurnian parsial enzim

09
08

Alktivitas enzim (U/ml)

Aktivitas enzim (U/ml)

Aktivitas enzim (U/ml)

Aktivitas enzim (U/mI)

dapat meningkatkan kestabilan enzim. Hal tersebut karena
beberapa inhibitor enzim yang mungkin berada dalam ekstrak
enzim dapat dihilangkan selama pemurnian.

Karakterisasi Enzim Pektinesterase Isolat AR 2, AR 4,
AR 6 dan KK 2

pH dan suhu optimum enzim pektinesterase.
Karakterisasi enzim dilakukan untuk mengetahui kondisi
optimal enzim yang dapat digunakan dalam aplikasi enzim
di bidang industri. Nilai pH optimum merupakan pH yang
dapat menyebabkan kecepatan reaksi enzim paling tinggi.
Berdasarkan Gambar 1, pH optimum enzim pektinesterase
isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2 berturut-turut adalah §;
7,5; 8,5; dan pH 6,5. Menurut Winarno (1986), pada enzim
yang sama sering mempunyai pH optimum yang berbeda,
tergantung dari asal enzim tersebut. Enzim pektinesterase dari
bakteri Clostridium thermosaccharolyticum optimum pada
pH 7 (Rijssel dkk., 1993), Clostridium thermosulfurogenes
optimum pada pH 6,5 (Schink dan Zeikus, 1983), kapang
Fusarium asiaticum optimum pada pH 6,5 (Glinka dan Liao,
2011), dan kapang Phytophthora infestans optimum pada pH
7 (Forster dan Rasched, 1985).

Suhu optimum merupakan suhu pada saat laju reaksi
enzim paling tinggi mengubah substrat dan merupakan
hasil kesetimbangan antara laju kenaikan aktivitas dan laju
perusakan enzim (Bintang, 2010). Hasil pengujian suhu
optimum dapat dilihat pada Gambar 2. Enzim pektinesterase
isolat AR 2 dan isolat AR 6 memiliki suhu optimum 55°C
sedangkan enzim pektinesterase isolat AR 4 dan isolat KK
2 memiliki suhu optimum 60°C. Enzim pektinesterase dari
sumber isolat yang berbeda juga menunjukkan suhu optimum
yang berbeda pula antara lain enzim pektinesterase bakteri

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
02 (b)
0.1
45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 965

pH

(d)

65 7 75 88 B85 9 95

pH

45 5 35 6

Gambar 1. Grafik pH optimum enzim pektinesterase isolat AR 2 (a), AR 4 (b), AR 6 (¢), dan KK 2 (d)
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Gambar 2. Grafik suhu optimum enzim pektinesterase isolat AR 2 (a), AR 4 (b), AR 6 (c), dan KK 2 (d)

Clostridium thermosulfurogenes mempunyai suhu optimum
pada suhu 70°C (Schink dan Zeikus, 1983) dan kapang A.
niger strain MTCC 281 mempunyai suhu optimum pada suhu
50°C (Sharma dkk., 2011).

Kestabilan pH dan suhu enzim pektinesterase. Selain
pH dan suhu optimum, faktor penting yang menentukan
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kualitas enzim dalam aplikasi di bidang industri adalah
stabilitas enzim terhadap pH dan suhu. Stabilitas enzim adalah
kemampuan enzim untuk menjaga struktur dan konformasinya
pada kondisi lingkungan tertentu sehingga aktivitas tetap
tinggi. pH rendah atau pH tinggi dapat menyebabkan
terjadinya denaturasi yang akan mengakibatkan aktivitas
enzim menurun (Poedjiadi, 1994). Pengujian stabilitas pH

(b)
0 1 2 3 4 SPHG 7 8 9 10
. d)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Gambar 3. Grafik kestabilan pH enzim pektinesterase isolat AR 2 (a), AR 4 (b), AR 6 (c), dan KK 2 (d)
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enzim pektinesterase menggunakan variasi pH buffer 3-9.
Enzim pektinesterase isolat AR 2 stabil pada pH 4-9, enzim
pektinesterase isolat AR 4 stabil pada rentang pH 4-9,
aktivitas enzim pektinesterase isolat AR 6 stabil pada pH 6-9,
sedangkan enzim pektinesterase isolat KK 2 menunjukkan
aktivitas yang stabil pada pH 3-8 (Gambar 3). Pada rentang
pH tersebut masing-masing enzim mempunyai aktivitas
lebih dari 50% dari nilai aktivitas tertingginya. Meskipun pH
optimum enzim pektinesterase isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan
KK 2 berada pada rentang pH basa, namun hasil pengujian
kestabilan pH menunjukkan bahwa enzim pektinesterase AR
2, AR 4, AR 6, dan KK 2 juga stabil pada pH asam. Enzim
pektinesterase semua isolat masih menunjukkan aktivitas
pada pH 3 walaupun aktivitasnya rendah. Kestabilan enzim
pada rentang pH yang luas merupakan kelebihan enzim untuk
aplikasi di industri.

Kestabilan suhu merupakan salah satu karakteristik
penting yang harus dimiliki enzim dalam aplikasi di industri.
Aktivitas enzim pektinesterase isolat AR 2 stabil pada suhu
30-50°C dan inaktif pada suhu 80°C, enzim pektinesterase
isolat AR 4 dan KK 2 stabil pada suhu 30-60°C dan inaktif
pada suhu 90°C, sedangkan enzim pektinesterase isolat
stabil pada suhu 30-60°C namun belum inaktif pada suhu
90°C. Pada rentang suhu kestabilan tersebut masing-masing
enzim mempunyai aktivitas lebih dari 75% dari nilai aktivitas
tertingginya, sedangkan pada suhu di luar batas kestabilan
enzim mempunyai aktivitas kurang dari 50%. Hasil uji
kestabilan suhu enzim pektinesterase isolat AR 2, AR 4, AR
6, dan KK 2 ditampilkan pada Gambar 4.
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Kinetika enzim. Kinetika enzim berkaitan dengan
kecepatan suatu enzim bekerja. Konstanta Michaelis Menten
(K,) merupakan konsentrasi substrat untuk mencapai
kecepatan aktivitas enzim setengah maksimum, sedangkan
V_ .. adalah kecepatan aktivitas enzim maksimal. K
merupakan suatu indikator kekuatan ikatan kompleks ES.
Bila K, besar berarti ikatan kompleks ES lemah dan bila K,
kecil ikatan ES kuat (Winarno, 1986). Nilai K|, yang semakin
kecil maka ikatan substrat dengan enzim akan semakin kuat
sehingga akan mudah untuk menghasilkan produk. Nilai K,
dan V_ ditentukan melalui persamaan regresi linier grafik
Lineweaver-Burk. Nilai K, dan V__ ~enzim pektinesterase
isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2 dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Nilai K, (mg/ml) dan V__  (U/ml) enzim
pektinesterase isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2

Kode Isolat K, (mg/ml) V. ..(U/ml)
AR 2 0,604 1,218
AR 4 0,338 0,826
AR 6 0,971 0,969
KK 2 0,392 1,080

Berdasarkan nilai K, enzim pektineterase isolat AR
4 memiliki nilai K, yang paling rendah yang berarti enzim
pektinesterase isolat AR 4 memiliki afinitas yang paling
kuat terhadap pektin dibanding enzim pektinesterase isolat
lainnya, namun dalam proses klarifikasi sari buah jeruk keprok
garut dibutuhkan enzim pektinesterase yang tahan terhadap
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Gambar 4. Grafik kestabilan suhu enzim pektinesterase isolat AR 2 (a), AR 4 (b), AR 6 (c¢), dan KK 2 (d)
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kondisi proses baik terhadap suhu maupun pH lingkungan.
Menurut Hui dkk. (2006), pH sari buah jeruk berkisar 3,6-
4,3 sedangkan suhu klarifikasi sari buah menurut Ceci dan
Lozano (2010), berkisar antara 45-50°C. Berdasarkan hasil
karakaterisasi enzim pektinesterase dari isolat terpilih, enzim
pektinesterase isolat KK 2 memiliki karakteristik yang paling
mendekati kondisi klarifikasi sari buah jeruk dibandingkan
enzim pektinesterase isolat lainnya. Nilai pH optimum enzim
pektinesterase isolat KK 2 pada pH 6,5 dan stabil pada pH 3-8.
Enzim pektinesterase isolat KK 2 bersifat termostabil karena
memiliki suhu optimum pada suhu 60°C dan stabil pada suhu
30-60°C. Enzim pektinesterase isolat KK 2 memiliki nilai
K, sebesar 0,392 (mg/ml) yang merupakan nilai K|, terendah
kedua dibandingkan enzim pektinesterase isolat AR 2, AR
4, dan AR 6. Disamping itu, isolat KK 2 memiliki waktu
optimum produksi enzim yang cepat, yaitu pada jam ke-7.
Waktu pemanenan yang lebih cepat akan menghemat biaya
produksi enzim.

KESIMPULAN

Hasil screening didapatkan isolat AR 2, AR 4, AR 6,
dan KK 2 sebagai isolat penghasil enzim pektinesterase yang
berpotensi dalam proses klarifikasi sari buah jeruk keprok
garut. Aktivitas enzim pektinesterase isolat AR 2, AR 4, AR 6
dan KK 2 berturut-turut optimum pada pH 8; pH 7,5; pH 8,5;
dan pH 6,5 serta stabil pada pH 4-9, pH 4-9, pH 6-9, dan pH
3-8. Suhu optimum enzim pektinesterase isolat AR 2, AR 4,
AR 6 dan KK 2 berturut-turut adalah 55°C, 60°C, 55°C, dan
60°C. Enzim pektinesterase isolat AR 2 stabil pada suhu 30-
50°C dan inaktif pada suhu 80°C, enzim pektinesterase isolat
AR 4 dan KK 2 stabil pada suhu 30-60°C dan inaktif pada
suhu 90°C, sedangkan enzim pektinesterase isolat AR 6 stabil
pada suhu 30-60°C namun belum inaktif pada suhu 90°C.
Nilai konstanta Michaelis-Menten (K,,) enzim pektinesterase
isolat AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2 berturut-turut adalah
0,604; 0,338; 0,971; dan 0,392 mg/ml. Sedangkan nilai
kecepatan maksimum (V_, ) enzim pektinesterase isolat
AR 2, AR 4, AR 6, dan KK 2 berturut-turut adalah 1,218;
0,826; 0,969; dan 1,080 U/ml. Enzim pektinesterase isolat
KK 2 memiliki karakteristik yang paling sesuai untuk aplikasi
dalam klarifikasi sari buah jeruk keprok garut dibandingkan
dengan enzim pektinesterase isolat lainnya.
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