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INTISARI

Polifenol cksidase (E.C.114.18.1; PPO) adalah eneim utama yang mrengkatalisis
aksidast semyawa fenol menjadi guinos dan kemudian dipolinerisasd menjads
pigren melanizdin yang berwarna coklat. Eneim polifens! oksidase dari apel
aigkstrak dengan aseton dingin, Penentwan akiivitas ensim dilabihin dengan
wenggunakan substrat katekal, picogalel dan tirosin.  Inbibitor yang digenalkan
untud menghambat aktivitas énsim adelab asam amine sistein, glisin dan asam
askarbat. Aktivitay emsim polifenol oksdase dari apel paling Haggi terbadap
snbstrat pivogalel yattw 183,69 wnit, bemudian terbadap katekosl 58,09 nnit dan
terfiadap tirosin paling rendab yaion 1037 nuit. Shecin dergan konsentrasi 10
wikl meniplyas daya inbibisi 83,5 %, glisin bowseasrasi 100 M s YR
daya fnkibisi 51,6 % dan asam ailorbat 10 m neemrpnayal duye fudahiss 63,0
i

ABSTRACT

Fody ol rJ.'.._:.'.'J'..l'.'.c a5 the miadn FREYMmE CRtalyriay oxddaiion .-_.Ir'_,g_r'_;.g,u[,f into
quinone aud further dipoltrerized tnto a brown color of melaniadine pigmient,
Palyphenol oxydase enryme from apple was extracted with @ cold acetone. The
activity of the enzyme was determined by the use of catecol, pyrogallel and
eyrosine  subserates,  The inkibitor wsed to block the ey acHuity were
cysteine, plyoine and ascarbic acd.  The activiny af polypbenal piydase fram
apple was highest foward pyrogallol subsirate, ie, 10364 unit, Cysteine at a
vorcentration of 10 mM bad an inbibition ability of 835 %, plycine af 2
concentration of 100 mM bad thay of 1.6 % and 10 mM ascorbic acid bad that
af 63,0 %

PENDAHULLUAN

Enzim polifenol oksidase adalah enzim yang hekerja pada reaksi pencolilatan
(browning) bush-buahan. Peacoklatan enzimatik dalam proses pesgolahan
mertpakan masalah yang serius, karena hagian vang terkelupas, dipotong akas
menjadi gelap warnanya ketika keoa uvdara, Hal ini tidak diingini karena
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menampillian rupa serta warna yasg tidak bagus dan diiringi dengan rasa yang
tidak enak. Proses peacoklatan yang terjadi akan mengurang kuabitas produlk
dan menwrinkan minat koasumen (Perl LM dan Friedmas, 1590).

Buah apel selain dikomsumsi dalam keadaan segar, juga divlah menjadi
minuman atan sari buah,  Pada peagolaban apel menjadi mineman, dengan
adanya cnzim polifencl oksidase dalam buah apel sanpat merugikan karena
dapat menimbulkan warna cokbar yang tidak dinginkan. Dalam bualt apel
terdapat beherapa macam senyawa feanl yang dapat menjadi substeat enzim
polifenol oksidase, diantaranya katekol, pirogalel dan tirosin. Supaya diperaleh
sari huah apel vang baik, maka dilakukan usaha mencegah reakisi pencoklatan
dengan menghambat aktivitas enzim polifenc] ohsidaie dengan menggunakan
inhibitor. Dalam pemilihan inhibitor yang digunakan hacus dipgrhatikan
hal-hal yang akan mempengaruhi produk sari bual tersebut sepertd warma, rasa
dan bau. Hal vang sangat pen- ting sekali vaity menyanghkut sepi keamanan,
dimana inhibitor yang digunakan tidaklah bersifat racun. Untuk menghambat
menghambat aktivitas enzim polifencl olsidase patds penclitian ini digunakan
golongan asmn amino seperti sistein, plisin dan golongan amm yaiti asam
Abeqlat.  Penclitias ini bertujuan untuk menentukan altivitas ealesimum
envim polifenc! oksidase techadap substrat katelwl, pirogalol daa tleesin seria
menentulan daya inhibisi sistem, glisin dan asum olsalat dalam ienghambat
shrivitas enzitn polifenc! ohsidase pada buak apel.

BATTAT DDAN MELODA

lahan
Apel malang varietas manalagi, buffer posfar pi 7, KCL 1%, aséton, katelol,
pirogalol, tirosin, asan askarbat, sistemn dan plizia.

Metoda Penclitian
300 gr apel ditambrahkan 600 ml buffer poafat (RELPOY, + KHPO,) 0,020 pH
7 yang mengandung 0,005 M sistein, Campuras diblender, amgpasnya dibuang.-
SLpperosiian ditambab KCI 19 'il'_'Ll_'||'|_'. ak 20 mi,  Emdapan yang rerbentuk
dipisahkan lagh. Swpernataniys ditzsnbat aseton dingio dengan perbandingan
| bagian supernatan dan dua bagian ascion dingin. Dizmkan larutan dalam
Lulkas, kemudion taring dan ditimbang,  Eodapan proteio enzim  yang
serbentuk ditarntkan dalam 100 mib buffer posfar pIl 7.Larptan merupakan
hasil chksirak hasar enzim polifenol oksidise.  Terhadap ehsirak leasar
Jitencukan aktivitas enzim dengan menggunakan substrat katckol, pirogalol
dan tieasin,  Aktivitas enzim ditentukan pada kondisi pEl subu dan
Lounsentrasi substrat yang optimum, Masing-masing substrat katekol, prigalol
dan vieosin diambil sebanyak 3 ml, kemudian ditambah 4,5 ml Tifler sitrat din
1 il elsteak enzim, Biarkan larutan sanpai warna coklat yang terbentuk
stahil, absorban larutan dinkar pada panjang gelombang maksimumnya.
Untuk menentuban daya inhibisi, kedalam campuran 3 sl substrac
pirvgalol dan 4,5 ml buffer sitrat diisikan masing-masing 1 ml inhibitor sistein,
asam askorbat dan glisin dengan komsentrasi yang bervariasi 2 s/d 10 mM
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anruk sistein dan asam askorbat, 10 3/d 100 mM untuk glisin. Tambzhban 1
ml enrim pada masing-masing tabung dan kocok Biarkan campuran sampai
tercapainya kestabilan warna, sbsorban farutan diukur pada panjang gelombang
maksinumaya.

TIASIL DAN PEMBAHSAN
Dengan  menpgunakan substrat katekel, pirogalol dan  tirosi, waktu

tercapainya kestabilan warna coklat yang terbentuk berbeda. Perbedaan mi
dapat dilikat pada Gambar 1.

I r_
A
= Il 1
p |
=
o | e e
e g
- L IIII
bl
g
P
--'_'_.r,.l—-—I—J-_I' o
et : L i .
a 3 b} g a0 33 g | 2%
ek [=anin
——Xntapzl T Fhapess v Tirgaln

Gambar 1. Waktu tercapainya kestabilan warna coklat yang dihasilkan.

Tads Gambar 1 terlibat untuk substrat katekol memberilan warna yang
stabil setclah 5 menit, untuk substrat pirogalol memberikan warna yang stahil
setelah 3 menit dan untuk substrat tirosin setelah waktu 10 menit.  Enzim
potifenol oksidase pada apel Malang cepat memberikan warna coklat pada
substrat pirogalol, berarti enzim polifencl oksidase ini lebih ceprat bekerja
mengoksidasi substrat pirogalol daripada suhstrat yang lain karena substrat
pirogalol mempunyai gugus hidroksi yang lebih banyak.

Substeat yang digunakan berpengaruh techadap pH optimum aktivitas
enzim. Dengan substrat yang berbeda akan didapatkan pll optimum yang
berbeda pula, dapat dilibat pada Gambar 2.Enzim polifenol olsidase pada
penclitian ini mempunyai pH optimum 5,2 untuk substrat katekol, 3.4 untuik
substeat pirogalol dan 5,0 nntuk substzat tivosin,  Perbedaan ini disebahkan
karena pH optimum  selain ditentukan oleh keadaan ion enzim  juga
dipengaruhi oleh keadaan fon dari substeat, MHanya pada nilai pH optimum,
cnzim dan substrat terdapat dalam keadaan ion yang sesuai dan pada keacdaan
pH optimum konseptrasi maksimum dari enzim dan substrat benar-benar
bermuatan (Martin D.W, Mayes AL, Roduall VW, 1983),
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Subu optimus dan konseutrasi substrat optimum enzim pelifencl oksidase
pada apel Malany juga dapat dilihar pada Gambar 2. Denpan mengginakan
substeat katekol dan pirogalol didapatkan subu optimum enzim poiifenal
oksidase 30 o, sedanglkan dengan mbstrat tirosin didamtkan wihe opitimun
23 (.. Dengan menggunakan snhstrat yang berbeda dipernleh suhu onticiem
yang berbeda puls, karena suby optimum enzim dipengaruhi oleh ketahanan
euzim dan substrae terhadap papas. Pada suhy Hupgi subserse juga dapar
memgalami  perubaban huoformasi, sehitnigps sisd reabnifiva memgalami
hambatan dalam memasuki lokasi akiif cozim (Maggy T.5, 1980),

Piuda Gambar 2 ;li.||l'.lt dilthiatr konseatea EOTARTA B optiiim noink katekal
dan pieopalol adalah 0,03 M dan uatuk ticosin e punyal komsentrai sl e
optimum yang lehil kecil vaitg 0,003 M. Lreingan menggpunakan substrat
atekol dan pirogmlol didapatkan kossentrasi sahserae apPLiTnem vang sama,
Sedanghan untek tirosin yane terpakal oleh reaksi encim kecil,  Hal ing
disehablan karens enzim polifenol  ohaidase pada apel i mempunyai
kemampuan vang rendab untuk meigoksidasi trosin (Zhen P, Siporh NI &
Lee CY, 1993),
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Gambar 7. Kot PN ETEE i polifenol oksidaze dar buah apel

Aktivitas maksimum enzim polfenol oksidase dengay mengginakan
susbstrat katehol adalah 58,9 wnit, denpan prrogalel 103,64 unit dan dengan
pirosin 10,33 mmit.  Aktivieas i aditentulan pada hondisi pH, subis dan
komsenteasi substrat optimum yang diperoleh.

Pengaruh inhibitor techadap aktivieas enzim polifenol oksidase desgan
mergpunakas substrat pirogalel dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel £, Pengarnh inhibitor sistein, glisin dan asam askorbar rerhadap
aktivitas enzim polifenol oltidae,

T T y: e T i T o
| Fezsaatzass | Bleteln Flinin | swam sekorbac |
Rh 5__ - T e — ML — oLt 1

x| = | a I 5 S
a | 103,84 103,84 = 103, &% - |

F Nu BT 43,3 T 44 | 30, %
% | 3s,78] £5,8 go,42 | 41,7 |
B | 22,7090 74, L £1.30 | %0.% |
| ]l | zo.53] B2 41,36 T2 |
11 | 27,340 w14 ag, 34 al.2 34,35 3.0 |

D | 54,40 §5.7

{ 40 ! i 55,42| ‘anun |
| U 53,45 i@.a [
ao | 331,23 44,8 |
| 100 [ . 5,49 A1, |

A = Aktivitas (unit) 1 = % Inhibisi

Pads konsenteasi 10 mbM sistein fiainpd menpghamibat aktbvitas sazdo
poiifenol olsidae deapan dava inhibisl 83,5 %, 3sam sshoebac pada konseytrasi
vang sama mempunyai dava nhibesi 63,0 %, Glisin mempeayal bemamprean
vang palisg randih sl:‘!'l.'l.g.ti syhihitor, :'!l.'l.-'d] hpnsenirasi 100 mpd T T T
daya inbibisi honyva 51,6 %, Sdein mempunyal daya inbibisi paling tingps
harena sistein . merspabsn 2sam amine vang mempunyai pugos sulfbidedl,

1 o

Guens sulfhided  daci sstenn dapar barealisd deogan produde O
membentuk sunty jenyawa prodok fambaban (COALC = Cysedn Qudnin

Acddition Composnd], alobatiy aelinpkdin yaup Beswarng volklar eidal
rerbentik. COAC mempunyai strwktur Yang mirip Jengan substrat sehingpga
COMT jllgn ifapat perikarin denipgan josst st enrim lrarloom peri dienran
substrat,  Dhengan demikon COAC memberikan  ihabitor. yang bersian
icompecitif seperti terlihat pada Gambar 5 (Richard and Goupy, 19%3),
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Gambar 3. Inhibisi sistein dan CQAC terhadap reaksi cozim polifenal

okidase,
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Glisin merupakan asam amino yang tidak mempunyai pugus selihidel, hanva
mampu menghambat aktivitas enzim polifenol oksidase melalui poambentn kan
Romplek stabil dengan Cu yang merupakan kofaktor enzim, schingga enzim
menjadi tidak efektif, Sistein mengharmbat aktivitas enzim palifenol oksidase
melalui dua cara yaito melakukan aksi terhadap produk reiksi dan melakykan
alsi terhadap enzim, sedanghan glisin menghambat hanya desgan melaknkan
akei terhadap enzim, Oleh karens ity glisin mempunyai daya inhibisi yang
rendah {Lowrenco 1992, Richard and Goupy 1993),

Asam ashorbat mempunyaii daya inkibis 63,0 %, Kerja asam askorbar
sehagai inhibitor berheda dengan asam amino sistein dan glisin, Asam askorba
meredubsi kembalioquinan yang terbentuk menjadi senyawa fenol dimana
asam askorbat melepashan 2 molekul hidrogennya dengan membentel dihideo
asam askorbat. Dengan terbentubnys senyvawa fenol kemball maka reaksi
lanjutan pembentukan melanin dart quinan tidak berlangsung (Yanovits Klapp,
Richard F.C 1990),

EFSIMPULAN

Enzim polifenal oksidase dari buah apel mempunyar aktivitas maksimum 58 0%
Linait l.'*_':r||.'l.-!'|ap substrat katek ol, 103,64 unit terkiula siebeitrat pieogalol dan 10,33
unit terhadap substeat tirosin, Sistein mempunyal daya inhibisi paling tingpi
dari pada glisin dan asam  askorbar, pada komsenteasi 10 mM dapar
menghambat aktivitas sehesar §3_5%.
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