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ABSTRAK

Karakterisasi Enzim L-Al dari Bakteri Arthrobacter psychrolactophilus
untuk Produksi D-tagatose

Oleh:
David Herawan
19106030035

Pembimbing: Atika Yahdiyani Ikhsani, M.Sc.

L-arabinose isomerase (L-Al) dari Arthrobacter psychrolactophilus (Ap L-Al)
telah dikarakterisasi. Ap L-Al dapat mengkatalisis isomerisasi D-galactose menjadi
gula langka D-tagatose, dengan kestabilan yang baik terhadap suhu dan pH ekstrim.
Efisiensi katalitik (kca/Km) dan Km dengan substrat D-galactose berturut-turut
adalah 0,32 mM™ min~? dan 51,43 mM, sedangkan dengan substrat L-arabinose
adalah 0,64 mM ™ min™t dan 23,41 mM. Enzim ini menunjukkan aktivitas tertinggi
dengan penambahan 0,250 mM ion logam Mn?*, Hasil penelitian ini dapat menjadi
dasar bagi industri untuk mencapai produksi D-tagatose yang efisien, serta
bermanfaat sebagai dasar untuk peneliti yang akan melakukan rekayasa protein
untuk meningkatkan kualitas enzim Ap L-Al.

Kata Kunci: L-Al, D-tagatose, Arthrobacter psychrolactophilus
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ABSTRACT

Characterization of L-Al Enzyme from Arthrobacter psychrolactophilus
for D-tagatose Production

By:
David Herawan
19106030035

Supervisor: Atika Yahdiyani Ikhsani, M.Sc.

L-arabinose isomerase (L-Al) from Arthrobacter psychrolactophilus (Ap L-Al) has
been characterized. Ap L-Al can catalyze the isomerization of D-galactose into the
rare sugar D-tagatose, exhibiting good stability under extreme temperatures and pH
conditions. The catalytic efficiency (kea/Km) and Km values for D-galactose were
0.32 mM ™ mint and 51.43 mM, respectively, while for L-arabinose, they were
0.64 mM™ mint and 23.41 mM, respectively. The enzyme showed its highest
activity in the presence of 0.250 mM Mn?* ions. The findings of this research can
serve as a foundation for the industry to achieve efficient production of D-tagatose
and prove valuable for researchers exploring protein engineering to enhance the
qualities of Ap L-Al enzyme.

Keywords: L-Al, D-tagatose, Arthrobacter psychrolactophilus
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

D-tagatose adalah sebuah monosakarida yang strukturnya sangat mirip
dengan fruktosa, namun memiliki efek metabolik yang berbeda. Meskipun
strukturnya mirip dengan fruktosa, D-tagatose tidak sepenuhnya diserap oleh usus,
sehingga efeknya terhadap tingkat gula darah jauh lebih rendah dibandingkan
dengan gula biasa (Guerrero-Wyss et al., 2018). Selain itu, D-tagatose memiliki
berbagai manfaat kesehatan yang potensial. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa D-tagatose dapat berfungsi sebagai prebiotik yang membantu pertumbuhan
bakteri sehat pada usus (S. Roy et al., 2018). Penelitian lain juga menunjukkan
bahwa D-tagatose tidak akan menyebabkan peningkatan kadar gula darah yang
siginifikan, sehingga bisa menjadi salah satu pilihan gula alternatif yang aman bagi
penderita diabetes (Ahmed et al., 2022). Kalori D-tagatose lebih rendah
dibandingkan dengan gula dapur (sukrosa). Kalori dari D-tagatose adalah 1.5
kalori, sedangkan kalori dari sukrosa adalah 4 kalori. Hal ini menjadikan D-
tagatose gula yang dapat dikonsumsi seseorang yang mengidap obesitas karena
setengah kalori lebih sedikit gula dapur (sukrosa) (Patra et al., 2017).

Meskipun demikian, produksi D-tagatose masih memiliki banyak
hambatan. Kebanyakan produksi D-tagatose pada saat ini masih dilakukan melalui
reaksi kimiawi yang menimbulkan banyak limbah berbahaya yang tentunya tidak
baik untuk lingkungan. Selain itu, yield produk dari produksi D-tagatose secara

kimawi lebih rendah dibandingkan dengan produksi D-tagatose secara enzimatis



(S. Roy et al., 2018). Untuk mengatasi tantangan tersebut, beberapa penelitian telah
dilakukan untuk mempelajari proses produksi D-tagatose dengan bantuan enzim L-
Al (L-arabinose isomerase) dengan D-galactose sebagai substrat. Metode produksi
seperti ini dapat mengurangi limbah kimia berbahaya yang ditimbulkan dan
memiliki yield D-tagatose yang lebih tinggi karena selektivitas reaksi dari enzim
L-Al terhadap substratnya (S. Roy et al., 2018).

Produksi D-tagatose secara enzimatis juga memiliki tantangannya sendiri.
Pada skala industri, proses isomerisasi D-galactose menjadi D-tagatose oleh enzim
L-Al membutuhkan kondisi pada suhu tinggi dan suasana asam yang dapat merusak
enzim dan dapat berakibat pada penurunan aktivitas enzim seiring waktu. Pusat
Riset Mikrobiologi Terapan BRIN telah berhasil mengekspresi enzim L-Al dari
bakteri Arthrobacter psycrolactophilus melalui kloning dan ekspresi di sistem
ekspresi E.coli BL21. Beberapa karakteristik enzim Ap L-Al seperti suhu optimum,
pH optimum, stabilitas suhu, dan stabilitas pH telah diketahui. Suhu dan pH
optimum enzim Ap L-Al yaitu pada suhu 60°C dan pH 7,5. Selain itu, enzim Ap L-
Al memiliki stabilitas yang baik terhadap suhu tinggi dan pH yang cukup ekstrim
(Nirwantono et al., 2024). Karakteristik tersebut menjadikan enzim Ap L-Al
sebagai kandidat enzim yang baik untuk produksi skala industri, akan tetapi
beberapa karakteristik lainnya yang meliputi pengaruh ion logam, spesifisitas
substrat, dan parameter kinetik belum diketahui.

Penambahan ion logam pada reaksi enzimatis dapat mempengaruhi aktivitas
enzim secara signifikan yang dapat bersifat simulatif ataupun inhibitif tergantung

pada jenis ion logam dan konsentrasinya. lon logam dapat berinteraksi dengan



enzim melalui berbagai mekanisme, termasuk pembentukan kompleks dengan
substrat atau dengan enzim itu sendiri yang dapat mengubah konformasi enzim
sehingga dapat mempengaruhi afinitasnya terhadap substrat. Konsentrasi ion logam
yang tepat juga sangat penting untuk mengoptimalkan aktivitas enzim. Pada
konsentrasi yang rendah, ion logam mungkin tidak cukup untuk mengaktifkan
enzim secara efektif, sementara pada konsentrasi yang terlalu tinggi ion logam
dapat menyembabkan penghambatan kompetitif yang dapat menghalangi
pengikatan substrat pada sisi aktif enzim ataupun dapat menyebabkan
penghambatan nonkompetitif yang dapat mempengaruhi konformasi enzim
sehingga menjadi tidak stabil. Hal ini menujukkan bahwa karakteristik pengaruh
ion logam dan konsentrasinyua merupakan salah satu karakteristik enzim Ap L-Al
yang penting untuk diketahui agar dapat memaksimalkan enzim Ap L-Al untuk
kebutuhan industri.

Selain itu, dengan melakukan karakterisasi spesifisitas substrat dan
parameter kinetik, dapat diketahui afinitas enzim Ap L-Al terhadap substrat dan
efisiensi enzim tersebut untuk produksi D-tagatose. Berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan, terdapat enzim L-Al dari bakteri Lactobacillus parabuchneri yang
dapat mengkatalisis isomerisasi dari substrat D-glucose dan D-mannose (Yuan et
al.,, 2021), sedangkan enzim L-Al dari bakteri Thermoanaerobacterium
saccharolyticum tidak dapat mengkatalisis isomerisasi substrat D-glucose dan D-
mannose (Hung et al., 2014). Maka dari itu, perlu dilakukan identifikasi spesifisitas
substrat selain terhadap substrat alaminya L-arabinose dan substrat untuk produksi

D-tagatose yaitu D-galactose. Parameter kinetik (kcat/Km) enzim L-Al dari



berbagai bakteri yang berbeda juga dilaporkan memiliki perbedaan yang cukup
signifikan. Pengetahuan tentang parameter kinetik enzim Ap L-Al terhadap substrat
alaminya L-arabinose dan substrat untuk produksi D-tagatose yaitu D-galactose
penting untuk diketahui untuk menentukan efisiensi dari enzim tersebut.

Pada penelitian ini akan dilakukan karakterisasi biokimia enzim L-Al dari
bakteri Arthrobacter psychrolactophilus yang meliputi pengaruh penambahan ion
logam Mn?*, Mg?*, Ca®*, Fe?", Co?*, Zn?*, dan Cu?" serta pengaruh konsentrasi ion
logam optimumnya, spesifisitas substrat terhadap substrat D-galactose, L-
arabinose, D-glucose, D-mannose, dan D-fructose, dan parameter kinetik yang
meliputi nilai Km, kcat, dan kea/Km. Hal ini perlu dilakukan karena informasi
karakteristik tersebut penting untuk diketahui bagi industri dan para peneliti yang
akan melakukan rekayasa protein untuk mengembangkan karakteristik enzim

tersebut.
B. Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Enzim L-Al yang diidentifikasi karakteristiknya merupakan enzim L-Al yang
diproduksi oleh Pusat Riset Mikrobiologi Terapan BRIN yang merupakan hasil
kloning dari bakteri Arthrobacter psychrolactophilus yang diekspresikan pada
sistem ekspresi bakteri E. coli BL21.

2. ldentifikasi pengaruh ion logam terhadap aktivitas enzim Ap L-Al dilakukan

terhadap ion logam Mn?*, Mg?*, Ca?*, Fe?*, Co?*, Zn?*, dan Cu?".



3. ldentifikasi spesifistas substrat enzim Ap L-Al dilakukan dengan substrat

D-galactose, L-arabinose, D-glucose, D-mannose, dan D-fructose.



Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

Bagaimana pengaruh aktivitas enzim Ap L-Al terhadap ion logam Mn?*, Mg?*,
Ca?*, Fe?*, Co%", Zn?*, dan Cu?" dan konsentrasinya terhadap ion logam
optimum?

Bagaimana spesifisitas substrat enzim Ap L-Al terhadap substrat D-galactose,
L-arabinose, D-glucose, D-mannose, dan D-fructose?

Bagaimana karakteristik parameter kinetik enzim Ap L-Al yang meliputi
Keat/Km, Keat, Km, dan Vimax terhadap substrat alaminya L-arabinose dan substrat

untuk produksi D-tagatose yaitu D-galactose?
Tujuan Penelitian

Tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
Mengidentifikasi karakteristik pengaruh ion logam Mn?*, Mg?*, Ca®*, Fe?",
Co?*, Zn?*, dan Cu?" dan konsentrasi ion logam optimum terhadap aktivitas
enzim Ap L-Al.
Mengidentifikasi spesifisitas substrat enzim Ap L-Al terhadap substrat D-
galactose, L-arabinose, D-glucose, D-mannose, dan D-fructose.
Mengidentifikasi karakteristik parameter kinetik enzim Ap L-Al dengan

substrat D-galactose dan L-arabinose.



E. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah untuk mengetahui karakteristik enzim L-Al
dari bakteri Arthrobacter psychrolactophilus terhadap berbagai jenis ion logam dan
konsentrasi ion logam optimumnya, spesifisitas substrat terhadap berbagai substrat,
serta karakteristik parameter kinetiknya. Hal tersebut penting sebagai dasar bagi
industri dan keperluan rekayasa protein untuk mengembangkan karakteristik enzim

tersebut.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Penambahan ion logam Mn?*, Mg?", Ca?*, Fe?*, Co?, Zn%*, dan Cu?
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap aktivitas enzim Ap L-Al. lon
logam yang bertindak sebagai aktivator yang paling optimum untuk enzim Ap
L-Al adalah ion logam Mn?* sedangkan ion logam yang bertindak sebagai
inhibitor untuk enzim Ap L-Al adalah ion logam Zn?* dan Cu?*. lon logam
Mn?* dapat meningkatkan aktivitas enzim Ap L-Al sampai dengan 687,84%.
Konsentrasi ion logam Mn?* yang paling optimum untuk enzim Ap L-Al

adalah 0.25 mM.

Enzim Ap L-Al memiliki afinitas terhadap substrat L-arabinose dan substrat
D-galactose. Aktivitas enzim Ap L-Al terhadap substrat D-galactose yaitu
sebesar 93%. Enzim Ap L-Al tidak dapat mengkatalisis isomerisasi substrat D-

glucose, D-mannose, dan D-fructose.

Nilai Km, kcat, dan kcat/Km dari Ap L-Al dengan substrat D-galactose
berturut-turut sebesar 51,43 mM; 16,40 mint; dan 0,32 mM™ min. Sementara
Km, kcat, dan kcat/Km dari Ap L-Al dengan substrat L-arabinose berturut-turut

sebesar 23,41 mM: 15 mint: dan 0,64 mM™ min™.
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B. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, terdapat saran dari penelitian
ini untuk penelitian selanjutnya yaitu dapat dilakukan eksplorasi dengan berbagai
pendekatan, seperti rekayasa protein dengan mengganti salah satu asam amino
penyusun enzim untuk meningkatkan nilai kea/Km agar produksi D-tagatose

dengan enzim L-Al dapat lebih efisien.
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