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ABSTRACT

The aim of this research were to determine extracellular pectin hydrolase enzyme characters in citrus
Juice clarification (pH stability,thermostability and molecular weight) from pectinolytic bacteria. Isolate 15 was
the isolate from dari citrus peel with incubation temperature at 37°C and isolate 19 and 21 from mix of citrus
peel and soil with incubation temperature partially 50°C and 55°C. Extracellular pectin hydrolase from isolate
15 stable at pH 3,0-4,0 and at pH 3,0-5,0 of isolate 19 and 21. These isolates inactive at pH 9,0 at 50 °C.
Extracellular pectin hydrolase from isolate 15, 19 and 21 stable at 50 °C at pH 7,0 and inactive at 90 °C at pH
7,0. Each enzyme from isolate 15, 19 and 21 had molecular weight partially 35,5 kDa, 34,5 kDa and 37,5 kDa.

Key words: Citrus juice clarification, Extracellular pectin hydrolase, Molecular weight, Pectinolytic bacteria,
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan karakter enzim pektin hidrolase ekstraseluler dalam klarifikasi
jus jeruk dari isolat bakteri pektinolitik yaitu kestabilan enzim terhadap pH dan suhu dan berat molekul enzim.
Isolat 15 diperoleh dari kulit jeruk yang dibusukkan dengan suhu inkubasi 37°C sedangkan isolat 19 dan 21
diperoleh dari kulit jeruk ditambah tanah kebun dengan suhu inkubasi masing-masing 50°C dan 55°C. Enzim
pektin hidrolase ekstraseluler isolat 15 stabil pada pH 3,0-4,0 sedangkan enzim pektin hidrolase ekstraseluler
isolat 19 dan 21 stabil pada pH 3,0-5,0. Ketiga enzim inaktif pada pH 9,0 pada suhu inkubasi 50°C. Enzim
pektin hidrolase ekstraseluler isolat 15, 19 dan 21 stabil pada suhu 30-50°C kemudian inaktif pada suhu 90°C
pada pH 7,0. Enzim pektin hidrolase ekstraseluler isolat 15, 19 dan 21 masing-masing memiliki berat molekul
sebesar 35,5 kDa; 34,5 kDa dan 37,5 kDa.

Kata Kunci : Bakteri pektinolitik, Berat molekul, Kestabilan pH, Kestabilan suhu, Klarifikasi jus jeruk, Pektin
hidrolase ekstraseluler

PENDAHULUAN

Jus jeruk merupakan suspensi koloid
dari pektin, gula, protein dan mineral.
Molekul-molekul tersebut menyebabkan
kekeruhan dan viskositas yang tinggi pada
jus jeruk (Benitez and Lozano, 2006 dalam
Widowati dkk, 2012). Pektin dalam jus jeruk
dapat mempengaruhi warna dan citarasa
(Croak and Corredig, 2006).

Klarifikasi jus jeruk dapat dilakukan
dengan filtrasi atau sentrifugasi untuk
mengendapkan pulp. Pektin larut air dalam
jus jeruk masih menyebabkan kekeruhan dan
dapat menyumbat pori membran filter
sehingga menghambat proses klarifikasi
(Pilnik and Voragen, 1993 dalam Widowati

dkk, 2012). Oleh karena itu diperlukan
enzim pektinase.

Mekanisme klarifikasi jus jeruk
dengan keterlibatan enzim dilakukan dengan
memperkecil molekul pektin  menjadi
senyawa pektat yang larut air sehingga
viskositas jus menurun (Pilnik and Voragen,
1993; Koutchma, 2005), melalui mekanisme
pengendapan agregat (de Man, 1997) dan
mencegah pembentukan gel (Hidayat dkk,
2006).

Menurut deCarvalho et al.,(2006),
proses klarifikasi jus jeruk yang melibatkan
enzim biasanya berlangsung pada suhu
40°C-65°C pada pH 3,5-5,5 selama 15-120
menit. Oleh karena itu dalam penelitian ini
dilakukan eksplorasi dan karakterisasi isolat
termofolik dan enzim termostabil.
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Enzim pektinase untuk klarifikasi jus
dapat diperoleh dari bakteri yang memiliki
laju pertumbuhan sel yang cepat dan mudah
dibiakkan pada kondisi nutrisi, suhu dan pH
yang bervariasi. Isolat termostabil saat ini
belum banyak dieksplorasi terutama dalam
aplikasi industri yang menggunakan suhu
tinggi.

Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengkarakterisasi enzim pektin hidrolase
ekstraseluler dalam klarifikasi jus jeruk dari
isolat bakteri pektinolitik yaitu kestabilan
enzim terhadap pH dan suhu dan berat
molekul enzim.

METODE PENELITIAN
Penelitian Tahap I
Produksi, Ekstraksi dan Pemurnian

Enzim Pektin Hidrolase Ekstraseluler
(Salvador et al, 2002; Rolinek, 2003
dalam Widowati dkk, 2012)

Produksi enzim ditentukan pada fase
logaritma isolat. Penentuan kurva
pertumbuhan bakteri dilakukan dengan
penentuan panjang gelombang maksimum
dan kurva standar isolat dalam media pektin
cair. Kurva pertumbuhan dilakukan pada
media pektin cair dengan agitasi 144 rpm
sesuai dengan suhu masing-masing isolat.
Aktivitas enzim kasar diuji dengan metode
DNS pada setiap titik pengambilan sampel
kurva pertumbuhan. Kurva pertumbuhan
isolat dan kurva aktivitas enzim kemudian
digabungkan untuk penentuan hubungan
antara jumlah sel dan fase pertumbuhan sel
dengan aktivitas enzim.

Isolat bakteri yang telah mencapai
fase logaritma kemudian diekstraksi dengan
sentrifugasi pada kecepatan 6000 rpm 4°C
selama 15 menit. Supernatan dipresipitasi
dengan fraksinasi ammonium sulfat 10-90%.
Sentrifugasi dilakukan pada kecepatan
12000 rpm selama 10 menit 4°C. Pellet
ditambah dengan buffer asetat 0,05 M pH
5,2 (1:1). Uj aktivitas enzim kemudian
dilakukan dengan metode DNS pada fase
supernatan dan pellet.

Fase dengan aktivitas enzim tertinggi
dimasukkan dalam kantung membran
selophan untuk prosedur dialisis. Membran

tersebut direndam selama 24 jam pada suhu
4°C dalam gelas beaker 600 ml berisi 300 ml
buffer asetat 0,05 M pH 5,2 yang dilengkapi
magnetic stirer.

Penelitian Tahap 11

Karakterisasi Enzim Pektin Hidrolase
(Laemmli, 1970; Van Rijssel et al., 1993;
Munoz and Ros, 1996; Wilson and
Walker, 2004)

Penentuan Kestabilan pH dan Suhu
Enzim Pektin Hidrolase Ekstraseluler

Kestabilan pH enzim dilakukan
dengan 0,1 ml enzim diinkubasi dalam 0,1
ml buffer sodium asetat 0,025 M pH
3,4,5,6,7,8,9 dan 10 selama 30 menit pada
suhu 50°C.

Kestabilan suhu enzim dilakukan
dengan 0,1 ml diinkubasi dalam 0,1 ml
buffer sodium asetat 0,025 M pH 7,0 selama
30 menit pada suhu 30,40,50,60,70,80 dan
90°C.

Uji aktivitas enzim pektin hirolase
ekstraseluler didasarkan pada pengukuran
gula reduksi yang dilepaskan. Penentuan
gula reduksi dilakukan dengan metode DNS
dengan asam D-galakturonat sebagai standar.
Enzim sebanyak 0,1 ml dicampur dengan 0,9
ml media pereaksi (0,7% pektin citrus
ditambah buffer sodium asetat 0,025 M pH
4,8) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
30 menit. Sampel ditambah 1 ml DNS
kemudian dipanaskan selama 10 menit
dalam air mendidih bersuhu 90°C. Seluruh
tabung reaksi didinginkan. Larutan K-Na-
Tartrat 40% ditambahkan sebanyak 0,5 ml
dan dihomogenkan. Masing-masing sampel
ditera pada panjang gelombang 540 nm.
Aktivitas  enzim  ditentukan  dengan
mengkonversikan nilai absorbansi asam D-
galakturonat dengan persamaan regresi linier
kurva standar asam D-galakturonat 100 ppm.

Satu unit aktivitas enzim pektin
hidrolase dinyatakan sebagai 1 umol gugus
reduksi yang mampu dihidrolisis oleh enzim
per menit pada kondisi yang sesuai atau
banyaknya enzim yang melepaskan 1 pmol
gugus gula reduksi per menit pada suhu dan
pH tertentu.
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Elektroforesis SDS-PAGE

Metode  ini  dilakukan  untuk
mengetahui berat molekul protein enzim.
Elektroforesis dilakukan dengan sistem
discontinous dengan separating gel 12,5%
dan stacking gel 4%. Running dilakukan
pada 10 mA CC selama 3-4 jam dan
menggunakan molekul standar protein
(Fermentas).

Gel kemudian dipotong dan
direndam dalam larutan staining (coomassie
brilliant blue (R-250) selama +30 menit
kemudian dibilas dengan larutan destaining
sampai pita protein terlihat jelas.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Seleksi isolat uji berdasarkan jumlah
sel/ml. diameter zona jernih (mm), aktivitas
enzim (U/ml), kemampuan dalam klarifikasi
jus jeruk dan depolimerisasi pektin cair 1%
maka diperoleh isolat 15, 19 dan 21. Isolat
15 diisolasi dari sampel kulit jeruk pada
suhu inkubasi 37°C. Isolat 19 dan 21
diisolasi dari sampel kulit jeruk dicampur
tanah kebun dengan suhu inkubasi masing-
masing 50°C dan 55°C (Widowati, 2012).

Kestabilan enzim berperan dalam
preservasi enzim atau dalam aplikasi
klarifikasi dan fermentasi produk pangan.
Enzim pektik dapat memiliki karakter yang
stabil pada kondisi asam atau basa dan pada
suhu tertentu sebelum enzim menjadi inaktif.
Oleh karena itu, uji ini penting dilakukan
supaya enzim bekerja optimal dalam
mengkatalis reaksi.

Isolat 15 stabil pada pH 3,0-4,0 dan
menjadi inaktif pada pH 9,0 pada suhu 50°C.
Isolat 19 dan 21 stabil pada pH 3,0-5,0 dan
inaktif pada pH 9,0 pada suhu 50°C
(Gambar 1).

Isolat 15, 19 dan 21 stabil pada suhu
30-50°C kemudian mengalami penurunan
aktivitas pada suhu 60°C dan inaktif pada
suhu 90°C pada pH 7,0 (Gambar 2).
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Gambar 1. Kestabilan pH Enzim Isolat 15
(a), 19 (b) dan 21 (c) pada suhu 50°C
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Gambar 2. Kestabilan Suhu Enzim Isolat
15 (a), 19 (b) dan 21 (c¢) pada pH 7,0
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Karakterisasi enzim melalui analisis
elektroforesis SDS-PAGE diperoleh pita
protein pada setiap sampel enzim dari isolat
15,19 dan 21. Enzim isolat 15, 19 dan 21
masing-masing memiliki berat molekul 35,5;
34,5 dan 37,5 kDa.

Ketiga sampel diatas dapat dikatakan
sebagai enzim yang berbeda karena memiliki
profil pita yang berbeda, kondisi pH
optimum dan kestabilan pH enzim yang
berbeda. Enzim pektin hidrolase
ekstraseluler diduga merupakan enzim
poligalakturonase karena memiliki aktivitas
enzim pada pH 4,0-5,0.

Aktivitas enzim endopektinase dapat
diketahui dari penurunan viskositas larutan
pektin dengan viscometer Ostwald. Satu unit
aktivitas enzim  didefinisikan  sebagai
banyaknya enzim yang mereduksi viskositas
spesifik dalam larutan (20% atau 50%)
selama waktu dan suhu tertentu. Aktivitas
enzim eksopektinase dapat diketahui
berdasarkan pengukuran gula reduksi. Satu
unit aktivitas enzim dinyatakan sebagai 1
umol  gugus reduksi yang mampu
dihidrolisis oleh enzim per menit pada
kondisi yang sesuai atau banyaknya enzim
yang melepaskan 1 pumol gugus gula reduksi
per menit pada suhu dan pH tertentu (Patil
and Dayanand, 2006). Berdasarkan
pernyataan tersebut maka aktivitas enzim
dalam penelitian ini merupakan  enzim
eksopektinase.

KESIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini adalah
Enzim pektin hidrolase ekstraseluler isolat
15 stabil pada pH 3,0-4,0 sedangkan enzim
pektin hidrolase ekstraseluler isolat 19 dan
21 stabil pada pH 3,0-5,0. Ketiga enzim
inaktif pada pH 9,0 pada suhu inkubasi
50°C. Enzim pektin hidrolase ekstraseluler
isolat 15, 19 dan 21 stabil pada suhu 30-
50°C kemudian inaktif pada suhu 90°C pada
pH 7,0. Enzim isolat 15, 19 dan 21 masing-
masing memiliki berat molekul 35,5; 34,5
dan 37,5 kDa.

Saran

Penelitian ini memerlukan eksplorasi
lebih lanjut mengenai uji kestabilan enzim

dengan interval untuk pH atau suhu terutama
dalam aplikasi klarifikasi di skala industri.
Selain itu perlu dilakukan eksplorasi lebih
lanjut mengenai isolat termostabil.
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