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Assalamu'alaikum Warahmatullahi Wabarakatuh,
Selamat pagi dan salam sejahtera bagi kita semua.

Puji dan syukur kami panjatkan kehadirat Allah SWT atas
segala karunia dan rahmat serta kenikmatan yang tak henti-hentinya
diberikan kepada kita. Berkat ijin, kemurahan dan perlindungan-
Nya, hari ini kami mendapat kehormatan berada di mimbar ini
untuk menyampaikan orasi pengukuhan kami sebagai Profesor
Riset dalam Bidang Biokimia dan Biologi Molekuler.

Hadirin yang terhormat, gula merupakan salah satu kebutuhan
pokok bagi masyarakat dan industri yang saat ini masih menjadi
masalah karena kekurangan produksi dalam negeri, sementara
kebutuhan terus meningkat. Pemerintah Indonesia menargetkan
tercapainya swasembada gula nasional dalam bentuk gula putih,

gmg kristal rafinasi dan raw suoar nﬂdn tahun 2014! P,

Sejarah menunjukkan bahwa Indonesia pernah mengalami
era kejayaan industri gula pada tahun 1930-an dimana jumlah
pabrik gula yang beroperasi mencapai 179 pabrik gula, dengan
produksi puncak 3 juta ton, dan ekspor gula 2.4 juta ton”.

Seiring dengan berjalannya waktu, industri gula di Indonesia
sekarang hanya didukung oleh 59 pabrik gula dan 8 pabrik gula
rafinasi. Pada tahun 2010 produksi gula Indonesia sebesar 2,214
juta ton. Sementara itu, konsumsi gula di Indonesia sebesar 4,2-4,7



juta ton per tahun. Oleh karena itu, pada tahun 2010 Indonesia
mengimpor gula sebesar 2.271 juta’.

Membiarkan impor terus meningkat berarti membiarkan
industri gula terus mengalami kemunduran yang pada gilirannya
akan menimbulkan masalah bagi Indonesia. Pertama, industri gula
melibatkan sekitar 900 ribu tenaga kerja'. Kedua, kebangkrutan
industri gula juga berkaitan dengan aset yang sangat besar dengan
nilai sekitar Rp 50 triliun. Ketiga, gula merupakan kebutuhan
pokok yang mempunyai pengaruh langsung terhadap inflasi, sesuatu
berdampak besar pada masyarakat umum, pelaku bisnis dan
pemerintah. Disamping itu, beban devisa negara untuk impor gula
juga akan terus meningkatz.

Sementara itu sejak pertengahan tahun 1970-an, di Negara-
negara Barat telah berkembang teknologi produksi gula dari pati-
patian yang diproses secara enzimatik dengan glukosa isomerase
menghasilkan gula fruktosa. Sejak tahun 1980-an semua
perusahaan pengolah pati utama di Negara-negara Barat
menggunakan teknologi ini untuk menghasilkan gula fruktosa, dan
kini Negara-negara tersebut tidak lagi tergantung pada gula tebu
yang saat itu pasokannya menurun akibat revolusi di Kuba. Saat ini,
dengan keputusan Brazil sebagai penghasil gula tebu terbesar di
dunia, yang akan menggunakan cadangan gulanya untuk energi
bioetanol menyebabkan pasokan gula dunia menurun, dan harga
gula menjadi mahal, maka sudah selayaknya kalau kita
mempertimbangkan kembali teknologi glukosa isomerase ini untuk
mengatasi kebutuhan gula di Indonesia.

Dalam kaitan itulah, maka dalam kesempatan ini ijinkan kami
untuk menyampaikan orasi pengukuhan dengan judul: Prospek
Penerap : i.Enzi K0S erase Pada Industri Gula
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PROSPEK PENERAPAN TEKNOLOGI
ENZIM GLUKOSA ISOMERASE
PADA INDUSTRI GULA FRUKTOSA
DI INDONESIA

I. PENDAHULUAN

Enzim glukosa isomerase (D-xilosa ketol isomerase; EC
5.3.1.5) merupakan salah satu dari tiga enzim utama di industri, dua
enzim yang lain adalah protease dan amilase. Enzim ini
mengkatalisa isomerisasi dua arah (reversible) D-glukosa dan D-
xilosa menjadi D-fruktosa dan D-xilulosa.

Penemuan Marshall dan Kooi' pada tahun1957 tentang enzim
yang diisolasi dari Pseudomonas hydrophila yang mampu
mengisomerisasi glukosa menjadi fruktosa merupakan titik awal
kelahiran teknologi ini. Ditemukannya glukosa isomerase dari
Streptomyces phaeochromogenes, yang stabil pada suhu tinggi
>70°C>* kemudian membuka jalan bagi enzim ini untuk memasuki
tahap komersial di industri. Dalam perkembangan selanjutnya,
penemuan teknologi imobilisasi enzim yang memungkinkan
pelekatan enzim pada matrik tetap, telah menyebabkan enzim ini
dapat digunakan berulang kali, sehingga proses produksi gula
fruktosa menjadi sangat ekonomis.

Sebelum HFCS (high fiuctose corn syrup) diproduksi,
Negara-negara Barat memperoleh gula sukrosa dari bit (40%) dan
tebu (60%) sebagai pemanis utama sampai tahun 1976. Gula
fruktosa secara enzimatik pada skala industri pertama kali

11967 oleh Clinton. Corn _Processing 0 ., d

mulai digunakan pada tahun 1974. Sejak itu produksi HFCS untuk
industri pangan meningkat, dan sejak tahun 1980 semua perusahaan
pengolah pati utama di Negara-negara Barat telah menggunakan
teknologi glukosa isomerase untuk menghasilkan gula fruktosa’.
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II. INDUSTRI GULA FRUKTOSA
2.1. Sejarah Industri Gula Fruktosa

Konversi glukosa menjadi fruktosa secara kimia telah dikenal
sejak 100 tahun lalu, dikenal sebagai transformasi Lobry de Bruyn-
Alberda van Ekenstein, yang biasanya dilakukan pada pH dan
temperatur tinggi. Namun reaksi ini tidak spesifik dan menye-
babkan pembentukan gula yang tidak bisa dimetabolisme, seperti
D-psikosa dan produk lain yang warnanya tidak disukai. Dengan
proses ini, sulit untuk mencapai konsentrasi fruktosa lebih dari
40%, disamping itu flavornya buruk dan kurang manis. Oleh
karena itu, proses ini tidak diterapkan secara komersial®. Sebalik-
nya, konversi enzimatik glukosa menjadi fruktosa menawarkan
keuntungan, seperti: (i) reaksi yang spesifik, (ii) pH dan temperatur
biasa, dan (iii) tidak menghasilkan produk samping’.

Meningkatnya kebutuhan gula, mahalnya harga dan tingginya
kesadaran masyarakat akan dampak konsumsi sukrosa bagi
kesehatan, telah mengundang berbagai usaha untuk mencari
pengganti sukrosa. Sejumlah besar pemanis buatan non-karbohidrat
dan non-kalori, seperti: sakarin, siklamat, aksesulfam-K, aspartam,
dan thaumatin telah ditemukan tetapi kemudian menghilang karena
alasan yang terkait dengan kesehatan dan citarasanya yang tidak
disukai. Pemakaian aspartam dalam minuman ringan menyebabkan
penurunan rasa manis setelah penyimpanan lama, karena aspartam
lambat laun terhidrolisa pada pH rendah. Thaumatin sebenarnya
merupakan pemanis protein yang ideal karena 2.000 kali lebih
manis dibanding sukrosa tetapi citarasanya tidak disukai’.

HFCS yang dihasilkan dari pati yang aslinya sama sekali tidak

. g antara glukosa dan fruktosa
(1:1) yang rasanya 1.3 kali lebih manis dibanding sukrosa dan 1.7
kali lebih manis dibanding glukosa. Derajat kemanisan glukosa
adalah 70 - 75% dari sukrosa, sedang kemanisan fruktosa dua kali
lebih tinggi dari glukosa. Oleh karena itu, kalau berdasarkan pada
derajat kemanisannya, maka harga HFCS 10 - 20% lebih murah
dari sukrosa’.
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HFCS lebih disukai  industri makanan karena tidak
menyebabkan kristalisasi seperti sukrosa. Disamping itu, D-
fruktosa memiliki indek glikemik lebih rendah (32+2) dibanding
glukosa (138+4) dan sukrosa (87+2). Oleh karena itu, gula fruktosa
cocok sebagai pemanis bagi penderita diabetes'®. HFCS dapat
dimanfaatkan untuk industri minuman, baking, pengalengan, dan
confectionafyl !

Perkembangan pasar terhadap HFCS terjadi seiring dengan
penerimaan secara bertahap produk HFCS (55% fruktosa) sebagai
pengganti sukrosa oleh industri minuman ringan. Bahan baku utama
untuk produksi HFCS di Amerika Serikat adalah pati jagung.
Tahapan produksi HFCS dari pati mencakup tiga proses utama,
yaitu: (i) likuifikasi pati oleh enzim a-amilase, (ii) sakarifikasi pati
oleh enzim glukoamilase, dan (iii) isomerisasi glukosa oleh enzim
glukosa isomerase. Produk akhirnya adalah sirup jagung yang
mengandung campuran glukosa dan fruktosa. Sumber pati lain
seperti: ubi kayu, ubi jalar, sagu, sorghum, gandum, kentang, dan
beras juga dapat digunakan untuk produksi gula fruktosa.

Persepsi pasar menunjukkan bahwa kosumen lebih suka
minuman ringan yang dibuat dari 55% HFCS dibanding dengan
gula tebu. Sampai tahun 1984, produksi fruktosa 42% dan 55%
mencapai lebih dari 8 milyar pond pertahun, tercatat merupakan
30% dari semua pemanis di Amerika Serikat'?. Fruktosa 55%
dengan cepat menggantikan gula sukrosa. Sampai tahun 1990,
pasar dunia untuk HFCS tumbuh sekitar 17 milyar pond pertahun,
naik menjadi 21 milyar pond pada tahun 1997 dan naik lagi menjadi
24 milyar pond pada tahun 2003 dan 2005". Nilai enzim glukosa
isomerase yang digunakan dalam industri ini diperkirakan mencapai
$15 juta sampai $70 juta/tahun’.

Kenaikan harga gula dunia dan tngginya permintaan maustt———
telah menaikkan harga gula dunia, sekaligus memberi peluang bagi
gula fruktosa untuk memasuki pasar. Harga gula fruktosa yang
lebih rendah dari gula tebu menyebabkan gula fruktosa mampu
mempertahankan pangsa pasarnya' .
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2.2. Industri Gula Fruktosa di Indonesia

Gula yang merupakan salah satu kebutuhan pokok bagi
masyarakat dan industri, saat ini masih menjadi masalah karena
kurangnya produksi dalam negeri dibanding kebutuhan yang terus
meningkat. Pemerintah Indonesia menargetkan tercapainya swa-
sembada gula nasional dalam bentuk gula putih, gula rafinasi dan
raw sugar pada tahun 2014,

Tingginya konsumsi, sementara produksi belum bisa
memenuhi menyebabkan Indonesia menjadi salah satu negara
pengimpor gula terbesar didunia (Gambar 1) baik untuk gula kristal
mentah (raw sugar) maupun gula industri (refined sugar). Impor
gula Indonesia pada tahun 2010 mencapai 2,227 juta ton setara raw
sugar, terdiri dari white sugar, refined sugar dan raw sugar”.

6,000

5,000 /lv

© 4,000
=]
= r._.—.-ﬁ
-'E-’, 3,000 L LN
e \ ..’ wep== Produksi
§
= == Konsumsi
ERTOE — =N
==ir=Impor

1,000 ?-

0 | e prom e by

T T 1

hb'\‘b%ﬁ'&'\;":@-‘a%’\‘b%
& & 9 o F$
B PGS F P EE

Tahun

Ketergantungan Indonesia terhadap gula impor yang
semakin langka dan mahal di pasar internasional perlu segera
diakhiri dengan swasembada gula. Didirikannya industri gula
fruktosa di Indonesia dapat menjadi salah satu pilihan untuk
menuju swasembada gula.
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Di Indonesia industri gula fruktosa baru dimulai pada tahun
1980-an. Gula fruktosa umumnya diproduksi oleh industri besar,
seperti PT Puncak Gunung Mas di Jawa Barat, PT Sama Satya Pasifik
di Sidoarjo, Indonesian Maltose Industry di Bogor, PT Gunung
Madu Plantation di Lampung, dan PT Raya Sugarindo di
Tasikmalaya'’.

Dalam rangka pengkajian dan penerapan energi biomasa
menggunakan bahan baku ubi kayu, pada tahun 1982 BPPT
membangun pilot plant ethanol, protein sel tunggal (DYS, dry
yeast solid), dan high fructose syrup (HFS) di Kawasan
Transmigrasi Tulang Bawang, Lampung Tengahlﬁ’”’ls. Dalam
kaitan dengan kajian teknologi produksi HFS tersebutlah, kami
kemudian menekuni penelitian tentang enzim glukosa isomerase.
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III. TEKNOLOGI ENZIM GLUKOSA ISOMERASE
3.1. Sumber Mikroorganisme

Enzim glukosa isomerase bisa dihasilkan oleh berbagai
mikroorganisme prokariota. Sejak enzim ini pertama kali
ditemukan pada Pseudomonas hydrophila, penelitian selanjutnya
menemukan bahwa sejumlah besar bakteri dan Actinomycetes
mampu menghasilkan enzim glukosa isomerase. Streptomyces sp.
dan Bacillus merupakan sumber glukosa isomerase yang terbaik.
Umumnya enzim ini intraseluler, tetapi juga ditemukan genis enzim
ekstraselularnya seperti pada Strepfomyces glaucescens" .

Biaya produksi enzim adalah faktor yang penting dalam
evaluasi kelayakannya untuk aplikasi di industri. Usaha-usaha
intensif telah dilakukan wuntuk mengoptimalkan parameter
fermentasi dalam produksi glukosa isomerase agar ekonomis. Riset
difokuskan pada tiga aspek utama: (i) peningkatan yield, (ii)
optimasi media fermentasi, dan (iii) imobilisasi enzim'.

3.2. Peningkatan Yield.

Yield glukosa isomerase dari berbagai mikroorganisme
berkisar antara 1.000 sampai 35.000 U/I’. Peningkatan yield dan
perubahan karakter enzim dilakukan dengan mutasi kimia, fisika,
site directed mutagenesis serta teknologi rekombinan DNA.

Mutasi Streptomyces wedmorensis dengan ethyleneimine dan
N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine menghasilkan peningkatan
aktivitas enzim sebesar 60%”. Radiasi UV pada Streptomyces
olivochromog?ff:es menghasilkan strain mutan dengan peningkatan

aktifitas 70%
3.3. Optimasi Media Fermentasi

Secara umum, glukosa isomerase diproduksi dengan
fermentasi terendam (submerged). Optimasi media fermentasi

secara luas diteliti untuk mencapai kondisi operasi yang
ekonomis®. Optimasi media sebagian besar ditujukan pada: (i)
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penggantian xilosa dengan bahan lain yang lebih murah; (ii)
pencarian sumber nitrogen yang murah; (iii) optimasi pH dan
temperatur operasi; dan, (iv) penggantian ion Co”™" dengan ion
logam divalen lain’.

3.4. Imobilisasi Enzim

Salah satu cara untuk menurunkan komponen biaya enzim
yang tinggi di industri gula fruktosa adalah dengan menggunakan
kembali (reuse) enzim glukosa isomerase yang telah satu kali
digunakan dan memakai ulang beberapa kali sejauh aktivitasnya
masih memungkinkan. Teknologi imobilisasi menawarkan peluang
terbaik untuk penggunaan ulang yang efektif. Ditengarai bahwa,
pasar glukosa isomerase paling besar berada dalam bentuk
imobilnya’. Harga enzim glukosa isomerase relatif mahal karena
sifatnya intraseluler dan jumlah yang besar diperlukan untuk
memenuhi nilai K, yang tinggi untuk glukosa. Beberapa metoda
imobilisasi telah dikembangkan, tetapi hanya sedikit yang
menghasilkan enzim glukosa isomerase imobil dengan karakter
yang sesuai untuk produksi HFCS secara komersial.

3.5. Rekayasa Genetika

Teknologi rekombinan DNA memberikan teknik yang sangat
baik untuk mengisolasi dan memanipulasi gen suatu protein yang
diinginkan®. Lebih dari 50% enzim industri saat ini diproduksi dari
mikroba yang direkayasa secara genetik. Gen glukosa isomerase
telah diklon dari berbagai mikroba dengan tujuan untuk: (i)
produksi tinggi (over production), (ii) konversi langsung xilosa

menjadi etanol dengan Kiamir, —dan (i) rekayasa-proteim urrttre
mengubah karakter sesuai kebutuhan aplikasi bioteknologi’.
Sebagai contoh, pengklonan glukosa isomerase dari Streptomyces
phaeochromogenes pada Streptomyces lividans melalui sisi Ssfl
pada plJ702 menghasilkan peningkatan aktivitas glukosa isomerase
50-kali dari aktivitas glukosa isomerase pada S. lividans™.
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3.6. Site Directed Mutagenesis

Kemajuan teknik rekombinan DNA memungkinkan isolasi
gen dari hampir semua protein. Rekayasa protein dengan
manipulasi gen melengkapi studi hubungan struktur dan fungsi
yang dilakukan dengan metoda sebelumnya dan memungkinkan
produksi protein rakitan (failor made) dengan karakter yang
diinginkan, serta untuk memahami mekanisme reaksinya. Site
directed mutagenesis enzim glukosa isomerase telah dilakukan
dengan beberapa tujuan ilmiah dan untuk kepentingan industri,
seperti: (i) peningkatan kestabilan termal, (ii) penurunan pH
optimum, (iii) perubahan preferensi enzim terhadap substrat, (iv)
analisa peran fungsional residu asam amino esensial, dan (v)
mempelajari interaksi antar subunit’. Studi-studi ini secara
mendasar menyumbang pemahaman tentang mekanisme molekular
glukosa isomerase dan membuka kemungkinan baru untuk
memproduksi enzim dengan karakter yang lebih sesuai untuk
industri.
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IV. PEMURNIAN DAN KARAKTERISASI ENZIM
GLUKOSA ISOMERASE

4.1, Pemurnian Enzim.

Penggunaan glukosa isomerase komersial dalam bentuk
terimobilisasi yang murah dan efektif, tidak memerlukan pemur-
nian enzim. Pemurnian glukosa isomerase penting dari sisi
akademis, karena diperlukan dalam penelitian karakterisasi enzim,
modifikasi kimia, serta hubungan antara struktur dan fungsi.

Enzim glukosa isomerase umumnya intraseluler, walaupun
ada beberapa yang ekstraselular. Enzim itu diekstrak dari sel
mikroba dengan pemecahan mekanis, seperti: sonikasi, gerinda,
homogenisasi atau lisis sel dengan lisozim, detergen kationik,
toluena, dan lain lain. Pemurnian glukosa isomerase dari mikroba
dilakukan dengan metoda klasik, seperti: perlakuan panas,
presipitasi amonium sulfat atau aseton, serta dengan metoda
modern, seperti: kromatografi pertukaran ion, khromatografi
afinitas atau filtrasi gel. Glukosa isomerase dari Strepfomyces
phaeochromogenes  telah  dimurnikan dengan menggunakan
presipitasi amonium sulfat, khromatografi pertukaran ion dengan
DEAE (diethyl amino ethyl) selulosa, khromatografi ekslusi gel
dengan Bio-Gel A 0,5 m, dan khromatografi dengan kolom hydroxy
apatite menghasilkan hasil protein murni (Gambar. 2) seperti
terdeteksi oleh pita tunggal pola elektroporetik pada PAGE (poly
acrylamide gel electrophoresis) dan SDS-PAGE (sodzum dodecyl
sulphate - poly acrylamide gel electrophores:s) . Dalam
pemurnian ini ditemukan bahwa enzim glukosa isomerase dari
Streptomyces phaeochromogenes terdapat dalam bentuk isozim

b =L o B R

£} 11 Jf'ld]&bl D Ir=D).

Dalam penelitian selanjutnya diketahui bahwa F-A dan F-B,
tidak berbeda nyata dalam sifat fisika dan kimianya, tetapi
mempunyai perbedaan pada asam amino N-terminalnya dan pada
pola pemetaan peptidanya saat dlpotong dengan enz1m tripsin,
Achromobacter 1 protease, serta sianogen bromida®, Pada
penelitian dengan modifikasi kimia, masing-masing isozim
memberi tanggapan yang berbeda terhadap reagensia pemodifikasi
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asam amino histidin, lisin, = arginin, triptopfan dan tirosin®’.
Perbedaan ini menunjukkan bahwa masing-masing isozim berbeda
dalam konformasi struktur ruang molekulnya®,

Gambar 2. Pola Elektroforetik Cakram Glukosa isomerase
murni dari S. Phaeochromogenes™.

Cakram PAGE elektroforesis: a, F-A; b, F-B
Cakram SDS-PAGE elektroforesis: ¢, F-A; d, F-B

4.2. Kekhasan Enzim Terhadap Substrat.

Kemampuan enzim untuk mengisomerisasi berbagai substrat,
seperti: heksosa, pentosa, gula alkohol, dan gula fosfat diteliti.
Meskipun spesifisitas glukosa isomerase terhadap berbagai substrat

berbeda, enzim glukosa 1somerase dari Streptomyces phaeochromo-
genes spesifik pada substrat D-xilosa dan D-glukosa (Tabel 1).
Isomerisasi maksimum diperoleh pada substrat yang mempunyai
gugus hidroksil pada karbon 3 dan 4 dengan posisi ekuatorial,
seperti: D-xilosa dan D-glukosa.
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Tabel 1. Karakterisasi Isozim Glukosa Isomerase
dari S. Phaeochmmogenes%.

Karakter Fraksi-A Fraksi-B
Temperatur optimal Sampai 75°C Sampai 75°C
Stabilitas termal 80°C 80°C

pH optimal 9.0 9.0

Stabilitas pH 8.0-11.0 8.0-11.0
Alktivator Mg2+ Mg2+
Inhibitor EDTA EDTA
Aktivitas relatif xilosa 123 % 133 %
Aktivitas relatif glukosa 100 % 100 %

K 0.067 M 0.100M
Vi 13.3 pmol/min 13.3 pmol/min
Berat molekul 160.000 160.000
Berat molekul subunit 42.000 42.000
Jumlah subunit 4 4

Titik isoelektrik 4.0 4.0

4.3. Ton Logam dan Inhibitor.

Glukosa Isomerase memerlukan kation divalen seperti: Mg™',
Co®', atau Mn?', atau kombinasi kation-kation ini untuk aktivitas
maksimumnya. Mg*" dan Co”" penting bagi aktivitasnya, kedua ion
logam tersebut memainkan peran yang berbeda, Mg** berfungsi
sebagai aktifator, sedang ion Co®* berfungsi dalam menjaga
stabilitas enzim dengan memegang urutan konformasi, terutama
struktur kuartener enzim®.

4.4, Struktur Subunit

Penelitian terhadap glukosa isomerase dari Streptomyces
phaeochromogenes menunjukkan bahwa berat molekul enzim ini
adalah 160.000 (Tabel.1), merupakan suatu tetramer yang mudah
terpisah menjadi dimer aktif berberat molekul 80.000 (Gambar 3),
ikatan antara subunit diantara dimer relatif kuat sehingga
memerlukan suhu  tinggi dan agensia pereduksi untuk
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memisahkannya menjadi monomer tidak aktif dengan berat molekul
40.000°"*", Penelitian lebih lanjut menunjukkan bahwa tetramer ini
terdiri dari subunit non-identik (Gambar 4), dimana dimer yang satu
berbeda dengan dimer lainnya terutama pada asam amino
terminalnya. Pada F-A, semua subunit mempunyai asam amino N-
terminal serin (Ser); sedang pada F-B, satu dimer mempunyai asam
amino N-terminal serin (Ser) dan satu dimer lainnya mempunyai N-
terminal alanin (Ala)*?.

EA 4
Gambar 3. Aktivitas Glucosa Isomerase setelah disosiasi
menjadi subunit®',

1. GI: dimer aktivitas 45%

2. GI+Me 1%, 50°C, 2 jam : dimer aktivitas 43%

3. GI+Me 1%, 50°C, semalam, dimer aktivitas 38 %,
dan sedikit monomer inaktif,

4. GI+ Me 1%, 100°C, monomer inaktif
GI, glukosa isomerase; Me, Mercapto-ethanol

Ser Ser ar Ser
L L

e T
b= g

Ser Ser Ala Ala

F-A F-B

; Gambar 4, Model Subunit Glukesa Isomerase F-A dan F-B**
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4.5, Suhu dan pH Optimum.

Kisaran pH optimum untuk reaksi glukosa isomerase dari
Streptomyces phaeochromogenes terleptak pada pH antara 9.0
sampal dengan 11.0, dengan pH optimum pada 9.0 dan stabil

sampzzzl temperatur 75°C, dengan temperatur optimum pada suhu
TOIC=,

4.6. Sisi Aktif,

Identifikasi sisi aktif dengan modifikasi kimia spesifik pada
glukosa isomerase dari Streptomyces phaechromogenes menunjuk-
kan bahwa histidin merupakan asam amino esensial’”*". Hal
tersebut terlihat pada pengaruh dietilpiro-karbonat pada inaktifasi
enzim ini (Gambar 5), dan inaktivasi ini dapat dipulihkan kembali
menjadi enzim aktif dengan hidroksilamin. Histidin dikenal sebagai
asam amino basa yang berfungsi mengikat proton dan membantu
pemindahan hidrogen.

'IDD 48 jam
'M jam

———a | iam

@ . 50
“:.'o. '
ey .
4 Te—o
"“"—& S

0
20 43 0.5 10

Aktivitas tersisa (%)
Altivitas tersisa (%)

Waktu (menit) y Waktu (memt)

Gambar 5. Inaktivasi Glukosa Isomerase oleh dletllplrokarbo-
- nat dan pemulihan aktivitas oleh hidroksilamin™,
o, F-A; A, F-B
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4.7. Kristalografi Sinar-X.

Kristalografi sinar-x menghasilkan data rinci struktur tiga
dimensi suatu protein dan memungkinkan adanya visualisasi nyata
dari kompleks antara enzim dengan substrat atau inhibitornya.
Glukosa isomerase dari berbagai bakteri, seperti: Actinomyces,
Arthrobacter, Actinoplanes, dan Bacillus sp telah diteliti dengan
kristalografi sinar-X pada berbagai tingkat resolusi, dengan atau
tanpa adanya inhibitor dan ion logam. Struktur glukosa isomerase
dari beberapa Streptomyces sp. telah diteliti, hasilnya menunjukkan
bahwa semuanya sangat mirip, terutama pada sisi aktifnya. Struktur
glukosa isomerase dari Streptomyces rubiginosus seperti yang
ditentukan pada resolusi 4-A menunjukkan bahwa enzim ini terdiri
dari delapan unit lembar 3 — o helix [(a/B)g] seperti yang ditemukan
pada triosa fosfat isomerase™.

Bentuk domain yang lebih kecil menjauh dari domain yang
lebih besar tetapi berhubungan dengan daerah yang lebih besar pada
subunit lain, sehingga terbentuk suatu dimer yang terikat ketat.
Karena itu dikatakan bahwa tetramer ini adalah suatu dimer dari
dimer aktif.

Gambar 6. Analisis Sinar-X D-Glulosa Isomerase pada 1.9 A%
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V. MEKANISME REAKSI ISOMERISASI

Penelitian pada preferensi glukosa isomerase terhadap isomer
a-D-glukopiranosa dan p-D-glukopiranosa dengan menggunakan
polarimeter37'38, secara enzimatik®>™ dan dengan °C NMR, nuclear
magnetic resonance™™* menunjukkan bahwa glukosa isomerase
dari Streptomyces phaeochromogenes memilih o-D-glukopiranosa,
bukan B-D-glukopiranosa, untuk dikonversi menjadi D-fruktosa.
Isomerisasi enzimatik D-glukosa ke D-fruktosa yang dikatalisa olch
enzim glukosa isomerase merupakan reaksi dua arah (reversible).
Reaksi isomerisasi ini terdiri dari 3 pasang reaksi yang berlangsung
dalam keseimbangan dinamik, yaitu: mutarotasi sederhana D-
glukosa, isomerisasi D-glukosa <> D-fruktosa, dan mutarotasi
kompleks D-fruktosa (Gambar 7). Penelitian isomerisasi enzimatik
menggunakan substrat D-Fruktosa, menunjukkan bahwa enzim
glukosa isomerase ~mempunyai spesifisitas terhadap o-D-
fruktofuranosa®**.

Dari hasil penelitian tersebut diatas, dapat dijelaskan bahwa
mekanisme reaksi isomerisasi enzimatik D-glukosa ke D-fruktosa
yang dikatalisa oleh enzim glukosa isomerase berlangsung sebagai
berikut: o-D-glukopiranosa merupakan komponen reaktif dari D-
glukosa, diisomerisasi secara enzimatik oleh enzim glukosa
isomerase menghasilkan a-D-fruktofuranosa. Karena reaksinya dua
arah maka o-D-fruktofuranosa oleh enzim glukosa isomerase akan
diubah kembali menjadi a-D-Glukopiranosa®™®. Reaksi inter-
konversi D-glukosa ke D-fruktosa terjadi melalui suatu senyawa
antara sis-enediol (Gambar 8) yang mengikat ion logam [Mg(II)

___atau Co(I)] pada molekul enzim glukosa isomerase™.
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Gambar 7. Reaksi Isomerisasi D-Glukosa <> D-Fruktosa**

a-D-glukopiranosa cis-enediol antara o-D-Fruktofuranosa

Gambar 8. Interkonversi enzimatik o-D-Glukopiranosa
menjadi o-D-Fruktofuranosa®
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Berdasarkan pemahaman mekanisme reaksi tersebut diatas,
kemudian dilakukan penelitian isomerisasi o-D-glukosa yang
dihasilkan oleh enzim a-glukosidase dan isomerisasi B-D-glukosa
yang dihasilkan oleh enzim glukoamilase46. Hasilnya menunjukkan
bahwa a-D-glukosa yang dihasilkan oleh enzim a-glukosidase
langsung dikonversi menjadi D-fruktosa dalam waktu yang lebih
cepat dan hasil yang lebih banyak (Gambar 9), sedang -D-glukosa
yang dihasilkan oleh enzim glukoamilase (Gambar 10) perlu waktu
lebih lama untuk dikonversi menjadi fruktosa, hasil fruktosanyapun
lebih sedikit"’.

Dalam praktek di industri, untuk menghasilkan gula fruktosa
dari bahan pati-patian, dilakukan 3 tahap proses, yaitu: likuifikasi,
sakarifikasi dan isomerisasi. Likuifikasi adalah proses pencairan gel
pati oleh enzim o-amilase yang akan menghidrolisa pati menjadi
oligosakarida dan dekstrin. Sedang proses sakarifikasi adalah
proses pengubahan oligosakarida dan dekstrin menjadi glukosa
dengan enzim glukoamilase. Glukosa kemudian diisomerisasi
secara enzimatik dengan enzim glukosa isomerase menghasilkan
gula fruktosa.

Sakarifikasi dengan enzim glukoamilase adalah proses yang
lazim digunakan di industri gula fruktosa saat ini. Namun seperti
telah ditunjukkan pada penelitian diatas bahwa glukosa yang
dihasilkan 4Igada sakarifikasi dengan enzim glukoamilase adalan B —
D-glukosa®, produk yang bukan substrat untuk enzim glukosa
isomerase.

Penelitian kami menunjukkan bahwa o-D-glukosa yang
dihasilkan oleh enzim o-glukosidase terbukti lebih efektif untuk
diisomerisasi secara enzimatik menjadi fruktosa. Oleh karena itu,
penelitian_ini_menyarankan agar_dalam_proses sakarifikasi di

industri gula fruktosa tidak lagi menggunakan enzim glukoamilase
tetapi menggunakan enzim o-glukosidase.
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Gambar 9. Pembentukan fruktosa dari glukosa yang

dihasilkan o-glukosidase dalam isomerisasi®’
@ , Glukosa hasil c-glucosidase

A, fruktosa yg terbentuk dari glukosa hasil glukoamilase
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Gambar 10. Pembentukan fruktosa dari glukesa g'ang

dihasilkan glukoamilase dalam isomerisasi>’.
®, Glukosa yang dihasilkan oleh glukoamilase
A, Fruktosa yg terbentuk dari glukosa hasil glukoamilase
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VI. PROSPEK INDUSTRI GULA FRUKTOSA DI
INDONESIA

6. 1. Kebijakan Industri dan Impor Gula di Indonesia.

Kebijakan industri dan impor gula di Indonesia dapat
dikaitkan dengan tiga regim kebijakan. Pertama, regim kebijakan
stabilitas (1971-1996) yang membuat industri gula stabil dan
berkembang dan volume impor relatif kecil dan fluktuatif. Kedua
regim perdagangan bebas (1997-2001) yang membuat penurunan
kinetja industri gula dan lonjakan volume impor. Ketiga, regim
kebijakan terkendali (2002-2004) yang mampu membuat
industri gula mengalami proses pemulihan dan impor menurun’.

Sejak 2005, terjadi perkembangan baru yaitu munculnya
kebijakan industri gula rafinasi. Industri gula rafinasi
dimaksudkan untuk meningkatkan nilai tambah ekonomi
(dibanding bila impor gula putih) dan produknya ditujukan untuk
industri makanan dan minuman di dalam negeri. Dalam waktu
relatif singkat, industri gula rafinasi berkembang sangat pesat,
dengan lima industri besar di Jawa yang berkapasitas sekitar dua
juta ton. Empat dari lima pabrik terscbut telah berproduksi dengan
utilisasi kapasitas hampir 70 persen, yaitu: PT Angels Products
(kapasitas 500 ribu ton), PT Jawamanis Rafinasi (500 ribu ton), PT
Sentra Usahatama Jaya (540 ribu ton), PT Permata Dunia Sukses
Utama (390 ribu ton), dan PT Dharmapala Usaha Sukses (250 ribu
ton). Pabrik yang disebut terakhir belum berproduksi sehingga lebih
banyak melaksanakan aktivitas impor gula mentah sekitar 28 ribu
ton. Selain itu, akan ada tambahan tiga pabrik gula rafinasi lagi

dengan total kapasitas 750 ribu ton, yaitu di Ujung Pandang dengan
kapasitas 200 Tibu tor 5 O-ribu—tom; -dam-di-Eampung
300 ribu ton"’.

Masalah gula rafinasi yang muncul akhir-akhir ini adalah
merembesnya gula rafinasi ke pasar gula konsumsi’. Akibatnya,
harga gula terus menurun dan menyebabkan petani tebu merugi.
Peredaran gula rafinasi yang tidak terkendali ini akibat lemahnya
kontrol pemerintah. Izin yang diberikan kepada industri gula rafinasi
bukan mengacu pada kebutuhan gula industri makanan dan
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minuman sebagai pasar tetap mereka, melainkan berdasarkan
kapasitas terpasang. Akibatnya, pasokan gula rafinasi lebih besar
dari permintaan industri makanan dan minuman.

6.2. Prospek Industri Gula Fruktosa di Indonesia.

Indonesia mempunyai potensi untuk mengembangkan gula
fruktosa yang berasal dari bahan pati-patian. Di Indonesia terdapat
sumber tanaman berpati yang potensial, yaitu: ubi kayu seluas 0,8 -
1 juta ha, ubi jalar seluas 180.000 - 200.000 ha, sagu seluas 1 juta
ha' dan Jjagung seluas 3,7 ha, Dibanding luas tanaman tebu yang
hanya 443.800 ha'®’, maka potensi tanaman berpati di Indonesia
jauh lebih besar. Pengembangan gula fruktosa ini tidak akan
menggeser petani tebu karena gula pasir mempunyai pasar
tersendiri.

Jika produksi gula dari pati terus meningkat maka harganya
akan dapat bersaing dengan gula tebu. Peningkatan produksi gula
fruktosa harus diikuti upaya memperluas pemanfaatannya. Di
Indonesia, industri minuman ringan yang menurut lisensi
scharusnya menggunakan fruktosa, ternyata tidak seluruhnya
menggunakan fruktosa, tetapi menggunakan gula rafinasi. Kalau
semua industri sirup, minuman ringan, permen, biskuit, dan jeli
menggunakan gula fruktosa maka kebutuhan gula tebu akan
berkurang. bahkan mungkin impor gula tidak diperlukan lagi'.

Di Indonesia industri gula fruktosa umumnya diproduksi oleh
industri besar, padahal teknologi pembuatan gula fruktosa relatif
sederhana dan dapat dilakukan di pedesaan. Dalam upaya membuka
peluang produksi glukosa di pedesaan, Balai Besar Penelitian dan
pengembangan Pascapanen Pertanian melakukan penelitian dan

PTOGTICS TP TTOKTOSa UItaE Cdld pedcsad VdIlg

dapat diaplikasikan pada industri tapioka rakyat',

Pada industri tapioka rakyat seperti di Lampung, pengeringan
tapioka sering menjadi masalah karena masih mengandalkan sinar
matahari. Pada musim hujan pengeringan akan terganggu sehingga
mutu pati yang dihasilkan kurang baik dan harga jualnya rendah.
Dengan demikian, upaya mengembangkan produksi gula fruktosa
dari pati basah diharapkan akan meningkatkan nilai tambah petani.
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~ Pada tahun 2005 teknologi tersebut telah dicoba di Tegineneng,

Lampung Selatan, dan telah diperoleh tahapan proses dan peralatan

yang lebih efisien untuk menekan biaya produksi sehingga harga jual

lebih murah. Diharapkan teknologi ini dapat dikembangkan di

daerah-dacrah sentra produksi ubi kayu, sag, jagung, atav bahan

berpati 1a'mnya1 :

Hal-hal tersebut diatas menunjukkan bahwa dari sisi potensi
bahan baku dan teknologi produlksi gula fruktosa, maka pendirian
industri gula fruktosa di Indonesia sangatlah prospektif. Namun
seperti halnya Amerika Serikat dan Negara-negara Barat lain yang
telah berhasil mengembangkan industri gula fruktosanya, maka
Pemerintah periv melakukan perbagai intervensi kebijakan untuk
mendukung industri gula fruktosa agar bisa berdiri dan berkembang
dengan baik di Indonesia.

Kiranya pemer'mtah perlu untuk mengkaji vlang pendirian 15-
20 pabrik gula (PG) baru yang memerlukan tidak kurang dari
350.000 ha lahan yans sekarang bart ada 25.000 ha untuk
memenuhi swasembada gula pada tahun 2014 sebesar 5,7 juta ton’.

Dalam kaitan ini maka kami mengusulkan agat pemerintah
mengeluarkan kebijakan untuk mendorong tumbuhnya industri gula
fruktosa di gentra-sentra produksi ubi kayu, sagh dan jagung. Dalam
implementasinya kebijakan tersebut dapat berupa:

1. Penetapan lokasi prioritas pendirian gula fruktosa di sentra-
sentra produksi bahan pati-patian, seperti: Lampung dan Jawa
Timur (untuk ubi kayw), Riau dan Maluku (untuk sagu),
Gorontalo (untuk jagung), dan daerah-daerah Jain.

2. Insentif bagi industri  gula fruktosa, berupa: quota untuk

mendapatkan bahan baku pati lokal dari di lokasi-lokast prioritas

endiriann 0 i oula fruktosa dan insentif bagi industri

makanan dan minuman yang mengey eapeaalafoukiosa.

3. Disinsentif bagl ekportir tapioka, sagt dan agung‘. berupa pajak
ekspor untuk menjamin pasokan bahan berpati bagi industri gula
fruktosa dalam negeri dapat terpenubi.

% Moratorium perluasan industri gula rafinasi di Indonesia.
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VII. KESIMPULAN

Dari uraian yang telah disampaikan, dapat disimpulkan bahwa
penerapan teknologi enzim glukosa isomerase di industri gula
fruktosa sangat potensial untuk dikembangkan di Indonesia.

Riset dalam teknologi glukosa isomerase terus berkembang
untuk menghasilkan enzim yang sesuai dengan kebutuhan industri,
Dengan kemajuan ilmu dan teknologi dewasa ini, enzim glukosa
isomerase akan semakin efektif dan cfisien dalam penerapannya.
Untuk memenuhi kebutuhan industri, enzim glukosa isomerase
yang ideal adalah enzim yang mempunyai pH optimum yang lebih
rendah dari saat ini (sekitar pH 7.0), temperatur optimum yang
lebih tinggi (>70°C), dan mempunyai afinitas yang lebih tinggi
terhadap glukosa. Kedepan, apabila dengan teknologi rekombinan
DNA  dimungkinkan, penyatuan gen o-glukosidase dan gen
glukosa isomerase dalam satu mikroorganisme, teknologi ini akan
memperpendek waktu reaksi dan menghemat biaya alat produksi
gula fruktosa.

Penerapan teknologi enzim glukosa isomerase pada industri
gula fruktosa di Indonesia dapat menjadi pilihan untuk mengurangi
impor gula yang akhir-akhir ini semakin langka dan mahal. Dalam
penerapannya, selain dapat dilakukan oleh industri besar, teknologi
ini juga dapat diterapkan di pedesaan. Produksi gula fruktosa tidak
akan mengganggu industri gula tebu yang sudah ada, karena gula
fruktosa mempunyai pasar yang berbeda dengan gula tebu. Namun
dengan berkembangnya industri gula rafinasi di Indonesia, industri
gula fruktosa mempunyai pesaing yang kuat karena keduanya

1dl pOLEN ANAaman _Karponidra ang dimiliki Indenesia
sebenarnya Indonesia mempunyai potensi besar untuk mengem-
bangkan teknologi ini. Keberhasilan penerapan teknologi ini untuk
mengatasi impor gula, sepenuhnya tergantung dari kebijakan dan
konsistensi Pemerintah untuk mendorong industri gula fruktosa
berkembang di Indonesia.
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VII. PENUTUP

Demikian orasi ilmiah pengukuhan saya sebagai Profesor
Riset bidang Biokimia dan Biologi Molekuler, semoga berbagai
kajian tentang enzim glukosa isomerase yang telah dilakukan akan
mendorong perkembangan industri gula fruktosa di Indonesia.
Dengan demikian akan mengurangi ketergantungan Indonesia
terhadap impor gula yang semakin langka dan mahal di pasar
internasional, sehingga cita-cita Indonesia untuk berswasembada
gula dapat menjadi kenyataan.

Potensi swasembada gula sesungguhnya dimiliki Indonesia,
masalahnya adalah apakah segenap energi bangsa dalam
mengambil keputusan kebijakan dapat saling mendukung dengan
target swasembada gula yang ditargetkan pada tahun 2014.
Konsistensi kebijakan sangat diperlukan untuk memberikan
insentif yang tepat bagi segenap pelaku, mulai dari petani,
pedagang, industri pengolahan dan konsumen.
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