
 AGRITECH, Vol. 35, No. 4, November 2015

SCREENING DAN KARAKTERISASI PEKTINESTERASE SEBAGAI ENZIM 
POTENSIAL DALAM KLARIFIKASI SARI BUAH JERUK KEPROK GARUT

Citrus nobilis var.chrysocarpa

Screening and Characterization of Pectinesterase as A Potential Enzyme in Keprok Garut Citrus Juice 
(Citrus nobilis var.chrysocarpa

Rohula Utami, Esti Widowati, Arifah Rahayu

Email : rohula_utami@yahoo.com

ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan screening
Citrus nobilis  microcarpa

 
dan Vmaks screening

maks

Kata kunci: 

ABSTRACT

Citrus nobilis  microcarpa
 and Vmaks

 
 K

maks

Keywords



 AGRITECH, Vol. 35, No. 4, November 2015

PENDAHULUAN

Jeruk keprok garut (Citrus nobilis var. chrysocarpa) 
merupakan jeruk lokal Indonesia yang berdasarkan Keputusan 

sebagai Jeruk Varietas Unggul Nasional. Data produksi jeruk 
keprok di kabupaten Garut mengalami peningkatan dari 

berkulit buah tipis, kasar, mudah terlepas dan mudah patah 

dikonsumsi dalam bentuk segar sehingga pada bulan puncak 

pengolahan jeruk keprok garut untuk mengoptimalkan 
potensi, memperpanjang umur simpan, dan meningkatkan 
nilai ekonominya.

produk minuman adalah sari buah. Namun, sari buah jeruk 
cenderung semakin keruh dan kental selama penyimpanan 
yang disebabkan oleh polisakarida seperti pektin, pati, dan 

buah yang keruh merupakan suspensi koloid dari pektin, 

tersebut sebagian besar berasal dari jaringan buah yang hancur 

gel terjadi akibat adanya ikatan hidrogen antara grup karboksil 
bebas pada molekul pektin dan antara grup hidroksil molekul 

komplek yang irreversible

menghilangkan pektin yang ada dalam sari buah. 

pektin metoksilase atau pektin dimetoksilase (kode : EC 

digunakan untuk proses depektinasi dalam industri sari buah. 

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 

dkk.,

Penggunaan suhu yang lebih tinggi dalam proses industri 
dapat mengurangi risiko kontaminasi yang disebabkan oleh 

dkk.,

meningkat suhu proses maka tingkat kecepatan reaksi juga 
dkk., 

kelebihan yaitu mikroorganisme dapat berkembang biak 

dihasilkan tinggi sehingga menurunkan biaya produksi dan 

dan dapat dilakukan manipulasi genetik serta pengaturan 

Phytophthora 
infestans Erwinia chrysanthemi

Saccharomyces cerevisiae
Lachnospira pectinoschiza (Cornick dkk., 

Pseudomonas solanacearum
Aspergillus niger

Lactobacillus lactis subsp. Cremoris (Karan 
Penicillium frequentans

E. chrysanthemi
Penicillium occitanis A. japonicus 

Fusarium asiaticum (Glinka 

sejumlah PE mempunyai berat molekul berkisar antara 35–50 
ptimum pada 

oC. 

Clostridium thermosulfurogenes 

Penelitian screening

dan limbah kulit jeruk keprok garut ini diharapkan mampu 

sari buah jeruk keprok garut. Penelitian ini juga bertujuan 

pektinesterase pada sari buah jeruk keprok garut diharapkan 
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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 

jeruk menggunakan buah jeruk keprok garut yang diperoleh di 

menggunakan yeast extract

bacteriological agar
buffer asetat, buffer buffer

pectin citrus 

Tahap I. Screening Isolat Penghasil Enzim Pektinesterase 

Jeruk Keprok Garut

Screening

parameter pendukung. 
menggunakan 

metode Kertesz. Penentuan jumlah bakteri dilakukan dengan 
pengukuran turbiditas media kultur yang dinyatakan sebagai 
Optical Density
Vis (Shimadzu
pengujian kemampuan k
jeruk epolimerisasi 

ektin c  juga dilakukan untuk 

Produksi enzim kasar. 
cara inokulasi setiap isolat bakteri pada 
media pektin sitrus cair Na  0,9 

nkubasi pada suhu 55ºC 
jam 
cara 

oC selama 15 menit dan supernatan yang 

Pengujian aktivitas enzim pektinesterase. Prosedur 

 
merupakan citrus pectin

diinkubasi pada suhu 30ºC dalam circulating bath 

bebas per ml per menit pada kondisi uji. 

. 
keprok garut dipersiapkan untuk pengujian kemampuan 

garut dicuci, dibelah menjadi dua bagian kemudian diperas 
menggunakan pemeras hand juicer
untuk menghilangkan pulp dan padatan yang ada di dalam 

menggunakan hand refractometer 
Shimadzu

Pengujian aktivitas depolimerisasi. 

suhu 50ºC selama 1 jam kemudian dilakukan pengujian 

Shimadzu
panjang gelombang 600 nm.

Tahap II. Produksi dan Pemurnian Parsial Enzim 
Pektinesterase 

Produksi enzim. 
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suspensi sel dalam media pektin cair dengan 

Pemurnian parsial. 

terbaik maka dilakukan optimasi pada kejenuhan ammonium 

yang ditambahkan untuk mendapatkan kejenuhan tersebut 

skala besar.

kasar dilakukan sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan 
magnetic stirrer dan dibiarkan selama satu malam pada suhu 

15 menit. Pelet yang diperoleh diresuspensikan dengan 10 ml 
buffer

ke dalam kantong dialisis cut off
dalam gelas kimia yang berisi buffer

magnetic 
stirrer. Penggantian buffer

dalam larutan dengan meneteskan BaCl
akan bereaksi dengan BaCl  menghasilkan endapan putih 

. Dialisis dihentikan ketika penambahan BaCl tidak 

pektinesterase murni parsial kemudian dilakukan karakterisasi 
 optimum, suhu 

berupa K  dan Vmaks.

Shimadzu Bovine 
Serum Albumin  sebagai standar protein. 

Tahap III. Karakterisasi Enzim Pektinesterase

Penentuan pH dan suhu optimum enzim 
pektinesterase
pada range ., 

didialisis dimasukkan ke dalam 10 ml larutan substrat pektin 

diinkubasi pada suhu 30ºC selama 30 menit kemudian reaksi 
dihentikan dengan menginkubasi larutan kontrol dan sampel 
pada suhu 100ºC selama 10 menit selanjutnya dilakukan 

range 

pektinesterase yang telah didialisis dimasukkan ke dalam 
larutan dan diinkubasi selama 30 menit kemudian diuji 

kontrol. 

Penentuan kestabilan pH dan suhu enzim 
pektinesterase. 

buffer yang telah diatur suhunya. Inkubasi 

buffer diuji menggunakan metode 
Buffer yang digunakan untuk uji adalah 10 

buffer buffer 
buffer

buffer
diinkubasi dalam circulating bath 
mengatur suhu buffer

buffer. Inkubasi 
dilakukan selama 30 menit kemudian larutan didinginkan 

metode titrasi Kertesz.

Penentuan kinetika enzim nilai KM dan Vmaks PE. 

,

masing konsentrasi substrat. Nilai K  dan Vmaks ditentukan 
Lineweaver-Burk.

       
1

V
K

V
1=

V
1

maksmaks S
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Screening Isolat Penghasil Enzim Pektinesterase Potensial 

isolat dilakukan untuk mendapatkan isolat terbaik yang dapat 

. ditampilkan dalam Tabel 1.

Aspergillus niger yang diisolasi dari kulit 

. 
sari buah jeruk keprok garut dilakukan untuk mengetahui 

membuat sari buah sangat kental sehingga menghambat 

kontrol kecuali untuk sari buah jeruk yang diberi perlakuan 

A. japonicus 586 pada 

kasar lebih tinggi dibandingkan dengan sari buah jeruk 

 (u  (s
keprok Garut dan pektin cair 1

Kode isolat Jumlah sel 

0,0133 0,938 8,00 83,10
1,35.10 8,00 83,80

0,896 8,00 83,80
0,930 8,00

6,90.105 8,00 83,00
1,080 8,00 1,180 83,00

8,00
0,0150 1,89.10 0,905 8,00

8,00 83,80
KK 1 1,55.10 8,00

1,38.10 0,951 8,00
KK 3 0,0100 1,86.10 8,00 83,30

1,11.10 8,00 83,30
KK 5 6 0,900 8,00 83,00
Kontrol 1,90 9,00
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kontrol. Nilai transmitansi sari buah jeruk dengan perlakuan 

 8° Brix dan pada sari buah 

padatan terlarut juga terjadi pada penelitian Iriani dkk. 

pektinase mengalami penurunan total padatan terlarut selama 

padatan terlarut.

Aktivitas depolimerisasi. Untuk membandingkan 

sari buah jeruk dengan pektin sintetis, maka dilakukan 

reaksi hidrolisis dan transeliminasi dan juga dengan reaksi 

Berdasarkan hasil penelitian maka dipilih empat isolat 
uji untuk digunakan pada tahapan penelitian berikutnya yaitu 

memiliki jumlah sel per ml terbanyak dan nilai transmitansi 

oleh Aspergillus niger

Cladosporium cladosporioides

Kode isolat Konsentrasi ammonium 

0,1100

0,1100

0,0500

0,1133

0,1000

0,1100

0,0933

Pemurnian secara dialisis dilakukan menggunakan 

cut off

 Protein 

sedangkan partikel lain yang memiliki berat molekul lebih 
Jayani dkk., 

berkisar antara 35–50 kDa. Dialisis juga dilakukan untuk 

setelah dialisis ditampilkan pada Tabel 3. Derajat kemurnian 
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pemurnian

Kode 
isolat

Tahap 
pemurnian

Protein 

Presipitasi 

Dialisis

Presipitasi 

Dialisis 0,350 0,866

Presipitasi 
0,113

Dialisis 0,333

0,0556

Presipitasi 
0,093 0,919

Dialisis 1,3388

protein yang terendapkan selama proses pemurnian sehingga 

dkk.,

pH dan suhu optimum enzim pektinesterase. 

bakteri Clostridium thermosaccharolyticum optimum pada 
, Clostridium thermosulfurogenes 

Fusarium asiaticum
Phytophthora infestans

sumber isolat yang berbeda juga menunjukkan suhu optimum 
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Clostridium thermosulfurogenes mempunyai suhu optimum 
A. 

niger mempunyai suhu optimum pada suhu 

Kestabilan pH dan suhu enzim pektinesterase. 
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buffer

aplikasi di industri. 
Kestabilan suhu merupakan salah satu karakteristik 

tertingginya, sedangkan pada suhu di luar batas kestabilan 

Kinetika enzim. 
Michaelis Menten 

(K

Vmaks  

Bila K  
yang semakin 

sehingga akan mudah untuk menghasilkan produk. Nilai K  
dan Vmaks

Lineweaver-Burk. Nilai K  dan Vmaks

maks

pektinesterase isolat

Kode Isolat K Vmaks 

0,338
0,969
1,080

Berdasarkan nilai K
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K  terendah 

Waktu pemanenan yang lebih cepat akan menghemat biaya 

KESIMPULAN

screening

kecepatan maksimum (Vmaks
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