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Abstrak

Invertase (beta-fructofuranosidase; EC 3.2.1.26) merupakan enzim yang mengkatalisis hidrolisis sukrosa
menjadi glukosa dan fruktosa dan memiliki peranan penting pada metabolisme karbohidrat, fermentasi,
industri pangan, serta bioteknologi. Artikel review ini menyintesis kajian mengenai klasifikasi invertase,
reaksi hidrolisis sukrosa, mekanisme katalitik, model kinetika Michaelis-Menten, penentuan parameter
kinetika seperti Km, Vmax, kcat, dan energi aktivasi, serta pengaruh faktor fisikokimia berupa pH, suhu, ion
logam, inhibitor, dan bentuk enzim terhadap aktivitas dan stabilitasnya. Secara umum, invertase termasuk
keluarga glycoside hydrolase 32 dan bekerja melalui mekanisme retaining double-displacement yang
melibatkan residu aspartat dan glutamat pada sisi aktif. Perubahan konsentrasi substrat menyebabkan laju
reaksi meningkat hingga mendekati Vmax, namun sistem nyata dapat menyimpang karena inhibisi
substrat, inhibisi produk, hambatan difusi, maupun pengaruh matriks reaksi. Kenaikan suhu meningkatkan
konstanta laju reaksi sampai suhu optimum, tetapi suhu berlebih mengakibatkan denaturasi dan deviasi
terhadap model Arrhenius. Mayoritas invertase menunjukkan pH optimum pada kisaran asam lemah,
meskipun terdapat invertase alkali dan invertase aktif suhu rendah dengan karakter yang berbeda.
Berbagai metode analitik, seperti DNS, Nelson-Somogyi, Bradford, kromatografi, SDS-PAGE, serta
pendekatan spekiroskopi dan kristalografi, telah digunakan untuk menilai aktivitas, kemurnian, dan sifat
molekuler invertase. Secara keseluruhan, review ini menunjukkan bahwa kinerja invertase merupakan hasil
interaksi antara struktur protein, kondisi reaksi, dan lingkungan kimia, sehingga pemahaman terintegrasi
atas aspek tersebut menjadi landasan penting dalam optimasi aplikasi laboratorium maupun industri.
(Manoochehri et al., 2020; Lammens et al., 2009; Potrich & Amaral, 2018).

Kata kunci: invertase, sukrosa, hidrolisis, kinetika enzim, faktor fisikokimia
ADSract

Invertase (beta-fructofuranosidase; EC 3.2.1.26) is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of sucrose into
glucose and fructose and plays a crucial role in carbohydrate metabolism, fermentation, the food industry,
and biotechnology. This review article synthesizes studies on invertase classification, the sucrose
hydrolysis reaction, the catalytic mechanism, the Michaelis-Menten kinetic model, the determination of
kinetic parameters such as Km, Vmax, kcat, and activation energy, as well as the influence of
physicochemical factors such as pH, temperature, metal ions, inhibitors, and enzyme shape on its activity
and stability. In general, invertase belongs to the glycoside hydrolase family 32 and operates through a
retaining double-displacement mechanism involving aspartate and glutamate residues in the active site.
Changing substrate concentration increases the reaction rate to near Vmax, but real-world systems can
deviate due to substrate inhibition, product inhibition, diffusion barriers, and the influence of the reaction
matrix. Increasing temperature increases the reaction rate constant up to the optimum temperature, but
excessive temperatures cause denaturation and deviation from the Arrhenius model. Most invertases
exhibit an optimum pH in the weak acid range, although alkaline invertases and low-temperature active
invertases with different characteristics exist. Various analytical methods, such as DNS, Nelson-Somogyi,
Bradford, chromatography, SDS-PAGE, as well as spectroscopic and crystallographic approaches, have
been used to assess the activity, purity, and molecular properties of invertases. Overall, this review
demonstrates that invertase performance is a result of the interaction between protein structure, reaction
conditions, and the chemical environment. Therefore, an integrated understanding of these aspects is
essential for optimizing laboratory and industrial applications (Manoochehri et al., 2020; Lammens et al.,
2009; Potrich & Amaral, 2018).
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Pendahuluan

Enzim invertase (beta-fructofuranosidase) tergolong sebagai hidrolase penting
yang bertugas memecah ikatan glikosidik sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa
campuran yang biasa kita kenal sebagai gula invert. Enzim ini sangat mudah ditemukan
di alam, mulai dari kelompok tumbuhan, jamur, khamir, hingga bakteri. Secara alami,
invertase punya fungsi vital dalam metabolisme karbon, pembongkaran cadangan
karbohidrat, pasokan energi, hingga membantu organisme beradaptasi saat kondisi
lingkungannya berubah. Khusus pada tumbuhan, aktivitas enzim ini ikut mengatur proses
pembelahan sel, pertumbuhan organ vegetatif, pembentukan buah dan biji, serta respons
tanaman ketika mengalami stres lingkungan. Di sisi lain, dari kacamata industri dan
mikrobiologi, invertase sangat bernilai ekonomis karena luas dipakai untuk memproduksi
gula invert yang kelarutannya tinggi, mudah difermentasi, dan ampuh mencegah
pengkristalan pada produk makanan (Zhou et al., 2016; Manoochehri et al., 2020; Wijaya
et al., 2022).

Dalam kajian biokimia, invertase sering dijadikan model molekuler yang pas untuk
mengamati bagaimana struktur protein, mekanisme katalisis, kinetika enzim, dan faktor
fisikokimia saling mempengaruhi. Walaupun tugas utamanya terkesan sederhana (hanya
menghidrolisis satu jenis disakarida), sifat asli enzim ini saat diuji ternyata sangat
fluktuatif. Berbagai literatur menunjukkan bahwa kinerja invertase amat bergantung pada
dari mana enzim itu berasal, posisinya di dalam sel, kondisi pelarut, hingga metode
pemurniannya. Akibatnya, data hasil penelitian seringkali berbeda-beda. Banyak kajian
yang melaporkan ketidakseragaman angka terkait pH optimum, suhu optimum, nilai Km,
Vmax, hingga seberapa kuat enzim ini bertahan terhadap inhibitor maupun ion logam
(Rahmawati & Susanto, 2019; Hidayat et al., 2021). Sayangnya, sebagian besar literatur
yang ada saat ini masih membahas invertase secara terpisah-pisah. Umumnya, artikel
hanya berfokus pada aplikasi industri, cara produksi, atau sekadar fungsi fisiologisnya
saja. Belum banyak kajian yang melihat invertase secara utuh sebagai satu kesatuan
sistem biokimia. Perbedaan data soal kinetika dan stabilitas termal yang ditemukan oleh
banyak peneliti sering kali cuma disajikan sebagai laporan empiris yang terpisah. Jarang
ada analisis yang mencoba mencari akar perbedaan tersebut dengan mengaitkannya

pada arsitektur sisi aktif enzim, kondisi eksperimen, atau apakah enzim tersebut dipakai
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dalam bentuk bebas maupun terimobilisasi (Manoochehri et al., 2020; Polania Melo et
al., 2023; Pratama et al., 2024; Liu et al., 2025).

Berdasarkan dari literatur tersebut, artikel ini ditulis untuk menyusun kajian yang
lebih terpadu tentang invertase menghubungkan antara aspek molekuler, kinetika,
pengaruh lingkungan, hingga relevansi aplikasinya. Pembahasan akan difokuskan pada
klasifikasi enzim, analisis mendalam mengenai mekanisme katalitik hidrolisis sukrosa,
dampak faktor fisikokimia, tinjauan teknologi imobilisasi, serta bagaimana hal-hal
tersebut mempengaruhi efisiensi penggunaannya di industri pangan, fermentasi, dan
bioteknologi. Dengan pendekatan yang komprehensif ini, ulasan diharapkan bisa
memberikan gambaran yang lebih sistematis mengenai hubungan antara karakter
molekuler invertase, dinamika kinetika-nya, dan kestabilan strukturnya. Pemahaman ini
nantinya dapat menjadi pijakan yang kuat untuk mengoptimalkan penggunaan invertase,
baik dalam riset lanjutan maupun untuk operasional skala industri (Potrich & Amaral,
2018; Kusuma et al., 2025).

Metode
Artikel ulasan ini disusun menggunakan pendekatan systematic literature review (SLR)
yang dikombinasikan dengan sintesis naratif terhadap serangkaian literatur terpilih.
Penelusuran literatur dilakukan melalui basis data akademik utama, seperti Scopus,
PubMed, dan Google Scholar, dengan membatasi rentang tahun publikasi antara 2014
hingga 2024 untuk memastikan kebaruan data. Kata kunci pencarian yang digunakan
mencakup kombinasi “invertase” OR “beta-fructofuranosidase” AND “sucrose hydrolysis”
AND “enzyme kinetics” OR “physicochemical properties”. Setiap literatur yang terjaring
kemudian dievaluasi secara komparatif untuk mengidentifikasi tema utama,
mengonfirmasi konsep inti, dan memetakan perbedaan fokus kajian. Proses ini dilakukan
guna merumuskan sebuah ulasan yang koheren, mendalam, dan memiliki alur logika
yang terstruktur.

Proses seleksi dan sintesis dilakukan melalui tiga tahapan utama. Pertama,
penerapan kriteria inklusi dan eksklusi serta pemetaan topik. Literatur inklusi dibatasi
pada artikel riset asli dan ulasan ilmiah yang berfokus pada aspek kimiawi sukrosa,

kinetika enzim, serta energi aktivasi hidrolisis oleh invertase. Sebaliknya, artikel opini atau

——

]
215 J



VOL 8 NO 1 BULAN 04 TAHUN 2026

DOI : 10.25299/jrec.2026.vol8(1).27879

kajian yang berfokus pada enzim hidrolase lain dieksklusi. Topik-topik yang lolos seleksi
kemudian dipetakan ke dalam beberapa subtema krusial, meliputi klasifikasi enzim,
mekanisme reaksi dan katalitik, model kinetika, faktor fisikokimia yang memengaruhi
stabilitas aktivitas, metode analitik, hingga prospek aplikasinya. Kedua, penyaringan dan
integrasi data; informasi yang sejalan digabungkan secara komprehensif, sementara data
yang berada di luar cakupan kajian inti dieksklusi. Ketiga, standardisasi sitasi dan daftar
pustaka yang disesuaikan dengan pedoman akademik guna memastikan validitas dan
kemudahan penelusuran referensi (Cho & Lim, 2018; Tang et al., 2022).

Batasan kajian, rujukan yang secara spesifik membahas hidrolisis selulosa seperti
kajian pemanfaatan enzim selulase pada sekam padi tidak dijadikan landasan utama
karena menyimpang dari fokus hidrolisis sukrosa oleh invertase. Meski demikian, prinsip-
prinsip dasar kinetika dalam studi tersebut, seperti penerapan model Michaelis-Menten
dan interpretasi laju reaksi, tetap diadopsi sebagai kerangka metodologis untuk
memahami perilaku sistem enzimatik secara lebih luas. Melalui batasan dan pendekatan
ini, kajian diharapkan tetap berpusat pada substansi inti dengan tingkat konsistensi
ilmiah, kedalaman analisis, dan keterbacaan akademik yang terjaga (Efrinalia et al.,
2022).

Hasil dan Pembahasan
1. Klasifikasi, Distribusi, dan Karakter Umum Invertase

Invertase, yang juga dikenal sebagai beta-fructofuranosidase, tergolong ke dalam
keluarga glycoside hydrolase 32. Berdasarkan lokasi subseluler dan profil pH-nya,
invertase pada ekosistem tumbuhan umumnya dikelompokkan menjadi tiga jenis utama:
invertase dinding sel, invertase vakuolar, dan invertase netral atau alkali.

Masing-masing kelompok invertase tumbuhan tersebut memiliki lingkungan
operasi yang spesifik. Invertase dinding sel dan vakuolar umumnya aktif pada kisaran pH
asam, sedangkan invertase netral/alkali beroperasi pada kondisi yang lebih netral hingga
basa. Pembagian ini menjadi penting karena menegaskan bahwa sifat katalitik invertase
tidak semata-mata bergantung pada urutan asam amino, tetapi juga sangat dipengaruhi
oleh kompartemen seluler tempat enzim tersebut bekerja dan fungsi fisiologis yang
diembannya (Lammens et al., 2009; Ruan et al., 2010; Liu et al., 2025).
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Di luar kelompok tumbuhan, invertase juga terdistribusi secara luas pada khamir,
jamur, dan bakteri. Sumber mikroba ini sering kali mendapat perhatian lebih besar dalam
kajian bioteknologi karena invertase asal mikroba umumnya lebih mudah untuk
diproduksi, dimurnikan, serta dimodifikasi guna memenuhi tingginya kebutuhan skala
industri.

Beberapa jenis invertase dari mikroorganisme bahkan memiliki karakter yang
sangat istimewa. Sebagai contoh, terdapat varian yang aktif pada suhu rendah, toleran
terhadap konsentrasi sukrosa yang sangat tinggi, stabil pada kondisi pH alkali, atau
memiliki efisiensi katalitik yang luar biasa. Keragaman sifat inilah yang secara signifikan
memperluas peluang pemanfaatan invertase pada berbagai proses industri yang
mensyaratkan kondisi operasi khusus (Shankar et al., 2014; Ohwofasa et al., 2020;
Osiebe et al., 2023).

Secara struktural, enzim invertase dapat mengalami proses glikosilasi,
membentuk oligomer, serta memiliki berbagai variasi domain non-katalitik. Variasi
struktural ini secara langsung memengaruhi tingkat kestabilan, spesifisitas substrat, dan
perilaku agregasi enzim. Pada beberapa kasus invertase khamir, misalnya, domain beta-
propeller bertindak sebagai inti katalitik utama, sementara domain beta-sandwich hadir
untuk mendukung proses oligomerisasi dan selektivitas.

Sebagai konsekuensinya, segala bentuk perbedaan pada struktur tersier dan
kuarterner enzim akan tercermin pada variasi parameter kinetikanya, tingkat kestabilan
termalnya, hingga sensitivitasnya terhadap agen inhibitor. Pemahaman komprehensif ini
sangat esensial agar analisis aktivitas enzim tidak hanya berhenti pada pembacaan
angka matematis seperti nilai Km atau Vmax semata, melainkan juga benar-benar
memperhitungkan dasar molekuler yang melatarbelakangi angka-angka tersebut
(Gascon et al., 1968; Sainz-Polo et al., 2013; Li et al., 2017).

Gambar 1. Struktur domain invertase GH32
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Skema mekanisme katalitik retaining double-displacement pada invertase keluarga
GH32. (A) Tahap glikosilasi melibatkan serangan nukleofilik residu Asp dan protonasi
oleh residu Glu selaku katalis asam umum; (B) Tahap deglikosilasi melibatkan aktivasi
molekul air oleh residu Glu selaku katalis basa umum untuk melepaskan produk fruktosa

dan meregenerasi sisi aktif enzim.

2. Reaksi Hidrolisis Sukrosa dan Mekanisme Katalitik Invertase

Reaksi utama yang dikatalisis invertase adalah hidrolisis sukrosa menjadi glukosa
dan fruktosa. Secara kimia, sukrosa merupakan disakarida yang tersusun dari residu
glukosa dan fruktosa yang terhubung melalui ikatan glikosidik alpha-1,2. Pemutusan
ikatan ini memerlukan molekul air dan menghasilkan dua monosakarida dalam jumlah
ekuimolar. Campuran hasil reaksi dikenal sebagai gula invert karena perubahan sifat
optik larutan setelah hidrolisis. Reaksi ini penting tidak hanya secara fisiologis, tetapi juga
secara industri karena menghasilkan gula sederhana yang lebih mudah larut, lebih manis,

dan lebih mudah difermentasi. (Lammens et al., 2009; Manoochehri et al., 2020).
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Gambar 2. Skema mekanisme hidrolisis sukrosa

Mekanisme katalitik hidrolisis sukrosa oleh invertase berlangsung melalui dua tahap
utama yang mengikuti mekanisme retaining double-displacement, sebagaimana
ditunjukkan pada Gambar 1. Tahap pertama, yaitu glikosilasi, diawali oleh serangan
nukleofilik residu Aspartat (Asp) pada sisi aktif enzim terhadap atom karbon anomerik
gugus fruktosil pada molekul sukrosa (Gambar 1A). Pada saat yang sama, residu
Glutamat (Glu) berfungsi sebagai katalis asam umum dengan mendonorkan proton (H*)
kepada oksigen jembatan glikosidik yang menghubungkan unit glukosa dan fruktosa.

Transfer proton ini mempermudah pemutusan ikatan a-1,2-glikosidik sehingga molekul
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glukosa dilepaskan sebagai produk pertama. Proses tersebut menghasilkan
terbentuknya intermediat kovalen fruktosil-enzim yang relatif stabil.

Tahap kedua, yaitu deglikosilasi, melibatkan molekul air yang berfungsi untuk
memutus intermediat kovalen tersebut (Gambar 1B). Pada tahap ini, residu Glu yang
telah kehilangan proton bertindak sebagai katalis basa umum dengan menarik proton
dari molekul air. Aktivasi air ini meningkatkan sifat nukleofiliknya sehingga mampu
menyerang karbon anomerik pada intermediat fruktosil-enzim. Serangan tersebut
menyebabkan terputusnya ikatan kovalen antara gugus fruktosil dan residu Asp,
sehingga fruktosa dilepaskan sebagai produk akhir. Selain itu, residu Asp dan Glu
kembali ke keadaan awalnya sehingga enzim siap menjalani siklus katalitik berikutnya.

Keberhasilan mekanisme ini sangat bergantung pada posisi dan orientasi tiga
dimensi residu Asp dan Glu di dalam celah domain beta-propeller. Susunan yang presisi
tersebut memungkinkan stabilisasi keadaan transisi berenergi tinggi selama reaksi
berlangsung, sehingga proses hidrolisis sukrosa dapat terjadi secara efisien (Anthony
Reddy & Maley, 1990; Reddy & Maley, 1996; Lammens et al., 2009).

Mekanisme tersebut menyoroti bahwa keberhasilan hidrolisis tidak hanya ditentukan
oleh keberadaan residu aktif, tetapi juga oleh keseluruhan arsitektur sisi aktif,
aksesibilitas substrat, dan fleksibilitas domain protein. Oleh sebab itu, perubahan kecil
pada pH, suhu, kekuatan ionik, atau interaksi dengan logam dan senyawa lain dapat
mengubah orientasi substrat dan mempengaruhi laju reaksi. Dalam konteks artikel
review, pemahaman terhadap mekanisme ini sangat penting karena menjadi dasar untuk
menafsirkan variasi parameter kinetika dan stabilitas enzim di bawah kondisi eksperimen
yang berbeda.(Sainz-Polo et al., 2013; Alberto et al., 2004).

Sukrosa + H,O — Glukosa + Fruktosa
C12H22011 + H,O — CgH;1,06 + C¢H1206

3. Model Kinetika Enzim Invertase
Kinetika hidrolisis sukrosa oleh invertase secara umum dievaluasi menggunakan
model Michaelis-Menten melalui penentuan parameter K, Voo Kcar,dan keqe /Ky untuk

menilai afinitas, kapasitas maksimum, dan efisiensi katalitik. Estimasi parameter-
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parameter kinetika ini saat ini lebih direkomendasikan menggunakan fitting komputasi
nonlinier langsung ke persamaan Michaelis-Menten dibandingkan pendekatan
transformasi linier klasik guna menghindari bias matematis dan mendapatkan hasil yang
lebih presisi. (Sainz-Polo et al., 2013; Al Salhen, 2022).

Variasi nilai parameter kinetika pada berbagai sumber biologis secara langsung
mencerminkan perbedaan strategi adaptasi molekuler dan hubungan struktur-fungsi
enzim. Sebagai contoh, invertase dari Saccharomyces cerevisiae umumnya
menunjukkan nilai K,, yang rendah (afinitas tinggi) yang didukung oleh fleksibilitas
domain beta-sandwich untuk mengarahkan substrat ke pusat katalitik secara optimal.
Sebaliknya, invertase bakteri atau jamur filamentosus, seperti Aspergillus niger dan
Gongronella sp. w5, seringkali menunjukkan nilai K,,, yang lebih tinggi akibat hambatan
sterik dari glikosilasi ekstraseluler yang ekstensif. Meskipun afinitas tampak menurun,
kompensasi dari kekakuan struktur ini adalah peningkatan kapasitas katalitik (1},,,,) dan
stabilitas termal yang sangat menguntungkan untuk ketahanan aplikasi industri dalam
kondisi konsentrasi sukrosa yang mendekati jenuh. (J. Zhou et al., 2016; G. Zhou et al.,
2020; Osiebe et al., 2023).

Walaupun pemodelan ideal memprediksi laju reaksi akan terus naik mendekati V;,,,,
seiring penambahan substrat, sistem operasional yang nyata sering kali memperlihatkan
penyimpangan. Pada konsentrasi sukrosa yang sangat pekat, dapat terjadi fenomena
inhibisi substrat, sementara glukosa dan fruktosa yang dihasilkan dari reaksi hidrolisis
juga dapat berperan sebagai inhibitor kompetitif maupun nonkompetitif. Lebih jauh lagi,
dalam medium industri yang kompleks seperti molase bit gula atau formulasi pangan
lokal, keberadaan komponen matriks berupa garam, senyawa fenolik, dan zat warna
dapat secara signifikan mengubah afinitas semu enzim serta menurunkan laju reaksi
efektif. Oleh karena itu, optimasi bioproses industri berbasis invertase tidak dapat dicapai
hanya dengan memaksimalkan kadar sukrosa, melainkan harus menyeimbangkan
viskositas medium, meminimalkan hambatan difusi, dan mencegah potensi akumulasi
produk agar efisiensi kinerja biokatalis tetap terjaga secara menyeluruh. (Osiebe et al.,
2023; J. Zhou et al., 2016; G. Zhou et al., 2020; Al Salhen, 2022).
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4. Pengaruh Faktor Fisikokimia terhadap Aktivitas dan Stabilitas

Aktivitas dan stabilitas invertase tidak pernah berdiri sendiri sebagai sifat yang tetap,
melainkan merupakan hasil interaksi antara struktur protein dengan lingkungan reaksi.
Faktor-faktor seperti pH, suhu, ion logam, keberadaan deterjen, agen pengkelat,
kekuatan ionik, serta status enzim sebagai enzim bebas atau terimobilisasi dapat
mengubah performa katalitiknya secara bermakna. Karena itu, kajian fisikokimia menjadi
inti penting dalam memahami mengapa satu invertase sangat aktif pada kondisi tertentu
tetapi kurang efektif pada kondisi lain. (Manoochehri et al., 2020; Du et al., 2013; Osiebe
et al., 2023).

Bersamaan dengan pH, dinamika suhu secara langsung memengaruhi fleksibilitas
konformasi dan energi kinetik sistem. Analisis termodinamika menunjukkan adanya
pertukaran strategis (trade-off) antara fleksibilitas dan stabilitas: invertase psikrofilik
menekan energi aktivasi (E,) melalui pelonggaran interaksi hidrofobik agar tetap efisien
memecah sukrosa pada suhu rendah (30 — 32,5°C), sementara invertase termostabil
meningkatkan rigiditas molekulernya untuk mencegah unfolding pada suhu tinggi, yang
sebagai konsekuensinya menuntut £, yang lebih besar. Peningkatan suhu secara umum
akan menaikkan laju konstanta reaksi, namun paparan termal yang melampaui ambang
batas kestabilan enzim akan memicu denaturasi, sehingga menyebabkan penyimpangan
dari linearitas model Arrhenius. (Potrich & Amaral, 2018; Bergamasco et al., 2000;
Machado et al., 2018).

y-intercept=In A
o /
0.‘.‘ :
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Slope= (-Ea/R)
Ink

o 1l/Temperature

Gambar 3. Grafik Arhenius
Di luar faktor termodinamika dasar, performa invertase juga sangat rentan terhadap
modulasi dari ion logam, inhibitor, dan kompleksitas matriks reaksi. Keberadaan ion
logam berat umumnya merusak konfigurasi aktif enzim, sedangkan dalam sistem industri

yang nyata (seperti pengolahan molase atau formulasi pangan), akumulasi produk
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hidrolisis dan keberadaan ion spesifik seperti kalsium dapat bertindak sebagai inhibitor
kompetitif yang secara drastis menekan efisiensi katalitik. Untuk menanggulangi
kerentanan operasional ini, teknologi imobilisasi enzim baik melalui adsorpsi, penjebakan
silang, maupun ikatan kovalen pada matriks pendukung diterapkan guna meningkatkan
stabilitas termal dan memfasilitasi penggunaan ulang biokatalis. Meskipun terbukti
tangguh untuk operasi reaktor skala industri, sistem terimobilisasi ini memunculkan
tantangan baru berupa hambatan transfer massa dan difusi substrat yang menyebabkan
nilai afinitas semu (K,,) tampak menurun, sehingga desain bioproses mutlak
membutuhkan titik kompromi yang optimal antara proteksi struktural dan kecepatan
reaksi (Mahmood, 2010; Polania Melo et al., 2023;Robescu & Bavaro, 2025;Maurya et
al., 2023)
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Enzyme \
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Enzyme enzyme a
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Gambar 4. Berbagai metode imobilisasi enzim

5. Sifat Fisikokimia dan Metode Analitik

Karakterisasi invertase tidak cukup dilakukan melalui pengukuran aktivitas semata.
Sifat fisikokimia seperti berat molekul, derajat glikosilasi, bentuk oligomer, dan arsitektur
domain protein sangat mempengaruhi perilaku katalitiknya. Beberapa studi menunjukkan
perbedaan yang jelas antara invertase intraseluler dan ekstraseluler pada khamir, baik
dalam hal kandungan karbohidrat maupun sifat antigenik dan stabilitas. Selain itu, adanya
domain nonkatalitik dapat mempengaruhi oligomerisasi dan preferensi substrat. (Gascén
et al., 1968; Sainz-Polo et al., 2013; Li et al., 2017).
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Metode analitik yang paling sering digunakan untuk menilai aktivitas invertase adalah
pengukuran pembentukan gula pereduksi. Metode DNS dan Nelson-Somogyi sangat
populer karena relatif sederhana dan sensitif. Kadar protein biasanya ditentukan
menggunakan metode Bradford agar aktivitas dapat dinyatakan sebagai unit per miligram
protein. Untuk pemurnian dan karakterisasi, peneliti kerap menggunakan pengendapan
amonium sulfat, kromatografi penukar ion, filtrasi gel, serta SDS-PAGE untuk memeriksa
ukuran dan kemurnian protein (Manoochehri et al., 2020; Osiebe et al., 2023).

Pada tingkat yang lebih mendalam, spektroskopi fluoresensi dan circular dichroism
dipakai untuk menilai perubahan konformasi, sedangkan kristalografi sinar-X dan analisis
struktur tiga dimensi memberikan gambaran rinci mengenai susunan sisi aktif dan domain
enzim. Teknik NMR dan analisis progress curve juga telah digunakan untuk estimasi
parameter kinetika secara lebih presisi. Dengan demikian, pendekatan analitik terhadap
invertase bersifat multidimensi, menggabungkan aspek aktivitas, kemurnian, struktur,
dan dinamika molekuler (Sainz-Polo et al., 2013; Li et al., 2017).

6. Perbandingan Ringkas Parameter Beberapa Invertase dari Literatur

Salah satu hal penting dalam review ini adalah menyadari bahwa invertase dari
berbagai sumber tidak dapat disamakan begitu saja. Sumber enzim, kondisi pengujian,
dan metode analisis sangat memengaruhi hasil parameter yang dilaporkan. Untuk itu,
tabel sintesis berikut menyajikan gambaran ringkas beberapa karakter invertase yang
sering disebut dalam dokumen sumber. Tabel ini bukan untuk menyeragamkan semua
data, melainkan untuk menegaskan adanya keragaman biologis dan metodologis pada
kajian invertase (Osiebe et al., 2023; J. Zhou et al., 2016; G. Zhou et al., 2020; Al Salhen,
2022).

7. Sintesis dan Implikasi Aplikatif

Berdasarkan keseluruhan kajian, invertase merupakan enzim yang sangat strategis
karena berada pada titik temu antara biokimia dasar dan aplikasi industri. Dari sisi ilmu
dasar, invertase memperlihatkan bagaimana satu enzim dapat dipahami dari mekanisme
atomik sisi aktif hingga perilaku makroskopik sistem reaksi. Dari sisi aplikasi, enzim ini

penting dalam produksi gula invert, formulasi makanan dan minuman, pembuatan sirup,
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fermentasi, dan pengembangan sistem biokatalisis berulang menggunakan enzim
terimobilisasi (Manoochehri et al., 2020; Ruan et al., 2010).

Bagi industri pangan, produk hidrolisis sukrosa berupa glukosa dan fruktosa
menawarkan keuntungan berupa kelarutan yang baik, rasa manis yang tinggi, dan
kecenderungan kristalisasi yang lebih rendah dibanding sukrosa murni. Dalam
fermentasi, hasil hidrolisis tersebut lebih mudah digunakan oleh mikroorganisme tertentu.
Pada rekayasa bioproses, invertase menjadi model yang menarik untuk studi transfer
massa, kestabilan operasional, dan desain reaktor enzimatik. Oleh karena itu, pemilihan
jenis invertase harus disesuaikan dengan tujuan proses, apakah membutuhkan toleransi
terhadap sukrosa tinggi, pH tertentu, suhu rendah, atau kemampuan dipakai ulang.
(Mahmood, 2010; Martinez et al., 2014).

Satu implikasi penting dari review ini adalah perlunya integrasi antara analisis kinetika
dan analisis fisikokimia dalam setiap studi invertase. Pengukuran Km dan Vmax tanpa
informasi kondisi pH, suhu, bentuk enzim, dan komponen medium dapat menimbulkan
interpretasi yang terlalu sempit. Sebaliknya, kajian stabilitas tanpa menghubungkannya
dengan efisiensi katalitik juga kurang memberi gambaran lengkap. Pendekatan yang
komprehensif akan membantu peneliti dan praktisi memilih enzim, mengoptimalkan
kondisi operasi, dan menilai kelayakan teknologi secara lebih realistis. (Potrich & Amaral,
2018; Polania Melo et al., 2023).

8. Keterbatasan Kajian dan Arah Riset Lanjutan

Meskipun ulasan ini telah mengintegrasikan berbagai studi esensial, terdapat
keterbatasan bawaan dari literatur sumber berupa variasi metode estimasi kinetika
(seperti disparitas penggunaan fitting linier dan nonlinier), perbedaan satuan aktivitas,
serta heterogenitas kemurnian enzim yang membatasi komparasi langsung antarstudi.
Selain itu, mayoritas literatur masih terfokus pada penentuan kondisi optimum dalam
larutan substrat murni, dan sering kali mengabaikan pelaporan rentang stabilitas jangka
panjang maupun dampak matriks nyata. Padahal, dalam aplikasi operasional berskala
besar, akumulasi produk samping, peningkatan viskositas medium, dan kompleksitas

komposisi senyawa penghambat dapat mendistorsi performa enzim secara drastis
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dibandingkan hasil pengujian ideal di laboratorium. (Cho & Lim, 2018; Choi et al., 2017,
Essel & Osei, 2014; Osiebe et al., 2023).

Untuk menjembatani kesenjangan tersebut, arah riset biokatalisis ke depan harus
bergeser pada evaluasi invertase dalam medium industri yang kompleks, pengembangan
sistem imobilisasi dengan hambatan difusi minimal, serta penemuan varian dari
mikroorganisme ekstremfilik. Lebih krusial lagi, eksperimen biokimia konvensional mutlak
perlu diintegrasikan dengan teknologi komputasi mutakhir. Pemanfaatan molecular
docking untuk membedah interaksi sisi aktif (terutama residu aspartat dan glutamat),
rekayasa protein (protein engineering), serta machine learning akan menjadi instrumen
utama untuk mengakselerasi pemetaan hubungan sekuens-fungsi, memprediksi profil
mutasi, dan mendesain biokatalis masa depan yang memiliki toleransi tinggi terhadap
suhu maupun konsentrasi substrat ekstrem. (Sjolin et al., 2024; Polania Melo et al., 2023;
Ndochinwa et al., 2024; Polania Melo et al., 2023).

Tabel 1. Ringkasan komparatif beberapa karakter invertase dari berbagai sumber
enzim

Sumber: Osiebe et al., 2023; J. Zhou et al., 2016; G. Zhou et al.,2020; Du et al.,2013.

Sumber/jenis Karakter pH Suhu Catatan penting
enzim kinetika yang optimu | optimum
dilaporkan m
Invertase Km dan Ymax Asam Menengah | Model klasik untuk
Saccharomyces | porvariasi lemah studi kinetika dan
cerevisiae menurut kondisi fermentasi
uji
Invertase Efisiensi katalitik Sekitar —45°C Potensial produksi
Gongronella sp. | tinggi dan toleran pH 5 gula invert pekat
w5 sukrosa
Invertase aktif | Aktivitas baik Basa 30 — 32,5°C | Cocok untuk proses
suhu rendah pada suhu lemah- hemat energi
rinvHJ14 rendah alkali
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Aspergillus Stabil pada suhu [ Umumn | Cenderung | Sesuai untuk proses
niger tinggi ya asam | lebih tinggi | industri termal
termostabil
Invertase Stabilitas Bergant | Bergantun | Mendukung
terimobilisasi operasional ung g sistem | pemakaian ulanh
meningkat matriks dan operasi kontinu
Kesimpulan

Invertase merupakan biokatalis kunci dalam reaksi hidrolisis sukrosa yang beroperasi
melalui mekanisme retaining double-displacement untuk menghasilkan glukosa dan
fruktosa. Enzim ini tersebar melintasi berbagai sumber biologis, mulai dari tumbuhan
hingga mikroorganisme, yang membawa konsekuensi pada keberagaman sifat kinetika
dan fisikokimianya. Meskipun secara umum perilaku kinetikanya mengikuti pemodelan

Michaelis-Menten, parameter esensial seperti Km Vmax: k

catdan energi aktivasi terbukti
sangat spesifik dan dipengaruhi oleh sumber enzim serta kondisi eksperimental saat
pengujian.

Faktor lingkungan seperti pH, suhu, keberadaan ion logam, agen inhibitor, hingga
bentuk operasional enzim (bebas atau terimobilisasi) merupakan determinan utama yang
mengontrol tingkat aktivitas dan stabilitas invertase. Pendekatan analitik modern,
termasuk penggunaan plot Arrhenius, telah memperluas pemahaman terkait efisiensi
termal enzim, meskipun karakterisasi ideal tetap harus mencakup pengukuran
kemurnian, struktur, dan dinamika konformasi enzim.

Secara keseluruhan, kajian ini menegaskan bahwa optimalisasi pemanfaatan
invertase menuntut adanya pemahaman yang terintegrasi antara dasar mekanisme
molekuler, perilaku kinetika, dan pengaruh lingkungan reaksi. Dengan kerangka
pemahaman yang komprehensif tersebut, invertase dapat terus dieksplorasi dan
dikembangkan sebagai biokatalis strategis yang efisien, baik untuk kepentingan riset
akademik maupun pemenuhan kebutuhan aplikasi industri pangan, fermentasi, dan
bioteknologi masa depan (Manoochehri et al., 2020; Potrich & Amaral, 2018; Osiebe et
al., 2023).
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