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ABSTRACT

Invertase or B-fructofuranosidase (E.C.3.2.1.2.6) have been a valuable enzyme in food
industry, so that research about enhancing invertase activity on an industrial scale has been
reported massively. So far, the production of the invertase enzyme is highly dependent on the
potential activity of the invertase enzyme derived from microorganisms. The development of
enzyme production technology is also a concern in invertase research to obtain an efficient
and inexpensive production system. So far, various developments in enzyme production
technology and enzyme utilization have been carried out, including various innovations in
immobilizing and increasing the stabilization of the invertase enzyme during the production
process. The development of superior strains and enzyme production technology continues
amid the discovery of the latest approaches such as genetic engineering, protein modification,
and nanotechnology. This paper aims to discuss invertase variation from various organisms,
its correlation to novel microbial strain development to increase invertase production and
invertase enzyme production technologies development including immobilization technology
and stabilization of invertase enzymes.
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ABSTRAK

Invertase atau B-fructofuranosidase (E.C.3.2.1.2.6) merupakan enzim yang sangat penting
dalam dunia industri pangan sehingga berbagai optimasi aktivitas enzim untuk produksi dalam
skala industri terus dilakukan. Produksi enzim invertase hingga sejauh ini sangat bergantung
oleh potensi aktivitas enzim invertase yang diambil dari mikroorganisme. Selain itu,
pengembangan teknologi produksi juga menjadi perhatian dalam pengembangan produksi
dan pemanfaatan enzim untuk mendapatkan sistem produksi yang efisien dan murah. Sejauh
ini berbagai pengembangan teknologi produksi enzim dan pemanfaatan enzim telah
dilakukan, diantaranya dengan berbagai inovasi dalam melakukan imobilisasi dan
peningkatan stabilisasi enzim invertase selama proses produksi. Pengembangan strain
unggul dan teknologi produksi enzim terus dilakukan di tengah ditemukannya pendekatan-
pendekatan terkini seperti rekayasa genentika, modifikasi protein, dan teknologi nano. Artikel
ini bertujuan untuk membahas variasi enzim invertase dari berbagai organisme, korelasi
pengembangan strain mikrobia unggul terhadap peningkatan produksi enzim invertase, dan
perkembangan teknologi produksi enzim invertase meliputi teknologi imobilisasi dan
stabilisasi enzim invertase.

Kata Kunci: B-fructofuranosidase, fermentasi, gen invertase, imobilisasi, produksi enzim
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PENDAHULUAN

Industri enzim di pasar global bernilai
3,3 milyar USD pada 2010, 4,2 milyar USD di
tahun 2014 dan diperkirakan nilai tersebut
akan terus meningkat (Singh et al. 2016).
Invertase atau pg-fructofuranosidase (EC
3.2.1.26) merupakan enzim yang penting
untuk diproduksi karena potensi dan
manfaatnya terutama pada industri makanan
dan minuman (Giraldo et al. 2012). Invertase
merupakan salah satu enzim yang paling
banyak digunakan pada industri makanan,
khususnya dalam preparasi selai dan
permen, karena fruktosa memiliki rasa yang
lebih manis dan tidak mudah mengkristal
dibandingkan dengan glukosa (Uma et al.
2010). Beberapa jenis invertase dengan
aktivitas fructosyltransferase dapat
dimanfaatkan dalam proses produksi frukto-
oligosakarida (FOS), gula dengan sifat
prebiotik. Invertase juga digunakan dalam
produksi madu artifisial dan obat-obatan serta
pada industri kertas dan konstruksi elektroda
untuk mendeteksi konsentrasi sukrosa (Lazar

etal. 2011).
Peningkatan kualitas strain sangat
diperlukan untuk menyediakan

mikroorganisme penghasil enzim invertase
dengan kemampuan yang tinggi untuk
mendukung produksi enzim yang optimum
(Veana et al. 2014). Usaha untuk
meningkatkan kualitas produksi enzim
dilakukan dengan melakukan eksplorasi
novel enzyme yang memiliki aktivitas enzim
yang lebih tinggi (Lin et al. 2019; Liu et al.
2020). Selain itu, pendekatan bioteknologi
molekuler dan bioinformatika memiliki
peranan yang sangat penting untuk
memunculkan berbagai penemuan baru di
bidang aplikasi enzim (Patel et al. 2017),
khususnya berkaitan dengan produksi enzim
rekombinan (Hua et al. 2018).
Pengembangan enzim berbasis eksplorasi di
alam tidak akan cukup untuk memenuhi
tuntutan kebutuhan peningkatan produksi
enzim yang dibutuhkan. Maka dari itu,
pendekatan berbasis rekayasa genetika
dengan aplikasi gen rekombinan sangat
diperlukan untuk mendapatkan gen invertase
yang memiliki aktivitas tinggi dalam
mendegradasi gula (Nadeem et al. 2015).
Tantangan utama dalam pemanfaatan
enzim di sektor industri adalah tingginya
biaya produksi enzim itu sendiri (Jana et al.
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2013). Pemanfaatan substrat dari bahan
organik untuk produksi enzim saat ini menjadi
penelitian yang menarik, seperti limbah agro-
industri sebagai bahan baku yang murah dan
banyak tersedia (Girelli et al. 2019). Hal
tersebut bertujuan untuk memperoleh metode
alternatif dalam produksi enzim dengan biaya
rendah sekaligus untuk pengelolaan limbah.
Limbah agro-industri secara umum dihasilkan
dalam jumlah besar sepanjang tahun dan
pemanfaatannya untuk produksi enzim
memiliki keuntungan yaitu bersifat
terbarukan, biaya rendah dan memiliki
karakteristik berbeda-beda sehingga dapat
disesuaikan untuk kebutuhan produksi enzim
tertentu (Borghi et al. 2010). Optimasi
produksi enzim dan aplikasinya juga sangat
dipengaruhi oleh teknik purifikasi dan
ekstraksi enzim tersebut. Berbagai
pengembangan teknik ekstraksi enzim
meliputi teknik ultrasound, microwave, dan
enyme-assisted extraction dengan berbagai
mekanisme yang berbeda (Mari¢ et al. 2018).

Artikel ini bertujuan untuk membahas
variasi enzim invertase dari berbagai
organisme, korelasi pengembangan strain
mikrobia unggul terhadap peningkatan
produksi enzim invertase, dan perkembangan
teknologi produksi enzim invertase meliputi
teknologi imobilisasi dan stabilisasi enzim
invertase.

KERAGAMAN ENZIM INVERTASE

Sistem tatanama untuk invertase adalah
B-fructofuranosidase (EC 3.2.1.26),
menunjukkan bahwa reaksi yang dikatalisasi
oleh enzim ini adalah reaksi hidrolisis (Leal et
al. 1999; Kulshrestha et al. 2013; Lorenzoni et
al. 2014). Enzim invertase diketahui dapat
diisolasi dari berbagai jenis mahluk hidup yang
termasuk dalam three domain of life.
Pengetahuan tentang sumber enzim invertase
menjadi penting dikarenakan hal tersebut
berkorelasi dengan perbedaan aktivitas enzim
invertase itu sendiri. Enzim invertase dapat
diisolasi dari mikroorganisme (bakteri, khamir,
dan kapang) dan organisme tingkat tinggi
seperti tanaman. Pancoast dan Junck (1981)
menyatakan bahwa ragi Saccharomyces
cerevisiae dan S. carlsbergensis merupakan
sumber utama penghasil invertase untuk
aplikasi industri. Berbeda dengan sebagian
besar enzim, invertase memiliki aktivitas yang
relatif tinggi pada kisaran pH yang luas antara
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3,5 sampai 5,5, dengan aktivitas optimum
pada pH 4,5. Aktivitas maksimum dicapai
pada suhu 55°C. Nilai Michaelis-Menten untuk
jenis enzim yang berbeda bervariasi, tetapi
kebanyakan enzim memiliki nilai Kn
(Konstanta Michaelis-Menten) antara 2-5 mM
(Du et al. 2013). Aktivitas enzim didefinisikan
sebagai kecepatan pengurangan substrat atau
kecepatan pembentukan produk pada kondisi
optimum. Satu unit aktivitas enzim didefi-
nisikan sebagai satu mikromol (umol; 10-° mol)
substrat yang bereaksi atau produk yang
dikatalisis setiap menit (Wang et al. 2017).

Invertase dari tanaman

Penelitian terkait invertase pada
tanaman, telah dilakukan sejak akhir abad ke-
18. Kajian terkait invertase tanaman
menunjukkan  bahwa kelompok enzim
invertase berperan penting dalam proses
metabolisme tanaman, terutama berkaitan
dengan metabolisme gula dan ketahanan
tanaman  terhadap cekaman abiotik
(kekeringan, kemasaman) serta biotik
(patogen). Penelitian terkait tanaman tebu
sebagai bahan industri gula (sukrosa),
melaporkan bahwa invertase berperan
penting dalam proses akumulasi sukrosa
pada batang yang mempengaruhi produksi
gula. Metabolisme sukrosa  sangat
bergantung pada enzim yang terdapat di
bagian internoda, seperti enzim invertase
(INV, EC 3.2.1.26), sucrose synthase (SS,
EC 24.1.13) dan sucrose phosphate
synthase (SPS, EC 2.4.2.14). Pada tanaman,
enzim invertase telah banyak dilaporkan
sebagai kunci regulasi dari akumulasi
sukrosa pada batang tebu. Dua kelompok
enzim invertase seperti soluble acid invertase
(SAl) dan netrual invertase (NI) dapat
memecah sukrosa menjadi glukosa dan
fruktosa (Pan et al. 2009; Chen et al. 2015).
Neutral atau acid invertase ditemukan pada
sitoplasma atau di dalam kompartmen
metabolik sel, dan memiliki aktivitas yang
rendah pada sel meristem (Wang et al. 2017).
Pengembangan penelitian terkait enzim
invertase pada tanaman dalam lima dekade
terakhir ~ terfokus  untuk  mengisolasi,
mengkarakterisasi dan mengembangkan
metode pengendalian aktivitas enzim di
dalam jaringan tanaman. Sementara
penelitian terkait bagaimana potensi enzim
invertase dari tanaman untuk digunakan
dalam kepentingan industri belum banyak
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dilakukan dibandingkan pemanfaatan enzim
invertase dari khamir atau bakteri. Hal
tersebut berpotensi untuk mendapatkan
enzim invertase dengan aktivitas yang lebih
tinggi meskipun dalam isolasi enzimnya relatif
lebih sulit untuk dilakukan. Selain isolasinya
yang lebih sulit, enzim invertase pada
tanaman secara umum diketahui memiliki
aktivitas yang beragam, bahkan di dalam satu
spesies tanaman yang sama. Aktivitas
tersebut ditentukan oleh berbagai faktor baik
kondisi fisiologis tanaman, terutama maturasi
dan faktor lingkungan, seperti suhu, pH dan
serangan patogen. Tabel 1 menunjukkan
berbagai penemuan aktivitas enzim invertase
pada tanaman. Aktivitas tersebut diketahui
dari Km (Konstanta Michaelis-Menten) dan
Vmax  (kecepatan maksimum)  dalam
mendegradasi substrat (gula). Kemampuan
tertinggi ditemukan pada Solanum tuberosum
yang memiliki K, sebesar 133 mM (invertase
II) dan Kn sebesar 128 mM (solubilized
invertase). Invertase pada tanaman kentang
diketahui memiliki berbagai karakteristik
aktivitas enzim, setidaknya ditemukan 4
enzim invertase dengan karakteristik yang
berbeda. Meskipun memiliki aktivitas yang
berbeda, enzim tersebut terindikasi sebagai
enzim yang sama berdasarkan invertase

elution pattern, dan pertepatan
immunological  recognition. Perbedaan
aktivitas  invertase  disebabkan  oleh

perbedaan microenvironment dari enzim
tersebut (Isla et al. 1999). Selain itu, aktivitas
enzim invertase juga dipengaruhi oleh
substrat yang digunakan. Isla et al. (1999)
melaporkan bahwa invertase Il memiliki nilai
Km yang berbeda pada substrat yang
berbeda. Enzim tersebut memiliki Ky, 133 mM
dengan substrat sukrosa, Km 187 mM dengan
substrat rafinosa, dan Kn 230 mM dengan
substrat sukrosa dan fruktosa. Hal ini
membuat  penentuan  aktivitas enzim
invertase pada tanaman menjadi lebih
kompleks, karena untuk melakukan hal
tersebut perlu data yang komprehensif terkait
microenvironment dari lokasi enzim invertase
tersebut ditemukan di dalam sel atau jaringan
tanaman. Perbedaan substat juga
mempengaruhi  tipe  penghambatannya,
pengunaan substrat sukrosa akan terjadi
mekanisme penghambatkan non-kompetitif,
sedangkan pengunaan fruktosa sebagai
substrat akan menyebabkan penghambatan
kompetitif.



Tabel 1. Enzim Invertase dari tanaman
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Jenis Tanaman

Karakteristik Enzim

Referensi

Ceri (Prunnus avium L.)

Km =4 mM
degradasi sukrosa:
0,9-3,8 ymol mg min-1

(Krishnan and Pueppke 1990)

Kentang (Solanum tuberosum)

acid soluble invertase: Km = 28 mM
invertase I: Km = 20 mM

invertase Il: Km =133 mM
solubilized invertase: Km 128 mM

(Isla et al. 1999; Brummell et al.
2011)

Jagung (Zea mays)

degradasi sukrosa:
3 ymol mg min-1

(Billett et al. 1977; Kim et al.
1999; Kim et al. 2000)

Stroberi (Fragaria ananassa Duch.
var. H6kowase)

(Ranwala et al. 1992)

Tomat (Lycopersicon esculentum)

(Zhang et al. 2013)

Populus (Golongan Aspirin)

(Chen et al. 2015)

Arabidopsis thaliana

(Wang et al. 2017)

Padi (Oryza sativa)

(Wang et al. 2017)

Pisang (Musa cavendishii)

degradasi sukrosa: 1 ymol mg-! min-!

(Sum et al. 1980)

Tebu (Saccharum officinarum)

acid soluble invertase: Km = 55 mM
neutral invertase: Km = 9,8 mM

(Vorster and Botha
Hussain et al. 2009)

1998;

Tabel 2. Enzim Invertase dari Mikroorganisme

Jenis Mikroorganisme

Karakteristik Enzim

Referensi

Saccharomyces cerevisiae

Km =11 mM
Vmax = 343,7 u mg‘l

(Chand Bhalla et al. 2017)

Candida utilis

Km =11 mM (sukrosa); 150 mM (rafinosa)

(Chavez et al. 1997)

Candida guilliermondii Mpllla

Km =0,104 mM
Vmax = 10,9 pmol min—! mg!

(Plascencia-Espinosa et
al. 2014)

Aspergilus Niger AS0023

Km =35,67 mM
Vmax = 398 ymol mL~1 min-t

(Hocine et al. 2000)

Rhodotorula glutinis

Km =22,7 mM
Vmax = 0,096 umol min-1 mg-!

(Rubio et al. 2002)

Neurospora crassa

(Metzenberg et al. 1963)

. Km = 12 mM
Pyrococcus furiosus Vimax = 130 pmol mL-1 min-% (Badra et al. 1994)
Arthrobacter globiformis IFO 3062 K =_2‘4 mM (Win et al. 2004)
Vmax =127 s
. Km =370 mM
Bacillus cereus TA-11 Vmax = 3,0 ym min-1 (Yoon et al. 2007)
Km =25 mM

Bifidobacterium breve UCC2003

Vmax =24 pmol min-1

(Ryan et al. 2005)

Bifidobacterium infantis ATCC 15697

V! Km = 0,65 dan
0,025 x 103 mint mg?

(Warchol et al. 2002)

Brevibacterium divaricatum NR RL B-
2312

Km =0,19 M

(Yamamoto et al. 1986)

Lactobacillus reuteri CRL 1100

Km =6,66 mM
Vmax = 0,028 ymol min-!

(Gines et al. 2000)

Thermotoga neapolitana DSM 4359T

Km =52 x 108 M s?

(Dipasquale et al. 2009)

Invertase dari mikroorganisme
Perkembangan penelitian terkait enzim
invertase pada mikroorganisme lebih banyak
dilakukan pada kapang dibandingkan pada
khamir dan bakteri, hal ini dikarenakan dari
berbagai penelitian terakhir yang

menunjukkan enzim invertase pada kapang
memiliki tingkat afinitas yang relatif lebih
tinggi dibandingkan pada bakteri dan khamir
(Nadeem et al. 2015). Invertase pada fungi
ditemukan dalam bentuk glikosilasi yang
disekresikan dari sel, dan invertase
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intraselular dalam bentuk non-glikosilasi.
Sekresi invertase umumnya berada dalam
membran periplasma. Invertase ekstraselular
terdiri dari dimer 270 kDa dan mengandung
50% massa karbohidrat dalam bentuk 9
rantai oligosakarida mannosa dan setiap
rantai berikatan dengan residu aspragin pada
subunit polipeptida berukuran 60 kDa (Heslot
and Gaillardin 1992). Tabel 2 menunjukkan
berbagai sumber enzim invertase yang telah
diteliti. Invertase yang diisolasi dari mikrobia
sebagian besar memiliki nilai K, antara 1-8
mM.  Nilai tersebut relatif rendah
dibandingkan dengan rataan nilai Ky, yang
dimiliki oleh tanaman. Meskipun nilai Kn-nya
relatif rendah, nilai Vmax yang dihasilkan oleh
mikroorganisme, khususnya khamir relatif
sangat tinggi. S. cerevisiae memiliki nilai Vmax
sebesar 343,7 y mg?! dengan nilai Kn
sebesar 11 mM, sedangkan Aspergilus Niger
AS0023 memiliki Vimax sebesar 398 pmol min
mg~ dengan nilai Kn, sebesar 35,67 mM. Nilai
Vmax menunjukkan tingkat kejenuhan enzim
oleh substrat, sementara efisiensi katalis dari
enzim ditunjukkan dari nilai Km. Nilai Kn
didefinisikan sebagai konsentrasi substrat
tertentu pada saat kecepatan katalitik enzim

mencapai setengah kecepatan
maksimumnya.
Meskipun pemanfaatan enzim

invertase lebih banyak diisolasi dari kapang,
penelitian terkait karakterisasi dan aktivitas
enzim invertase dari bakteri, khamir dan
tanaman masih terus dilakukan, terutama
untuk mengetahui peran fisiologisnya di
dalam jaringan tanaman. Hal tersebut
memberikan data yang lebih komprehensif
dari peran invertase dalam alur metabolisme
tanaman, termasuk potensi aktivitas enzim
invertase tanaman yang sering Kkali
dilaporkan memiliki aktivitas yang lebih tinggi
dibandingkan enzim vyang diisolasi dari

Cell wall invertase:

mikroorganisme (Tabel 1 dan 2). Meskipun
dalam isolasi dan karakterisasinya relatif
lebih kompleks, perkembangan keilmuwan
pada bidang biologi molekuler saat ini
memungkinkan hal tersebut untuk dilakukan

secara lebih  mudah. Perkembangan
bioinformatika, biokimia dan genetika
molekuler memungkinkan  pemanfaatan

enzim invertase dari tanaman menjadi lebih
mungkin untuk dilakukan dan dikembangkan
di masa saat ini.

Struktur genetik enzim invertase

Pemanfaatan teknologi biologi
molekuler untuk pengembangan enzim
invertase perlu didasari oleh pemahaman
struktur gen invertase secara umum pada
tanaman, dan informasi terkait region-region
penentu yang berkorelasi dengan aktivitas
enzim invertase. Secara umum, gen
invertase merupakan faktor regulasi kunci
dalam akumulasi sukrosa pada tanaman.
Terdapat tiga tipe invertase, antara lain:
neutral invertase yang terdapat pada
sitoplasma, insoluble acid invertase yang
ditemukan pada ruang dinding sel, dan
soluble acid invertase yang ditemukan pada
vakuola. Soluble acid invertase lebih banyak
ditemukan aktif pada jaringan yang memiliki
pertumbuhan cepat, seperti pada apikal akar
dan internoda batang muda. Pada tanaman,
soluble acid invertase, sangat aktif pada
internoda muda dalam memecah sukrosa,
dan aktivitasnya menjadi minimal pada
internoda batang tua yang memiliki
konsentrasi sukrosa relatif lebih tinggi.
Meskipun penghambatan kerja enzim soluble
acid invertase mampu meningkatkan
akumulasi sukrosa pada suspensi sel
tanaman tebu. Respon yang sama terbukti
pada tanaman tebu yang sudah dewasa
(Wang et al. 2013).

NDPN WECPDF
Vacuolar invertase:
NDPN WECVDF
signal N-terminal mature C-terminal
peptide propeptide polypeptide extension

Gambar 1. Gen invertase (Fotopoulos 2005)
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cell wall invertase
disintesis menjadi pre-proprotein dengan
leader sequens yang panjang. Leader
sequens tersebut akan diputus dalam proses
transportasi dan maturasi protein. Leader
sequens sebagian besar terdiri dari signal
protein yang dibutuhkan untuk memasuki
retikulum endoplasma dan menuju ke
secretory pathway. Selain itu terdapat N-
terminal propeptide yang berperan dalam
stabilitas dan ikatan protein. Berkebalikan

Secara umum,

J Bioteknol Biosains Indones—Vol 7 No 1 Thn 2020

dengan cell wall invertase, vacuolar invertase
memiliki pemanjangan C-terminal yang
bersifat hidrofobik yang berukuran relatif lebih
pendek (Fotopoulos 2005), (lihat Gambar 1).

Hubungan evolusi dengan aktivitas invertase

Sekuens DNA enzim invertase dari
berbagai macam bakteri, khamir dan kapang
telah dilaporkan dan tersedia di database
sekuens. Alignment dan analisis filogenetik
berbagai sekuens asam amino dari berbagai

Plant cell wall invertases

ATBFRUCT2 (9.3) cwi (9.1)

PCI (7.1 INVDC1 (9.1
VFCWINV2 (8.0) mvo(cz )(8.7)
ATBFRUCT1(5.1) INCW3 (8.9)
INCW4 (5.5) INCW2 (9.4)
\ INCW1 (7.0)

pCD141(9.4)

Bacterial invertases

7
SucC2
Yeast invertase

IVR1 (5.0)

Sl (5.1)

ATBFRUCTS (5.4)

ATPFRUCT4 (5.4)
Al (5.8

/\

VFVCINV (.
PPAITIs /| il 65 (58
NVLE23g (5.5)

Plant vacuolar invertases

0.1

Gambar 2. Hubungan filogenetik antara sekuens enzim invertase (Kim et al. 2000). Keterangan: Sekuens Atbfructl,
Atbfruct2, Atbfruct3, Atbfruct4 (X74514, U11033, X95537, X97749) diisolasi dari Arabidopsis; VIVCINV,
VFCWINV2 (249831, Z35163) diisolasi dari fava; InvDC1, InvDC2, sl, sll (M58362, X78424, X75352, X67163)
diisolasi dari wortel; Ivrl, Incwl, Incw2, Incw3, Incw4 (U16123, U17695, AF050631, AF043346, AF043347)
diisolasi dari jagung; pCD141, pPAI11 (222645, L29099) diisolasi dari kentang; Pcl (X85327) diisolasi dar
ercis; CWI (X81834) diisolasi dari tembakau; Al (D10265) diisolasi dari mungbean; InvLe23g (Z12025)
diisolasi dari tomat;. Sxy (X67744) dari Staphylococcus xylosus; Val (M26511) dari Vibrio alginolyticus; Ppe
(L32093) dari Pediococcus pentasaceus; Zmo (D17524) dari Zymomonas mobilis; Eco (X81461) dari
Escherichia coli; Bsu (X73124) dari Bacillus subtilis; Suc2 (Z46921) dari Saccharomyces cerevisiae
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spesies mikroorganisme yang berbeda
mengungkapkan hubungan evolusioner di
antara invertase yang dihasilkan mikrobia
(Gambar 2). llustrasi lebih lanjut terkait
perbedaan physiochemical dan karakteristik
termodinamika enzim dari domain kehidupan
(domain of life) berbeda, juga menunjukkan
adanya variasi pada tingkat sekuens asam
amino (Nadeem et al. 2015).

Pohon filogenetik menunjukkan
kedekatan antara invertase yang dimiliki
mikrobia (bakteri, khamir, dan kapang),
sementara itu invertase yang dimiliki oleh
organisme eukariotik lebih tinggi (tanaman)
terklasifikasikan secara terpisah berdasarkan
bagian conserve pada sekuensnya. Hampir
semua sekuens enzim invertase mikroba
memiliki GH32 yang merupakan family dari
glycosyl hydrolases, dan juga termasuk ke
dalam kelompok GHJ bersama dengan family
GH68. Meskipun telah banyak dilakukan
penelitian terkait protein crystal structure
resolution, hanya sedikit dari enzim GH32
yang telah dimasukkan ke dalam database
PDB. Sekuens-sekuens tersebut memiliki
sekuens conserve, antara lain NDPNG, RDP,
dan EC yang merupakan aspartate (D)
didekat N terminus yang berperan sebagai
nucleophile, dan glutamate (E) yang berperan
sebagai katalis asam atau basa (Nadeem et
al. 2015).

Perbedaan sekuens gen enzim
invertase antar domain kehidupan berkorelasi
dengan perbedaan aktivitas enzim tersebut.
Guo et al. (2018) menyatakan bahwa enzim
invertase pada kapang mengindikasikan
tingkat afinitas untuk gula yang relatif lebih
tinggi dibanding sebagian besar enzim
invertase yang dipurifikasi khamir (yeast) dan
bakteri.

Sekuens enzim invertase pada
tanaman, dengan mengesampingkan asal
enzim tersebut dari tanaman monokotil atau
dikotil, dibagi menjadi cell wall bound
invertase dan vacuolar invertase, berbeda
dengan invertase pada kapang dan bakteri.
Kim et al (2000) melakukan dan
membuktikan hal tersebut melalui konstruksi
pohon filogenetik untuk enzim invertase
INCW3 dan INCW4. Keduanya menunjukkan
kedekatan hubungan evolusi yang relatif lebih
dekat dari pada vacuolar invertase, termasuk
vacuolar invertase yang ditemukan pada
jagung (IVR1). Hal tersebut mengindikasikan
bahwa gen enzim invertase mengalami
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perkembangan evolusi divergen antara cell-
wall bound dan vacuolar invertase. Meskipun
demikian, INCW3 dan INCW4 invertase
termasuk ke dalam sub-klas yang berbeda.
INCW3 invertase adalah sub-klas yang
sebagaian besar merupakan family cell wall
bound invertase pada jagung, sementara itu
INCW4 invertase tidak termasuk ke dalam
sub-klas mana pun.

Konstruksi filogenetik akhirnya
mengacu pada penggolongan  enzim
invertase yang ditemukan pada tanaman.
Penggolongan tersebut didasarkan pada
lokasi dan derajat keasaman optimum.
Berdasarkan lokasi ditemukannya, enzim
invertase kemudian digolongkan menjadi
CWINs (Cell wall invertases), VINs (Vacuolar
invertases), dan CINs/  Cytoplasmic
invertases. Sedangkan berdasarkan derajat
keasaman optimum, invertase dibagi menjadi
neutral atau alkaline invertase (CINs/
Cytoplasmic invertases) dan acid invertase.
CWINs (Cell wall invertases) dan VINs
(Vacuolar invertases) dari alga hijau
termasuk dalam sub-group G, sementara itu
acid invertase dari tanaman lebih tinggi
dimasukan ke dalam sub-group A—F. Di sisi
lain, Neutral atau Alkaline invertase (CINs/
Cytoplasmic invertases) yang berasal dari
alga hijau dan tanaman lain dimasukkan ke
dalam sub-group yang sama, yaitu grup a dan
B (Wan et al. 2018).

Konstruksi filogenetik dari enzim
invertase yang telah berhasil diisolasi dari
berbagai spesies menunjukkan bahwa
adanya perbedaan enzim invertase dari
tanaman dan dari mikroorganisme (bakteri,
khamir, dan kapang) yang keduanya
membentuk dua kelompok besar tersendiri.
Hal tersebut menunjukkan bahwa adanya
perbedaan urutan basa nukleotida yang
relatif tinggi antara enzim invertase
mikroorganisme dan tanaman, sehingga
berpotensi menghasilkan aktivitas invertase
yang berbeda. Berdasarkan dari
percabangan yang dibentuk, kelompok enzim
invertase dari tanaman memiliki variasi yang
relatif lebih beragam dibandingkan dengan
mikroorganisme, sehingga karakterisasi
enzim invertase menjadi sangat penting.
Variasi tersebut berhubungan dengan fungsi
spesifik dari enzim invertase dalam jaringan
tanaman. Variasi yang tinggi menunjukkan
bahwa enzim invertase dimungkinkan bekerja
optimal pada kondisi yang beragam pada



jaringan tanaman. Faktor-faktor tersebut bisa
jadi  menguntungkan ataupun sebaliknya
dalam pemanfaatannya.

FAKTOR PENENTU KINERJA INVERTASE

Aktivitas enzim invertase ditentukan
dari kemampuannya mendegradasi gula,
seperti sukrosa, rafinosa, dan fruktosa. Laju
degradasi dipengaruhi oleh beberapa faktor,
antara lain suhu, pH, lama pemanasan,
konsentrasi substrat dan konsentrasi enzim
(Perez et al. 2019). Laju degradasi sukrosa
dapat diperlambat atau bahkan dihambat
dengan penambahan inhibitor (Patel et al.
2017). Peningkatan suhu pada reaksi enzim
memiliki dua pengaruh yang tidak seimbang.
Pengaruh tersebut adalah peningkatan laju
reaksi dan di sisi lain dapat menyebabkan in-
aktivasi enzim. Aktivitas enzim invertase
meningkat secara perlahan dengan kenaikan
suhu. Suhu maksimum aktivitas invertase
adalah 60°C, peningkatan suhu lebih lanjut
menyebabkan penurunan laju degradasi
sukrosa (Rahman et al. 2004). Morsy dan
Ibrahim (2016) melaporkan bahwa enzim
invertase dapat menjalankan reaksi optimal
pada suhu tinggi hingga 50°C, namun hanya
terjadi pada periode reaksi pendek
dikarenakan kestabilan enzim yang rendah.
Pada perode reaksi panjang, enzim tidak lagi
aktif pada suhu tinggi. Invertase pada S.
cerevisiae memiliki aktivitas yang tinggi dan
stabilitas yang baik pada suhu 35°C.
Invertase memberikan aktivitas maksimum
pada pH 7,2. Aktivitas turun perlahan pada
pH asam, tetapi turun secara cepat pada pH
basa. Observasi ini menunjukkan bahwa
enzim relatif stabil pada kisaran pH asam
sampai pH netral. Nilai pH optimum invertase
dari benih padi adalah 7,0 (Rahman et al.
2004). Li et al. (2018) menjelaskan bahwa
invertase pada umumnya akan mengalami
degradasi pada pH 4,0. Acid invertase pada
umumnya memiliki kemampuan optimum
pada pH 5 daripada pH netral. Wang et al.
(2013) menyatakan bahwa perubahan pada
laju reaksi enzim oleh pH mungkin dapat
disebabkan oleh tiga faktor, antara lain:
protonasi sisi aktif rantai asam amino pada
kompleks enzim-substrat (ES) berubah,
menghasilkan perubahan kemampuan ES
dalam menghasilkan produk, perubahan
muatan ion pada molekul substrat atau sisi
aktif enzim vyang dapat mengubah
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kecenderungan dari dua molekul tersebut
untuk membentuk kompleks ES, dan
perubahan pH dari netral dapat melemahkan
stabilitas protein, mempercepat denaturasi
enzim yang bersifat irreversible.

Invertase dapat mengkatalisis reaksi
hidrolisis sukrosa pada konsentrasi diatas
59% wt/vol. Peningkatan konsentrasi sukrosa
lebih lanjut sampai 80% wt/vol menurunkan
aktivitas enzim secara signifikan. Hal tersebut
juga dipengaruhi oleh konsentrasi air rendah,
inhibisi oleh substrat atau agregasi substrat
(Fils-lycaon et al. 2011; Xue et al. 2018).
Brown (1902) melakukan penelitian tentang
invertase, menyatakan bahwa  jika
konsentrasi sukrosa lebih tinggi daripada
konsentrasi enzim, kecepatan reaksi menjadi
tidak tergantung pada konsentrasi sukrosa.
Aktivitas enzimatik akan menurun pada
konsentrasi substrat yang tinggi dan
cenderung membentuk asimtot. Jenis
penghambatan ini  akan  membentuk
kompleks (dead end complex), satu sisi
molekul substrat terikat pada enzim dan
molekul substrat lain terikat pada sisi lain
(sekunder) enzim (Rahman et al. 2001).

PRODUKSI INVERTASE DAN OPTIMASINYA

Peranan enzim invertase dalam industri
sangat penting dalam pembuatan permen
dan fondant. Selain itu, enzim invertase juga
digunakan dalam high test molasses (Veana
et al. 2014). Invertase yang mengkatalis
hidrolisis sukrosa dimanfaatkan dalam
industri makanan sebagai humectant dalam
persiapan permen, krim non-kristalisasi,
selai, dan madu buatan (Taskin et al. 2013).
Produksi enzim invertase pada umumnya
memanfaatkan peran khamir
(Saccharomyces) dalam proses produksinya.
Secara umum, tahapan produksi enzim
antara lain: skrining untuk mendapatkan
peningkatan aktivitas enzim atau
mendapatkan novel enzymes, seleksi
mikroorganisme dan peningkatan strain,
fermentasi untuk produksi enzim, purifikasi
enzim, dan formulasi enzim (Patel et al.
2017).

Optimasi  produksi enzim sangat
penting agar proses produksi dapat berjalan
secara efisien. Optimasi dapat dilakukan
pada setiap tahap, terutama tahap fermentasi
untuk produksi enzim dikarenakan proses
fermentasi sangat dipengaruhi oleh berbagai
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faktor lingkungan (suhu, kadar air awal, waktu
inkubasi, aerasi, dan ketersediaan nutrisi
pada substrat) dan penting untuk
mendapatkan kondisi optimum untuk proses
produksi (Carneiro et al. 2011; Aita et al.
2019). Selain itu, tahap purifikasi enzim juga
sangat penting untuk mengoptimalkan proses
pemisahan enzim dengan substratnya. Hal ini
dikarenakan kemurnian enzim sangat
mempengaruhi  kualitas enzim  yang
diproduksi. Tahap purifikasi dapat dilakukan
dengan berbagai metode antara sentrifugasi,
microfiltration, gel filtration dan kromatografi.
Tahap purifikasi secara umum adalah dengan
menghancurkan  sel, presipitasi dan
klarifikasi, sentrifugasi dan filtrasi, hingga
pemurnian tahap akhir sebelum dilakukan
pengeringan (Patel et al. 2017).

Metode fermentasi yang umum
digunakan dalam produksi invertase yaitu
Solid State Fermentation (SSF) dan
Submerged Fermentation (SmF). Perbedaan
mendasar antara kedua metode fermentasi
ini adalah tingkat kadar air pada media.
Fermentasi dengan metode SSF berlangsung
pada substrat padat dengan kadar air yang
relatif rendah (Alegre et al. 2009). SSF lebih
cocok  digunakan di negara-negara
berkembang dikarenakan lebih hemat biaya
(Khootama et al. 2018), konsumsi air yang
lebih rendah, mengurangi biaya pengolahan
air limbah dan konsumsi energi yang lebih
rendah, tingkat produktivitasnya tinggi,
tekniknya sederhana, recovery produknya
lebih baik, dan busa yang terbentuk sedikit
(Kulshrestha et al. 2013; Leite et al. 2019;
Molaverdi et al. 2019). Substrat padat pada
metode SSF tidak hanya menyediakan
nutrien bagi kultur tetapi juga sebagai tempat
penyimpanan air untuk sel mikrobia (Aranda
et al. 2006). Akan tetapi, sistem SSF memiliki
kelemahan dimana transfer massa dan panas
tidak sebaik substrat cair (Nguyen et al. 2016;
Molaverdi et al. 2019). Kedua proses tersebut
memanfaatkan mikrobia untuk memproduksi
enzim vyang mengkatalis reaksi yang
kesesuaiannya dipengaruhi oleh efisiensi
pertumbuhan mikrobia dan produksi enzim itu
sendiri (Aita et al. 2019). Meskipun penelitian
terkait efektivitas sistem SSF dan SmF telah
dimulai di tahun 1980an, pengembangan
produksi enzim terus dilakukan hingga saat
ini. Hal ini dikarenakan pengunaan substrat
dan strain mikrobia yang berbeda sangat
berpengaruh terhadap tingkat optimasi
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produksi enzim yang dapat dicapai (Aita et al.
2019; Singh et al. 2020). Pada penelitian-
penelitian sebelumnya, produksi invertase
tertinggi didapatkan dari hasil fermentasi
limbah buah-buahan dengan mengunakan
strain Aspergillus flavus yakni 25,8 IU mL™
(Uma et al. 2010; Chand Bhalla et al. 2017).

Penelitian tekait komposisi medium
untuk produksi enzim invertase terus
dilakukan saat ini dengan tujuan
mengoptimalkan berbagai limbah untuk
menekan biaya produksi. Berbagai limbah
telah dilaporkan berpotensi untuk digunakan
dalam proses produksi enzim invertase. Kulit
buah-buahan  (jeruk, delima, nanas)
merupakan salah satu limbah yang sering
digunakan untuk produksi enzim invertase
(Uma et al. 2012, Raju et al. 2016). Selain itu
pemanfaatan molase juga digunakan dalam
produksi enzim invertase. Komposisi jenis
gula yang terkandung dalam medium subtrat
sangat berpengaruh terhadap aktivitas enzim
invertase. Raju et al. (2016) melaporkan
bahwa komponen disakarida sukrosa dan
fruktosa berpegaruh paling tinggi terhadap
aktivitas enzim invertase dibandingkan
dengan gula lainnya. Selain itu, keberadaan
beberapa ion juga sangat berpegaruh
terhadap aktivitas invertase. Aktivitas
invertase akan meningkat sebesar K* dan
Ca*? tetapi beberapa ion termasuk Mn*?,
Cu*?, Hg™, Mg™, dan Zn'™ mencegah
aktivitas invertase (Oyedeji et al. 2017,
Manoochehri et al. 2020). Raju et al. (2016)
melaporkan penambahan NaCl, KCI, CacCl,
dan EDTA masing-masing meningkatkan
aktivitas enzim invertase.

Strain unggul dan rekayasa genetika
Produksi enzim sangat berkaitan
dengan kualitas strain  mikroba yang
digunakan dalam proses produksi enzim
(Wan et al. 2010). Mikrobia yang banyak
digunakan dalam berbagai produksi enzim
invertase  merupakan fungi, hal ini
dikarenakan fungi cenderung memiliki
kemampuan produksi enzim lebih tinggi
dibandingkan bakteri. Meskipun demikian,
pengembangan produksi enzim invertase
menggunakan strain bakteri terus dilakukan.
Awad et al. (2013) telah melaporkan
pengunaan bakteri Lactobacillus brevis Mm-6
yang diisoalsi dari ASI (air susu ibu) dan
mengembangkan strategi optimasi berbasis
pendekatan statistik untuk memperoleh



konsentrasi  substrat yang  optimum.
Pengunaan L. brevis yang diisolasi dari ASI
dinilai lebih aman dalam pengembangan
produksi enzim invertase. Hoffmann et al.
(2020) mengunakan beberapa strain
Gluconobacter dan mendapatkan hasil
aktivitas invertase yang tinggi pada G.
japonicus LMG 26773 dan G. oxydans dalam
pengembangan keto-fructose sebagai
pemanis buatan alternatif.

Berbagai penelitian terkait peningkatan
produksi enzim invertase pada fungi telah
banyak dilakukan. Hasil penelitian Ohara et
al. (2015) menunjukkan bahwa penggunaan
desain formulasi substrat menggunakan
limbah agro-industri berbeda untuk produksi
invertase oleh A. niger LBA 02 dengan
metode SSF merupakan suatu strategi efektif
untuk  meningkatkan  produksi  enzim.
Sebelumnya, Romero-Gomez et al. (2000)
memproduksi invertase dengan substrat
residu kedelai menggunakan A. niger strain
C28B25 menghasilkan aktifitas enzim
sebesar 180 um L. Alegre et al. (2009)
meneliti produksi enzim oleh A. niveus
menggunakan ampas tebu sebagai sumber
karbon dan dilaporkan aktivitas enzim
sebesar 3,9 um g Alegre et al. (2009)
mengevaluasi  potensi limbah industri
berbeda sebagai substrat untuk produksi
invertase dengan A. caespitosus dan
melaporkan nilai aktivitas enzim tertinggi
diperoleh pada substrat sekam gandum.
Rustiguel et al. (2010) melaporkan produksi
invertase dengan A. phoenicis yang mampu
meningkatkan level produksi enzim hingga
470,5 um g substrat dengan metode SSF,

menggunakan kacang kedelai sebagai
sumber karbon. Alves et al. (2013)
melaporkan bahwa produksi invertase

dengan A. nidulans menggunakan tepung
gandum hitam sebagai substrat setelah
dilakukan optimasi medium dengan respon
permukaan, aktivitas enzim meningkat
secara spesifik mencapai >250 um g
Oyedeji et al. (2017) melaporkan bahwa A.
niger IBK1 memiliki kemampuan produksi
invertase yang tinggi dengan mengunakan
substrat limbah nanas pada kondisi
cenderung asam. Chand Bhalla et al. (2017)
melaporkan  produksi enzim invertase
menggunakan strain S. cerevisiae SAA-612
yang diisolasi dari minuman beralkohol
tradisional Himachal Pradesh. Pengunaan
pendekatan respons permukaan untuk
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mengoptimalkan  kondisi  kultur  dapat
meningkatkan produksi invertase hingga 24
kali lipat. Taskin et al. (2016)
mengembangkan produksi enzim invertase
dalam kondisi non-steril pada suhu rendah
untuk pertama kalinya dengan mengunakan
strain  Cladosporium  herbarum ER-25.
Pengembangan produksi enzim pada suhu
rendah  dapat mencegah terjadinya
kontaminasi bakteri lain yang sebagian besar
merupakan bakteri mesofilik dan thermofilik
(Ruan et al. 2010; Cabrera dan Blamey 2018;
Ebaid et al. 2019). Pengunaan lebih dari satu
strain yang memiliki sifat yang berbeda dapat
digunakan untuk meningkatkan aktivitas
enzim, seperti pengunaan Ascomycetes dan
Basidiomycetes pada satu sistem fermentasi
(Rodrigues et al. 2020).

Pengembangan aplikasi enzim
invertase sangat bergantung pada
pengembangan strain mikroorganisme yang
digunakan dalam proses produksi enzim.
Terlepas dari usaha untuk menemukan strain
mikrobia yang mampu mendukung produksi
enzim secara optimal, peningkatan kualitas
strain sangat diperlukan untuk menyediakan
mikroorganisme penghasil enzim invertase
dengan kemampuan yang tinggi karena strain
unggul baru tidak selalu ditemukan. Dalam
berbagai pengembangan teknologi produksi
enzim, pendekatan bioteknologi molekuler
dan bioinformatika memiliki peranan yang
sangat penting untuk memunculkan berbagai
penemuan baru dalam bidang aplikasi enzim
(Patel et al. 2017). Pengembangan strain
mikrob  unggul untuk mengoptimalkan
produksi enzim berbabis pada berbagai
karakter menguntungkan seperti halotoleran,
ekstremofil, dan kemampuan memanfaatkan
sumber karbon sederhana. Adanya berbagai
kombinasi vektor, promotor dan penanda
seleksi, serta kemajuan informasi terkait
teknis fermentasi skala industri serta
teknologi  post-genomic  memungkinkan
dirancang sistem ekspresi enzim invertase
yang lebih murah (Celik and Calik 2012).
Nadeem et al. (2015) menyatakan bahwa
pendekatan berbasis rekayasa genetika
dengan aplikasi gen rekombinan sangat
diperlukan untuk mendapatkan gen invertase
yang memiliki aktivitas tinggi dalam
mendegradasi gula. Terdapat dua cara utama
dalam rekayasa enzim meliputi directed
evolution dan rational design. Directed
evolution merupakan pendekatan yang
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standard untuk produksi enzim pada industri
makanan yang terdiri dari metode
diversifikasi gen untuk menyusun mutation
libraries; dan pendekatan screening serta
seleksi yang efisien (FACS, ribosom display,
dan mRNA display). Selain itu, pendekatan
rational design merupakan rekayasa yang
berbasis pada informasi struktur gen, dan
fungsi enzim (contoh: site-directed
mutagenesis, dan restriction site cassette)
(Hua et al. 2018). Pendekatan rekayasa
genetika memungkinkan ditemukan strain
mutan ataupun strain hasil trasformasi yang
memiliki aktivitas fermentasi lebih tinggi,
seperti A. niger Aw96-3 (43,90 IU mL™?) dan
Aw96-4 (31,10 IU mL™) (Montiel-gonzélez et
al. 2004), dan transforman Yarrowia lipolytica
SUC+ yang mampu memproduksi enzim
invertase hingga 43,25 IU mL™ (Lazar et al.
2011). Yarrowia lipolytica digunakan karena
mampu  mengekspresikan  heterologous
proteins. Hal tersebut berhubungan dengan
kemampuannya mensekresi protein dengan
berat molekul yang besar dalam jumlah
banyak. Protein disekresikan melalui co-
translational translocation pathway seperti
yang terjadi pada sel eukariotik yang lebih
tinggi, tidak melakukan fermentasi gula dan
genomnya telah seluruhnya disekuensing
dan terdata (Celik dan Calk 2012).Y.
lipolytica yang pada mulanya tidak memiliki
kemampuan untuk mengeskpresikan
invertase dapat dimodifikasi sehingga
mampu mengekspresikan enzim invertase
(Lazar et al. 2011), dan dapat dilanjutkan
pada tahap modifikasi untuk mendapat sifat
over ekspresi (Lazar et al. 2011; Lazar et al.
2014; Liu et al. 2015). Veana et al. (2014)
melakukan penyisipan gen invertase dari A.
niger GH1 ke dalam methylotropic khamir
Pichia pastoris. Pengunaan P. pastoris
didasarkan pada kemampuan P. pastoris
untuk tumbuh di medium yang memiliki
komposisi yang lebih sederhana, mampu
tumbuh  secara cepat dan mampu
memproduksi  protein intraseluler atau
ekstraseluler dalam jumlah tinggi. Marin-
navarro et al. (2015) melaporkan aktivitas
produksi enzim invertase yang lebih baik
pada S. cerevisiae N21S dibandingkan
dengan galur murni. S. cerevisiae N21S
memiliki perubahan residu protein pada
kompleks katalisnya yang dikonstruksi
dengan pendekatan site-directed
mutagenesis (Lafraya et al. 2011). Zhang et
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al. (2019) melaporkan modifikasi invertase
yang berasal dari S. cerevisiae dengan
substitusi residu hidrofilik di daerah situs aktif
atau loop perifer dengan asam amino
hidrofobik. Hal tersebut dilakukan untuk
mengatur pH optimal dan kisaran stabilitas
dalam mengkatalis pemecahan sukrosa
menjadi glukosa dan fruktosa. Selain itu,
invertase lain yang dimodifikasi secara
genetik dengan aktivitas transfuktosilasi
tinggi digunakan untuk produksi
fruktooligosakarida prebiotik yang sederhana
dan efisien.

Perkembangan teknologi biologi
molekuler dan bioinformatika sejauh ini telah
banyak digunakan dalam pengembangan
enzim invertase, terutama invertase dari
mikroorganisme (Manoochehri et al. 2020).
Hal tersebut baik dilakukan karena
pemanfaatan jasa mikroorganisme dalam
produksi enzim atau aplikasi pemanfaatan
enzim dalam sektor industri sejauh ini
merupakan metode yang paling efisien untuk
dilakukan. Sementara itu, pengembangan
invertase dari tanaman juga tidak hanya
dapat dimungkinkan untuk dilakukan dengan
potensi aktivitas enzim yang lebih optimal.
Pendekatan rekayasa (genetika dalam
kaitannya dengan mutagenesis protein,
modifikasi protein, dan penyisipan gen
invertase tanaman ke dalam mikroorganisme
sangat mungkin untuk dilakukan. Selain itu,
pengumpulan data struktur dan karakteristik
enzim invertase tanaman yang sudah
terkumpul sejauh ini dan yang akan datang
dapat dijadikan sebagai salah satu landasan
lain untuk memodifikasi struktur enzim
invertase sehingga menghasilkan aktivitas
yang optimum dengan kondisi lingkungan
yang mudah untuk disesuaikan.

Teknologi imobilisasi dan stabilisasi invertase

Seiring dengan dilakukan
pengembangan strain, optimasi produksi
enzim juga merupakan isu yang sangat
penting dalam proses industri skala besar
(Patel et al. 2016). Hal ini berhubungan
dengan biaya produksi yang dikeluarkan
sebagai faktor pembatas. Untuk mengurangi
faktor pembatas tersebut dilakukan berbagai
pengembangan teknologi imobilisasi enzim,
dan teknologi aktivasi dan stabilisasi enzim
seperti high hydrostatic pressure (Tribst dan
Cristianini 2012), microwave (Elzobair et al.
2016; Mari¢ et al. 2018), dan ultrasound



(Dalagnol et al. 2017; Wang et al. 2018; de
Souza Soares et al. 2019). Ultrasound
merupakan teknologi yang dikembangkan
untuk meningkatkan proses perpindahan
panas dan massa dengan mengandalkan
perambatan gelombang suara dengan
frekuensi tinggi. Mekanisme ini dimanfaatkan
untuk mengaktivasi atau inaktivasi enzim
(Huang et al. 2017). Ultrasound dapat
diaplikasikan sebagai pra-perlakuan terhadap
enzim, terhadap substrat atau selama reaksi
terjadi (campuran enzim dan substrat) untuk
membantu reaksi (Wang et al. 2018).
Microwave atau gelombang mikro merupakan
sumber energi yang mampu menginduksi
rotasi molekuler molekul dipolar dengan
adanya medan elektromagnetik frekuensi
tinggi (2,45 GHz). Fenomena ini disertai
dengan gesekan antar molekul dan
penghamburan energi dengan pemanasan
int. Oleh karena enzim merupakan
makromolekul yang peka terhadap suhu,
aplikasi microwave memungkinkan untuk
mengubah bentuk enzim sehingga
mendapatkan biokatalis yang stabil dan
efektif (Mari¢ et al. 2018; de Souza Soares et
al. 2019). Erturk dan Meral (2019)
melaporkan penggunaan stabilisasi enzim
dengan microwave-based (MW) mampu
meningkatkan konsentrasi protein  dan
meningkatkan aktivitas enzim. Aplikasi
microwave merupakan tahap yang
berlangsung dalam kondisi kering dan
menggunakan energi secara efisien sehingga
dapat terhindar dari resiko hilangnya protein
akibat pencucian (Patil et al. 2016). Pada
beberapa kasus seperti di dalam tanah,
penggunaan microwave dengan suhu tinggi
dapat merusak struktur enzim, sehingga
penambahan bahan yang dapat
meningkatkan stabilitas enzim menjadi
sangat penting, seperti penggunaan biochar
(Elzobair et al. 2015).

Sebagai molekul bebas yang larut
dalam air, enzim sulit dipisahkan dari substrat
dan produk, selain itu enzim sulit untuk
digunakan secara berulang-ulang. Imobilisasi
biasanya dapat dianggap sebagai perubahan
enzim dari yang larut dalam air, keadaan
bergerak menjadi keadaan tak bergerak yang
tidak larut (Zhang et al. 2018). Imobilisasi
mencegah difusi enzim ke dalam campuran
reaksi dan mempermudah memperoleh
kembali enzim tersebut dari aliran produk
dengan teknik pemisahan padat atau cair
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yang sederhana (Hassan et al. 2016;
Cacicedo et al. 2019). Imobilisasi enzim
dapat dicapai dengan mengikat enzim secara
kovalen ke permukaan bahan yang tak larut
dalam air: pengikatan silang dengan bahan
yang cocok untuk menghasilkan partikel yang
baru; penjebakan di dalam suatu matrik atau
gel yang permeabel terhadap enzim,
substrat, dan produk; enkapsulasi; dan
dengan absorbsi pada zat pendukung.
Keuntungan imobilisasi enzim antara lain:
memungkinkan penggunaan kembali enzim
yang sudah pernah digunakan, ideal untuk
proses berkelanjutan. Memungkinkan kontrol
yang lebih akurat untuk proses Kkatalisis,
meningkatkan  stabilitas enzim, dan
memungkinkan  pengambangan  sistem
reaksi multienzim (Patel et al. 2017).
Nanogels dapat digunakan sebagai
material yang mampu mengimobilisasi
enzim invertase. Nanogel tersebut terdiri dari
methacrylic acid (MAAc), N-vinyl pyrrolidone
(N-VP), dan ethyleneglycol dimethacrylate
(EGDMA) yang disintesis dan dikonversi
mengunakan metode emulsifikasi. Nanogel
berperan dalam imobilisasi  kovalen
invertase S. cerevisiae (Raj et al. 2011).
Sementara itu, jenis nanogel atau hydrogel
yang digunakan berpengaruh terhadap
efisiensi  imobilisasi enzim invertase
(Graebin et al. 2016; Cabrera et al. 2018).
Mirzaei et al. (2013) melaporkan bahwa
pengunaan chitosan sebagai hydrogel
memiliki efisiensi 95%, sementara
pengunaan gelatin memiliki efisiensi 85%
dan poly-acrylamide 75%. Andjelkovic et al.
(2015) melakukan penelitian imobilasi enzim
invertase mengunakan beidellite nanoclay
yang terbukti mampu  meningkatkan
stabilitas thermal dan penyimpanan enzim,
sehingga dapat digunakan sebagai bahan
yang ditambahkan untuk imobilisasi enzim
dengan harga yang relatif lebih murah.
Cabrera et al. (2017) telah melakukan
penelitian terkait pengunaan magnetik
diatomaceous untuk mengimobilisasi enzim
invertase dengan hasil yang positif.
Sebelumnya, Azodi et al. (2011) melaporkan
pemanfaatan bahan silikon berpori (porous
silicon) dalam tahap imobilisasi enzim
invertase. Meskipun  afinitas  enzim
mengalami penurunan setelah imobilisasi,
nilai Vmax meningkat secara signifikan hingga
30%. Albertini et al. (2013) melaporkan
pengunaan abu dari batubara yang
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mengandung Glass-ceramic zinc sulfate
mampu mengimobilisasi enzim invertase
secara kovalen dan dengan penurunan
kehilangan invertase hanya 9% dari aktivitas
semula. Waifalkar et  al. (2016)
mengembangkan pengunaan chitosan yang
telah dilapisi dengan magnetik nanopartikel
(MNPs) dan terbukti berhasil
mengimobilisasi enzim invertase dan
meningkatkan aktivitas dan stabilitas enzim
tersebut. Invertase yang terimobilisasi pada
MNPs memiliki aktivitas dan stabilitas yang
jauh lebih tinggi dibandingkan dengan
aktivitas invertase bebas pada berbagai
variasi pH dan suhu. Selain pengembangan
teknik imobilisasi enzim, imobilisasi juga
dikembangkan pada sel khamir yang
menghasilkan enzim invertase. Yildiz et al.
(2013) mengembangkan pemanfaatkan
elektroda poly(ethyleneoxide)
membandingkan imobilisasi enzim invertase
dengan imobilisasi sel khamir yang
memproduksi enzim tersebut. Aplikasi
imobilisasi sel khamir dinilai lebih potensial
untuk skala industri secara ekonomi
meskipun enzim yang digunakan bukan
enzim yang telah terpurifikasi. Meskipun
invertase merupakan enzim dengan nilai
komersil yang tinggi, nilai ekonomis enzim
invertase relatif rendah dibandingkan
dengan enzim lain. Hal tersebut dikarenakan
meskipun enzim invertase banyak
digunakan di dalam berbagai aplikasi seperti
dunia kesehatan dan sektor energi,
sebagian besar pemanfaatannya lebih
banyak pada industri makanan dan olahan
minuman, sehingga pemanfaatan enzim
dengan jumlah banyak dan harga murah
sangat dibutuhkan. Selain itu, enzim secara
umum lebih mudah mengalami degradasi
karena pH, suhu, dan pengadukan pada
skala industri dengan skala produksi yang
relatif besar.

KESIMPULAN

Enzim invertase yang diisolasi dari
tanaman membentuk dua klaster yaitu cell
wall invertase dan vacuolar invertase.
Keduanya memiliki hubungan filogenetik
paling jauh dibandingkan dengan invertase
dari khamir dan invertase dari bakteri.
Perbedaan informasi genetik tersebut
menghasilkan potensi aktivitas invertase
yang berbeda. Enzim invertase dari khamir
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pada umumnya memiliki aktivitas yang relatif
lebih tinggi dibandingkan invertase dari
bakteri. Selain itu, aktivitas invertase dari
tanaman yang berhasil diisolasi ditemukan
memiliki  aktivitas yang lebih  tinggi
dibandingkan invertase dari bakteri maupun
khamir, meskipun pemanfaatannya dalam
industri masih jarang dilakukan. Dengan
pendekatan rekayasa genetika, potensi
enzim invertase dari tanaman mungkin
dilakukan dengan mengekspresikan gen
invertase tanaman pada mikrobia yang

menguntungkan secara operasional
produksinya. Hal tersebut membuat
pendekatan rekayasa genetik dengan

merekombinasikan gen invertase pada
tanaman ke dalam mikrobia patut
dikembangkan disamping pengembangan
eksplorasi demi  mendapatkan  novel
invertase yang memiliki aktivitas tinggi.

Pengembangan  metode  produksi
enzim invertase dalam skala industri sejauh
ini didasarkan bagaimana meningkatkan
aktivitas enzim invertase. Hal tersebut
dilakukan melalui imobilisasi enzim yang
dilakukan dengan berbagai pengembangan
pemanfaatan bahan pengimobilisasi baru
termasuk partikel nano; serta peningkatan
stabilitas enzim dengan didukung oleh
berbagai pengembangan teknologi yang
sejauh ini telah dikembangkan seperti high
hydrostatic ~ pressure, microwave, dan
ultrasound. Pengembangan aspek-aspek
tersebut dilakukan dan secara langsung juga
berhubungan dengan aspek produksi enzim
lainnya seperti penggunaan substrat yang
lebih  murah dan penurunan resiko
kontaminasi. Dengan kata lain,
pengembangan teknologi produksi enzim dan
pemanfaatannya di bidang industri sangat
erat kaitannya dengan usaha mendapatkan
proses produksi yang seefisien mungkin
dengan biaya yang rendah.
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