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ABSTRAK 

MUSDALIFA. Optimasi Isomerisasi pada Produksi Sirup Fruktosa dari Pati Sagu 

(Metroxylon sagu R.) dengan Metode Enzimatis Terimobil (dibimbing oleh Amran 

Laga dan Andi Nur Faidah Rahman). 

Sagu memiliki potensi untuk diolah sebagai substrat dalam produksi sirup fruktosa 

sebagai alternatif pemanis non-tebu. Salah satu kendala dalam proses produksi sirup 

fruktosa adalah rendahnya efektivitas dan efisiensi penggunaan enzim bebas. Upaya 

yang dapat dilakukan untuk mengatasi kendala ini adalah melalui imobilisasi enzim. 

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis dan mengidentifikasi konsentrasi substrat 

glukosa yang akan digunakan, konsentrasi enzim bebas dalam substrat, konsentrasi 

enzim bebas dalam buffer, konsentrasi enzim terimobil dalam substrat, serta jumlah 

siklus yang maksimal dalam mempertahakan aktivitas katalitik enzim dalam mengubah 

substrat glukosa menjadi fruktosa. Secara umum, parameter pengujian berupa kadar 

fruktosa, gula reduksi, total padatan, brix, serta dilakukan perhitungan derajat konversi, 

glukosa tersisa, dan dextrose equivalent. Hasil yang diperoleh yaitu konsentrasi glukosa 

50°brix dalam menghasilkan derajat konversi tertinggi sebesar 45,91% dan konsentrasi 

enzim glukoisomerase bebas 0,07% (70 U/g) menghasilkan derajat konversi 46,67%, 

hasil konsentrasi enzim bebas dalam matriks sebesar 0,75% menghasilkan nilai tertinggi 

yaitu 51,07% enzim terimobil dalam matriks, serta konsentrasi enzim terimobil 0,08% (80 

U/g) menghasilkan derajat konversi tertinggi yaitu 43,89%, serta hasil menunjukkan 

bahwa adanya penurunan kadar fruktosa dan derajat konversi yang signifikan pada 

penggunaan ke-8 dan masih mampu mempertahankan aktivitas katalitik enzim dalam 

mengubah substrat menjadi produk hingga penggunaan berulang ke-7. Kesimpulan yang 

diperoleh yaitu perlakuan terbaik diperoleh dari konsentrasi substrat glukosa 50°brix, 

konsentrasi enzim bebas dalam substrat 0,07% (70 U/g), konsentrasi enzim bebas dalam 

buffer 0,75%, konsentrasi enzim terimobil dalam substrat 0,08% (80 U/g), serta jumlah 

siklus yang maksimal dalam penggunaan enzim terimobil yaitu tujuh kali 

Kata kunci: Enzim terimobil; isomerisasi; pati sagu; sirup fruktosa. 
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ABSTRACT 

MUSDALIFA. Isomerization Optimization of Fructose Syrup Production from Sago 

(Metroxylon sagu R.) Starch by Immobilized Enzyme Method (supervised by Amran 

Laga dan Andi Nur Faidah Rahman). 

Sago has the potential to be processed as a substrate in the production of fructose syrup 

as an alternative to cane sugar sweeteners. One of the challenges in fructose syrup 

production is the low effectiveness and efficiency of using free enzymes. An approach to 

address this issue is through enzyme immobilization. This study aims to analyze and 

identify the concentration of glucose substrate to be used, the concentration of free 

enzyme in the substrate, the concentration of free enzyme in the buffer, the concentration  

of immobilized enzyme in the substrate, and the maximum number of cycles in 

maintaining the enzyme catalytic activity in converting glucose substrate into fructose. 

The test parameters generally included fructose content, reducing sugar, total solids, brix, 

and calculating the degree of conversion, remaining glucose, and dextrose equivalent. 

The results obtained were the concentration of 50°brix glucose produced he highest 

degree of conversion of 45.91% and the concentration of 0.07% free glucoisomerase 

enzyme (70 U/g) produced a degree of conversion of 46.67%, the results of the 

concentration of free enzyme in the buffer of 0.75% produced the highest value of 51.07% 

immobilized enzyme in the matrix, and the concentration of 0.08% immobilized enzyme 

(80 U/g) produced the highest degree of conversion of 43.89%. Also, the results showed 

a significant decrease in fructose content and degree of conversion at the 8th use. They 

could still maintain the catalytic activity of the enzyme in converting the substrate into the 

product until the 7th repeated use. It was concluded that the best treatment was obtained 

from 50°brix glucose substrate concentration, free enzyme concentration in substrate 

0.07% (70 U/g), free enzyme concentration in buffer 0.75%, immobilized enzyme 

concentration in substrate 0.08% (80 U/g), and the maximum number of cycles in using 

immobilized enzyme was seven times. 

Keywords: Immobilized enzyme; isomerization; sago starch; fructose syrup.  



x 
 

 

DAFTAR ISI 

HALAMAN JUDUL ......................................................................................................  ii 

PERNYATAAN PENGAJUAN .....................................................................................  iii 

HALAMAN PENGESAHAN .........................................................................................  iv 

PERNYATAAN KEASLIAN TESIS ..............................................................................  v 

UCAPAN TERIMA KASIH ...........................................................................................  vi 

ABSTRAK ...................................................................................................................  viii 

ABSTRACT .................................................................................................................  ix 

DAFTAR ISI .................................................................................................................  x 

DAFTAR TABEL ..........................................................................................................  xii 

DAFTAR GAMBAR .....................................................................................................  xiii 

DAFTAR LAMPIRAN ...................................................................................................  xiv 

BAB I PENDAHULUAN UMUM ..................................................................................  1 

1.1  Latar Belakang .................................................................................................  1 

1.2   Rumusan Masalah ..........................................................................................  2 

1.3  Tujuan dan Manfaat .........................................................................................  3 

BAB II TOPIK PENELITIAN I  Penentuan Konsentrasi Optimum Sirup Glukosa  

sebagai Substrat dan Konsentrasi Enzim Bebas dalam Substrat pada Produksi  

Sirup Fruktosa dari Pati Sagu .....................................................................................  4 

2.1   Abstrak ............................................................................................................  4 

2.2   Pendahuluan ...................................................................................................  4 

2.3   Metode Penelitian ...........................................................................................  6 

2.4    Hasil dan Pembahasan ..................................................................................  8 

2.5    Kesimpulan dan Saran ...................................................................................  14 

2.6   Daftar Pustaka ................................................................................................  14 

BAB III TOPIK PENELITIAN II Penentuan Konsentrasi Enzim dalam Matriks dan 

Konsentrasi Enzim dalam Substrat dengan Penggunaan Imobilisasi Kovalen pada 

Produksi Sirup Fruktosa ..............................................................................................  18 

3.1   Abstrak ............................................................................................................  18 

3.2   Pendahuluan ...................................................................................................  18 

3.3    Metode Penelitian ..........................................................................................  20 

3.4    Hasil dan Pembahasan ..................................................................................  24 

3.5    Kesimpulan dan Saran ...................................................................................  33 

3.6   Daftar Pustaka ................................................................................................  34 

BAB IV TOPIK PENELITIAN III Penentuan Efektivitas Penggunaan Berulang Enzim 

Glukoisomerase Terimobilisasi Secara Kovalen dalam Produksi Sirup Fruktosa ......  38 



xi 
 

 

4.1   Abstrak ............................................................................................................  38 

4.2   Pendahuluan ...................................................................................................  38 

4.3    Metode Penelitian ..........................................................................................  39 

4.4   Hasil dan Pembahasan ...................................................................................  42 

4.5   Kesimpulan dan Saran ....................................................................................  45 

4.6  Daftar Pustaka .................................................................................................  45 

BAB V PEMBAHASAN UMUM ...................................................................................  47 

5.1 Topik Penelitian I: Konsentrasi Optimum Sirup Glukosa sebagai Substrat dan 

Konsentrasi Enzim Bebas dalam Produksi Sirup Fruktosa ....................................  47 

5.2  Topik Penelitian II: Konsentrasi Enzim Bebas dalam Buffer dan Konsentrasi 

Enzim Terimobil dalam Substrat pada Produksi Sirup Fruktosa .............................  48 

5.3  Topik Penelitian III: Efektivitas Penggunaan Berulang Enzim Glukoisomerase 

Terimobilisasi Secara Kovalen dalam Produksi Sirup Fruktosa .............................  48 

BAB VI KESIMPULAN UMUM ....................................................................................  50 

4.1   Kesimpulan .....................................................................................................  50 

4.2  Saran ................................................................................................................  50 

DAFTAR PUSTAKA.....................................................................................................  51 

LAMPIRAN ..................................................................................................................  58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xii 
 

 

DAFTAR TABEL 

Tabel 1. Karakteristik Enzim Terimobilisasi .................................................................  25 

Tabel 2. Pengaruh Penggunaan Berulang Enzim Glukoisomerase Terimobilisasi 

terhadap Produksi Sirup Fruktosa ..............................................................................  43 

  



xiii 
 

 

DAFTAR GAMBAR 

Gambar 1. Prinsip Pengujian Kadar Fruktosa Metode DNS............................................ 8 

Gambar 2. Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap Kadar Fruktosa ................. 9 

Gambar 3. Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap Derajat Konversi  Sirup 

Fruktosa ......................................................................................................................... 10 

Gambar 4. Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap Viskositas Sirup  

Fruktosa ......................................................................................................................... 11 

Gambar 5. Pengaruh Konsentrasi Enzim (%) terhadap Kadar Sirup Fruktosa ............. 12 

Gambar 6. Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Derajat Konversi ........................... 13 

Gambar 7. Mekanisme Delignifikasi, Aktivasi, dan Imobilisasi Kovalen ........................ 21 

Gambar 8. Pengaruh Konsentrasi Enzim dalam Matriks (%) terhadap Enzim  

Terimobil ......................................................................................................................... 24 

Gambar 9. Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Kadar Sirup  

Fruktosa ......................................................................................................................... 26 

Gambar 10. Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Derajat Konversi 

Sirup Fruktosa ................................................................................................................ 27 

Gambar 11. Prinsip Pengujian Kadar Gula Reduksi Metode DNS ................................ 28 

Gambar 12. Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Gula Reduksi  

Sirup Fruktosa ................................................................................................................ 29 

Gambar 13. Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Total Padatan  

Sirup Fruktosa ................................................................................................................ 30 

Gambar 14. Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Dextrose  

Equivalent Sirup Fruktosa .............................................................................................. 31 

Gambar 15. Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Total Padatan  

Terlarut Sirup Fruktosa ................................................................................................... 32 

Gambar 16. Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Glukosa Tersisa .... 33 

Gambar 17. Pengaruh Penggunaan Berulang Enzim Glukoisomerase Terimobilisasi 

terhadap Kadar Fruktosa, Glukosa, dan Derajat Konversi pada Produksi Sirup  

Fruktosa ......................................................................................................................... 44 

 

 

  



xiv 
 

 

DAFTAR LAMPIRAN  

Lampiran 1a. Kurva Standar Pengukuran Kadar Fruktosa .........................................  58 

Lampiran 1b. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap  

Kadar Fruktosa (%) .....................................................................................................  58 

Lampiran 1c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap  

Kadar Fruktosa (%) .....................................................................................................  58 

Lampiran 1d. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap  

Kadar Fruktosa (%) .....................................................................................................  59 

Lampiran 2a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap 

Derajat Konversi (%) ...................................................................................................  59 

Lampiran 2b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap  

Derajat Konversi (%) ...................................................................................................  59 

Lampiran 2c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap  

Derajat Konversi (%) ...................................................................................................  60 

Lampiran 3a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap 

Viskositas Sirup Fruktosa (%) .....................................................................................  60 

Lampiran 3b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap 

Viskositas Sirup Fruktosa (%) .....................................................................................  60 

Lampiran 3c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap 

Viskositas Sirup Fruktosa (%) .....................................................................................  61 

Lampiran 4a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Kadar 

Fruktosa (%) ................................................................................................................  61 

Lampiran 4b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Kadar  

Fruktosa (%) ................................................................................................................  61 

Lampiran 4c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Kadar  

Fruktosa (%) ................................................................................................................  62 

Lampiran 5a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Derajat 

Konversi (%) ................................................................................................................  62 

Lampiran 5b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Derajat  

Konversi (%) ................................................................................................................  62 

Lampiran 5c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Derajat  

Konversi (%) ................................................................................................................  63 

Lampiran 6a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim/buffer (mg/ml)  

terhadap Penurunan Protein Terlarut (%) ...................................................................  63 

Lampiran 6b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim/buffer (mg/ml)  

terhadap Penurunan Protein Terlarut (%) ...................................................................  63 

Lampiran 7a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Kadar Fruktosa (%) ......................................................................................  64 

Lampiran 7b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap 

Kadar Fruktosa (%) .....................................................................................................  64 

Lampiran 7c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil terhadap  

Kadar Fruktosa (%) .....................................................................................................  64 

Lampiran 8a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Derajat Konversi (%) ....................................................................................  65 

Lampiran 8b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap 

Derajat Konversi (%) ...................................................................................................  65 



xv 
 

 

Lampiran 8c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Derajat  

Konversi (%) ................................................................................................................  65 

Lampiran 9a. Kurva Standar Pengujian Kadar Gula Reduksi ....................................  66 

Lampiran 9b. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Gula Reduksi (%) .........................................................................................  66 

Lampiran 9c. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap 

Gula Reduksi (%) ........................................................................................................  66 

Lampiran 9d. Hasil Uji Lanjut Konsentrasi Enzim Terimobil (%) terhadap Gula  

Reduksi (%) .................................................................................................................  67 

Lampiran 10a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Total Padatan (%) ........................................................................................  67 

Lampiran 10b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Total Padatan (%) ........................................................................................  67 

Lampiran 10c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Total Padatan 

(%) ...............................................................................................................................  68 

Lampiran 11a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Dextrose Equivalent (%) ..............................................................................  68 

Lampiran 11b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Dextrose Equivalent (%) ..............................................................................  68 

Lampiran 12a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Brix ...............................................................................................................  69 

Lampiran 12b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Brix ...............................................................................................................  69 

Lampiran 12c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Brix ..............  69 

Lampiran 13a. Tabel Pengamatan Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Glukosa Tersisa (%) .....................................................................................  70 

Lampiran 13b. Hasil Uji ANOVA Pengaruh Konsentrasi Enzim Terimobil (%)  

terhadap Glukosa Tersisa (%) .....................................................................................  70 

Lampiran 13c. Hasil Uji Lanjut Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Glukosa  

Tersisa (%) ..................................................................................................................  70 

Lampiran 14a. Tabel Pengamatan Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Kadar Fruktosa (%) ......................................................................................  71 

Lampiran 14b. Hasil Uji ANOVA Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Kadar Fruktosa (%) ......................................................................................  71 

Lampiran 14c. Hasil Uji Lanjut Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Kadar Fruktosa (%) ......................................................................................  72 

Lampiran 15a. Tabel Pengamatan Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Glukosa Tersisa (%) .....................................................................................  72 

Lampiran 15b. Hasil Uji ANOVA Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Glukosa Tersisa (%) .....................................................................................  73 

Lampiran 15c. Hasil Uji Lanjut Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Glukosa Tersisa (%) .....................................................................................  73 

Lampiran 16a. Tabel Pengamatan Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Derajat Konversi (%) ....................................................................................  73 

Lampiran 16b. Hasil Uji ANOVA Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Derajat Konversi (%) ....................................................................................  74 



xvi 
 

 

Lampiran 16c. Hasil Uji Lanjut Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Derajat Konversi (%) ....................................................................................  74 

Lampiran 17a. Tabel Pengamatan Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Gula Reduksi (%) .........................................................................................  75 

Lampiran 17b. Hasil Uji ANOVA Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Gula Reduksi (%) .........................................................................................  75 

Lampiran 18a. Tabel Pengamatan Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Dextrose Equivalent .....................................................................................  76 

Lampiran 18b. Hasil Uji ANOVA Penggunaan Enzim Terimobilisasi Berulang  

terhadap Dextrose Equivalent .....................................................................................  76 

Lampiran 19a. Dokumentasi .......................................................................................  77 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

 

BAB I 

PENDAHULUAN UMUM 

1.1  Latar Belakang 

Tingkat konsumsi gula di Indonesia mencapai 6,8 juta ton pada tahun 2023 dan 

sebagian besar dipasok oleh gula tebu (Statistik Konsumsi Pangan, 2024). Tingginya 

kebutuhan gula mendorong pengembangan berbagai alternatif sumber pemanis, 

beberapa diantaranya dapat dibuat dari hidrolisis berbagai sumber pati. Pati merupakan 

salah satu jenis karbohidrat yang banyak terdapat pada tumbuhan (Harni et al., 2021). 

Beberapa tanaman sumber pati antara lain tanaman serealia, seperti padi, jagung, 

gandum dengan kandungan pati berkisar 30-80%, kacang-kacangan dan kedelai 

berkisar 25-50%, dan umbi-umbian dengan kisaran pati 60-90% (Pavas et al., 2020). 

Setiawan et al. (2022) menyebutkan bahwa sagu merupakan tanaman dengan 

kandungan pati yang tinggi, yaitu sekitar  90%. Selain itu, Indonesia merupakan negara 

penghasil sagu terbesar di dunia, dengan produksi 367.132 ton pada tahun 2021 (Badan 

Pusat Statistik, 2022). Oleh karena itu, sagu sangat potensial menjadi substrat dalam 

produksi sirup fruktosa sebagai alternatif pemanis non tebu. 

Sirup fruktosa merupakan pemanis utama yang disajikan sebagai campuran glukosa 

dan fruktosa (Singh et al., 2018). Sirup fruktosa adalah gula cair  yang memiliki tingkat 

kemanisan paling tinggi dibandingkan glukosa dan sukrosa. Perbandingan tingkat 

kemanisan glukosa, sukrosa, dan fruktosa masing-masing adalah 74, 100, 180 (Yulistiani 

et al., 2019). Selain itu, sirup fruktosa banyak digunakan pada industri besar karena 

memiliki keunggulan dibandingkan dengan pemanis lainnya (Zhou et al., 2020), seperti 

tidak mengkristal, lebih mudah dilarutkan, serta telah disetujui oleh GRAS (Generally 

Recognized As Safe) (Mohammadi et al., 2019). Secara umum, tahapan dalam 

pembuatan sirup fruktosa yaitu likuifikasi atau hidrolisis pati menjadi oligosakarida 

dengan menggunakan enzim alfa-amilase, sakarifikasi atau pemecahan oligosakarida 

menjadi glukosa dengan menggunakan enzim amiloglukosidase, isomerisasi glukosa 

menjadi fruktosa menggunakan enzim glukoisomerase, serta pemurnian sirup fruktosa 

(Singh et al., 2018); (Gahlawat et al., 2017). Salah satu kendala yang dihadapi pada 

proses produksi sirup fruktosa yaitu kurangnya efektivitas dan efisiensi dari penggunaan 

enzim bebas pada ketiga tahap tersebut (Wang et al., 2016). Oleh karena itu dibutuhkan 

metode yang dapat meningkatkan efektivitas dan efisiensi produksi tanpa menurunkan 

kualitas sirup fruktosa yang dihasilkan. 

Upaya yang dapat dilakukan untuk mengatasi tantangan tersebut yaitu dengan 

pengaplikasian metode imobilisasi (Barbosa et al., 2015). Selain itu, imobilisasi berfungsi 

dalam meningkatkan kestabilan enzim (Baidamshina et al., 2021); serta enzim dapat 

digunakan secara berulang (Tacias-Pascacio et al., 2021) (D. M. Liu et al., 2018). 

Penggunaan enzim dapat dilakukan berulang pada metode imobilisasi karena enzim 

akan terperangkap pada permukaan matriks yang tidak larut air (H. Zhang et al., 2021). 

Menurut (Smith et al., 2020), proses imobilisasi dapat dilakukan dengan metode adsorpsi 

fisik, enkapsulasi, cross linking, dan pengikatan kovalen. Metode adsorbsi fisik 

merupakan metode imobilisasi yang paling sering digunakan karena lebih sederhana 

dibanding yang lain. Namun, metode adsorbsi fisik memiliki interaksi yang lemah antara 

enzim dan matriks pembawa. Metode ini rentan terhadap perubahan pH, suhu, dan 

ikatan ion yang mengakibatkan stabilitas enzim menjadi kurang baik (D. M. Liu et al., 
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2018). Menurut (Zucca & Sanjust, 2014), imobilisasi dengan ikatan kovalen umumnya 

memiliki kekuatan ikatan tertinggi antara matriks pendukung dengan enzim dibanding 

metode lain, serta meminimalkan masalah kebocoran. Selain itu, perlekatan kovalen 

biasanya tidak mengganggu perpindahan massa reagen/produk, dan memungkinkan 

peningkatan stabilitas operasional tertinggi, terutama terhadap panas, pH, pelarut 

organik, dan juga mengenai penyimpanan. Martiks pendukung yang dapat digunakan 

pada metode kovalen yaitu bagase. Bagase merupakan komponen organik yang 

tersedia dalam jumlah yang besar, murah, serta menunjukkan ketahanan termal dan 

mekanik yang tinggi. Menurut (Fan et al., 2021), secara kimiawi, bagase memiliki gugus 

karboksil, hidroksil, dan fenolik melimpah. Gugus fungsi tersebut akan berikatan dengan 

reagen bifungsional, lalu membentuk ikatan dengan gugus fungsi enzim pada proses 

imobilisasi kovalen. 

Beberapa penelitian yang telah melakukan teknik imobilisasi enzim pada produksi 

fruktosa yaitu (Jin et al., 2017) dengan metode cross linking enzim glukoisomerase 

menggunakan reagen bifungsional berupa glutaraldehid dengan penggunaan berulang 

yang mampu mempertahankan stabilitas katalitik sebesar >85% dari aktivitas awal. 

Selain itu, (Zhou et al., 2020) melakukan imobilisasi enzim invertase pada proses 

hidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa  dengan metode adsorbsi menggunakan 

matriks pendukung berupa selulosa, serta penelitian yang dilakukan oleh (Amaral-

Fonseca et al., 2021) melakukan imobilisasi amiloglukosidase metode cross linking 

(CLEAs) dan glukoisomerase terimobilisasi komersial (IGI) dari Streptomyces murinus, 

Sweetzyme® IT Extra. Hasil menujukkan bahwa kedua biokatalis dapat digunakan 

kembali selama enam siklus berturut-turut dengan mempertahankan konversi glukosa 

menjadi fruktosa tanpa kehilangan aktivitas katalitiknya.  

Namun penelitian tersebut belum secara spesifik memberikan informasi terkait enzim 

glukoisomerase pada substrat pati sagu serta aplikasi imobilisasi kovalen. Selain itu, 

optimasi parameter-parameter seperti konsentrasi substrat, enzim bebas dalam substrat, 

enzim bebas dalam buffer pada proses imobilisasi, enzim terimobil dalam substrat, serta  

yang sangat penting untuk meningkatkan efisiensi proses yaitu jumlah siklus yang 

maksimal dalam mempertahakan aktivitas katalitik enzim dalam mengubah substrat 

glukosa menjadi fruktosa belum dibahas secara komprehensif pada penelitian tersebut. 

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini dilakukan sebagai upaya optimasi produksi 

sirup fruktosa dari pati sagu dengan imobilisasi enzim glukoisomerase metode ikatan 

kovalen untuk menjaga stabilitas enzim sehingga dapat digunakan berulang. 

 

1.2   Rumusan Masalah 

Tingginya kebutuhan gula menyebabkan berbagai alternatif sumber pemanis terus 

dikembangkan, seperti sirup fruktosa yang dapat diproduksi dari berbagai sumber pati, 

salah satunya dari sagu dengan kandungan pati yang tinggi sebanyak 90%.  

Salah satu kendala yang dihadapi dalam produksi sirup fruktosa yaitu penggunaan enzim 

bebas yang kurang efektif dan efisien sehingga dapat ditangani dengan penggunaan 

teknik imobilisasi enzim yang memungkinkan adanya peningkatan efektivitas dan 

efisiensi pada proses produksi. Beberapa hal yang perlu diperhatikan pada proses 

produksi sirup fruktosa dengan enzim terimobil diantaranya konsentrasi substrat glukosa 

yang akan digunakan, konsentrasi enzim bebas dalam buffer, konsentrasi enzim bebas 
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dalam substrat, konsentrasi enzim terimobil dalam substrat, serta jumlah siklus yang  

maksimal dalam mempertahakan aktivitas katalitik enzim dalam mengubah substrat 

glukosa menjadi fruktosa. Oleh karena itu, penelitian ini diharapkan mampu 

mengoptimalkan proses isomerisasi  pada produksi sirup fruktosa dari pati sagu dengan 

penggunaan enzim terimobil. 

 

1.3  Tujuan dan Manfaat 

Secara umum, tujuan dari penelitian ini yaitu untuk menghasilkan sirup fruktosa 

dengan kualitas yang baik serta penggunaan enzim terimobil yang dapat digunakan 

berulang dengan nilai efektivitas yang tinggi. 

Secara khusus, tujuan dari penelitian ini yaitu: 

1. Untuk menentukan konsentrasi sirup glukosa yang optimal sebagai substrat dalam 

produksi sirup fruktosa dan mengetahui konsentrasi optimum dari enzim bebas 

dalam substrat 

2. Untuk menentukan konsentrasi enzim bebas dalam matriks bagase dan konsentrasi 

enzim terimobil dalam substrat dalam produksi sirup fruktosa 

3. Untuk mengevaluasi dan menetapkan jumlah siklus maksimal yang dapat dilakukan 

oleh enzim terimobil tanpa kehilangan aktivitas katalitiknya secara signifikan. 

Manfaat dari penelitian ini yaitu diharapkan dapat memberikan kontribusi positif dalam 

industri pangan utamanya pada bidang bahan tambahan pangan dalam menyediakan 

alternatif yang efektif dan efisien untuk produksi sirup fruktosa berbasis sagu dengan 

teknik imobilisasi kovalen. 
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BAB II 

TOPIK PENELITIAN I  

Penentuan Konsentrasi Optimum Sirup Glukosa sebagai Substrat dan 

Konsentrasi Enzim Bebas dalam Substrat pada Produksi Sirup Fruktosa 

dari Pati Sagu 

2.1   Abstrak 

Sirup fruktosa merupakan pemanis utama yang disajikan sebagai campuran 

glukosa dan fruktosa yang dapat diproduksi dari pati, salah satunya pati sagu. Beberapa 

hal yang perlu diperhatikan pada proses produksi sirup fruktosa diantaranya konsentrasi 

glukosa sebagai substrat dan konsentrasi enzim dalam substrat. Penelitian ini bertujuan 

untuk menentukan konsentrasi substrat glukosa dengan parameter kadar fruktosa, 

derajat konversi, serta viskositas, dan untuk menentukan konsentrasi enzim yang optimal 

dengan parameter kadar fruktosa dan derajat konversi. Hasil menunjukkan bahwa pada 

substrat pada konsentrasi 50, 60, 70, dan 80°brix diperoleh kadar fruktosa secara 

berturut-turut 22,96; 25,22, 29,00; dan 27,29%, derajat konversi 45,91; 42,04; 41,43; 

34,11%, serta viskositas 10,20; 104,33; 424,67; 3819,67 mPa.s. Hasil pada perlakuan 

konsentrasi enzim 0,1; 0,07; dan 0,04% diperoleh kadar fruktosa secara berturut-turut 

22,96; 23,33; 20,67%, serta derajat konversi 45,91; 46,67; dan 41,33%. Kesimpulan yang 

diperoleh dari penelitian ini yaitu perlakuan terbaik diperoleh pada konsentrasi substrat 

50 hingga 70°brix dan konsentrasi enzim 0,07% sebagai konsentrasi substrat dan 

konsentrasi enzim yang optimal digunakan dalam produksi sirup fruktosa. 

Kata kunci: Enzim, pati sagu, sirup fruktosa, sirup glukosa. 

2.2   Pendahuluan 

2.2.1 Latar Belakang 

Tingkat konsumsi gula di Indonesia mencapai 6,8 juta ton pada tahun 2023 dan 

sebagian besar dipasok oleh gula tebu (Statistik Konsumsi Pangan, 2024). Kebutuhan 

gula yang tinggi mendorong pengembangan berbagai alternatif sumber pemanis, salah 

satunya adalah hidrolisis dari berbagai sumber pati. Pati merupakan salah satu jenis 

karbohidrat yang banyak terdapat pada tumbuhan (Harni et al., 2021). Beberapa 

tanaman sumber pati antara lain tanaman serealia, seperti padi, jagung, gandum dengan 

kandungan pati berkisar 30-80%, kacang-kacangan dan kedelai berkisar 25-50%, dan 

umbi-umbian dengan kisaran pati 60-90% (Pavas et al., 2020). (Setiawan et al., 2022) 

menyebutkan bahwa sagu merupakan salah satu tanaman dengan kandungan pati yang 

tinggi, yaitu sekitar 90%.  

Pada tahun 2021, produksi sagu di Indonesia mencapai 367.132 ton, 

menjadikannya sebagai penghasil sagu terbesar di dunia (Badan Pusat Statistik, 2022). 

Sagu merupakan bahan pangan yang sangat potensial menjadi substrat dalam produksi 

sirup fruktosa sebagai alternatif pemanis non tebu. Sirup fruktosa merupakan pemanis 

utama yang disajikan sebagai campuran glukosa dan fruktosa (Singh et al., 2018). Sirup 

fruktosa adalah gula cair yang memiliki tingkat kemanisan paling tinggi dibandingkan 

glukosa dan sukrosa. Perbandingan tingkat kemanisan glukosa, sukrosa, dan fruktosa 

masing-masing adalah 74, 100, 180 (Yulistiani et al., 2019). Selain itu, sirup fruktosa 

banyak digunakan pada industri besar karena memiliki keunggulan dibandingkan dengan 
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pemanis lainnya (Zhou et al., 2020), seperti tidak mengkristal, mudah larut, serta telah 

disetujui oleh Generally Recognized As Safe (GRAS) (Mohammadi et al., 2019).  

Secara umum, produksi sirup fruktosa melalui beberapa tahap yaitu gelatinisasi, 

likuifikasi dengan a-amilase, sakarifikasi dengan amiloglukosidase, dan isomerisasi 

dengan glukoisomerase (Singh et al., 2018); (Gahlawat et al., 2017). Gelatinisasi adalah 

proses pembengkakan granula pati akibat pemanasan dan adanya peningkatan volume 

sehingga memutus ikatan hidrogen pada ikatan glikosida pati (Megavitry & Nurhijrah, 

2019). Likuifikasi yang dilakukan tanpa gelatinisasi terlebih dahulu akan membutuhkan 

waktu yang lebih lama dibandingkan dengan substrat yang telah mengalami gelatinisasi. 

Likuifikasi adalah tahap hidrolisis pati untuk menghasilkan oligosakarida atau dekstrin 

yang lebih sederhana dengan menggunakan enzim α-amilase (Megavitry & Nurhijrah, 

2019). Setelah proses likuifikasi, dilakukan sakarifikasi. Sakarifikasi menghidrolisis 

dekstrin menjadi glukosa dengan satu enzim yaitu glukoamilase atau campuran enzim 

glukoamilase dan pullulanase (Megavitry & Nurhijrah, 2019). Menurut (Amaral-Fonseca 

et al., 2021), proses sakarifikasi optimal pada suhu 40-60°C serta pH 4,5-6,0. Setelah 

melalui tahap sakarifikasi, dilakukan proses isomerisasi. Menurut (Zhang et al., 2019), 

dalam proses isomerisasi glukosa menjadi fruktosa yang dikatalisis oleh enzim, 

beberapa langkah yang terlibat diantaranya: (i) pembukaan cincin glukosa; (ii) 

pembentukan zat antara cis-enediol dengan mengabstraksi proton pada C2 glukosa; (iii) 

pemindahan proton; (iv) penutupan cincin rantai fruktosa. 

Nury dan Luthfi (2023) telah melakukan penelitian dengan produksi sirup fruktosa 

dengan memvariasikan pH selama tahap isomerisasi, sedangkan Natori et al. (2022) 

berfokus pada variasi suspensi pati sebagai substrat. Kedua penelitian tersebut 

memberikan wawasan terkait faktor-faktor yang mempengaruhi proses isomerisasi 

dalam produksi fruktosa. Namun, terdapat faktor lain yang perlu diteliti lebih lanjut, 

khususnya mengenai konsentrasi glukosa sebagai substrat dan konsentrasi enzim. 

Glukosa merupakan substrat utama dalam proses isomerisasi yang diubah menjadi 

fruktosa. Menentukan konsentrasi glukosa yang optimal sangat penting karena secara 

langsung mempengaruhi laju reaksi dan tingkat konversi fruktosa. Selain itu, konsentrasi 

enzim perlu dioptimalkan untuk memastikan efisiensi maksimal dalam mengubah 

glukosa menjadi fruktosa. Oleh karena itu dilakukan penelitian mengenai konsentrasi 

glukosa dan enzim untuk meningkatkan efisiensi produksi sirup fruktosa dari pati sagu. 

2.2.2 Rumusan Masalah 

 Sirup fruktosa merupakan gula cair dengan tingkat kemanisan paling tinggi 

dibandingkan glukosa dan sukrosa. Beberapa aspek kritis dalam proses produksi sirup 

fruktosa adalah konsentrasi optimum glukosa sebagai substrat dan konsentrasi enzim 

bebas dalam substrat. Oleh karena itu dilakukan untuk mengidentifikasi konsentrasi sirup 

glukosa sebagai substrat dan konsentrasi enzim bebas optimum dalam produksi sirup 

fruktosa. 
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2.2.3 Tujuan dan Manfaat 

  Tujuan dari penelitian ini yaitu: 

1. Untuk mengidentifikasi konsentrasi sirup glukosa yang optimal sebagai substrat 

dalam produksi sirup fruktosa 

2. Untuk mengetahui konsentrasi optimum dari enzim bebas dalam substrat dalam 

produksi sirup fruktosa 

Manfaat dari penelitian ini yaitu diharapkan mampu memberikan informasi di bidang 

akademik, khususnya pada bidang ilmu dan teknologi pangan terkait produksi sirup 

fruktosa metode enzimatis dengan penggunaan substrat pati sagu. 

 

2.3   Metode Penelitian 

2.3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Februari-Maret 2024 di Teaching 

Industry, Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Pangan, Laboratorium Kimia 

Analisa dan Pengawasan Mutu Pangan Departemen Teknologi Pertanian, Fakultas 

Pertanian, Universitas Hasanuddin. 

2.3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah inkubator, spektrofotometer, 

hotplate, vortex, tanur, centrifuge, bulb, gelas kimia, gelas ukur, mikro pipet, pH meter, 

pipet volume, tabung reaksi. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah pati sagu, asam 3,5-

dinitrosalisilat (DNS), aquadest, α-amilase, amiloglukosidase, glukoisomerase (100.000 

U/g), magnesium sulfat heptahidrat (MgSO4.7H2O), fenol, natrium hidroksida (NaOH), 

asam klorida (HCl), natrium kalium tartat (KNaC4H4O6.4H2O), natrium metabisulfit 

(Na2S2O5), kalsium klorida (CaCl2), timbal (II) asetat (Pba), timbal (II) oksida (PbO), 

natrium karbonat (Na2CO3). 

2.3.3 Prosedur Penelitian 

Pati sagu 30% (w/v) diatur pHnya pada 6,5 menggunakan HCl 0,1N atau NaOH 

0,1N. Selanjutnya ditambahkan enzim α-amilase 0,1% dari suspensi pati dan kofaktor 

berupa CaCl2 4000ppm sebanyak 1%. Suspensi pati dipanaskan pada suhu 105°C 

selama 15 menit untuk proses gelatinisasi. Selanjutnya, setelah suspensi dingin, 

dilakukan penambahan α-amilase kembali sebanyak 0,1% dari suspensi pati. Setelah 

itu, suspensi diinkubasi pada inkubator suhu 70°C selama 90 menit dan didinginkan. 

Lalu, pH diatur menjadi 4,5 dengan penambahan HCl 0,1N hingga diperoleh sampel hasil 

likuifikasi yang akan dilanjutkan pada tahap sakarifikasi. 

Hasil likuifikasi dilanjutkan ke tahap sakarifikasi dengan menambahkan enzim 

amiloglukosidase 0,75 g/kg substrat. Selanjutnya dicampurkan lalu diinkubasi pada suhu 

60oC selama 72 jam. Setelah itu dilakukan evaporasi untuk menurunkan kadar air pada 

sirup glukosa sesuai dengan perlakuan (Dimodifikasi dari (Megavitry & Nurhijrah, 2019)). 

Substrat glukosa sebanyak 1000 mL diatur pH nya hingga mencapai pH 8,2 dengan 

menggunakan NaOH atau HCl. Selanjutnya ditambahkan enzim glukoisomerase sesuai 

dengan perlakuan 0,04; 0,07, dan 0,1% (b/v) dan kofaktor MgSO4.7H2O 0,1 g/L, 

kemudian diinkubasi pada suhu 60°C selama 120 menit.  
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2.3.4 Rancangan Penelitian 

Adapun desain penelitian dijabarkan sebagai berikut.  

1. Penentuan Konsentrasi (°brix) Glukosa sebagai Substrat 

A1: 50°brix 

A2: 60°brix 

A3: 70°brix 

A4: 80°brix 

2. Penentuan Konsentrasi Enzim Glukoisomerase 

B1: 0,04% 

B2: 0,07% 

B3: 0,1% 

2.3.5 Parameter Pengujian 

2.3.5.1 Kadar Fruktosa 

Larutan penjernih dibuat dengan memijarkan timbal (II) oksida (PbO) di tanur 

pada suhu 600°C selama 20 menit lalu didinginkan di desikator. Selanjutnya  bahan 3g 

timbal (II) asetat (PbA), 1g timbal (II) oksida (PbO) dan 7ml akuades (3:1:7) dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi lalu divortex. Sampel sebanyak 1ml, larutan penjernih dan larutan 

natrium karbonat (Na2CO3) masing-masing 0,25ml dimasukkan pada microcentrifuge 

tube lalu disentrifugasi. 

 Larutan standar fruktosa dengan konsentrasi 30-90 ppm yang telah diencerkan 

dari larutan induk fruktosa 100 ppm. Masing-masing konsentrasi fruktosa dipipet 

sebanyak 0,75 ml kedalam tabung reaksi. Kemudian ditambahkan reagen DNS  

sebanyak 2,25 ml. Tabung reaksi dipanaskan pada suhu 100°C selama 5 menit. Tabung 

reaksi didinginkan pada suhu ruang. Absorbansi diukur dengan spektrofotometer UV-VIS 

pada panjang gelombang 570 nm. Kurva standar dibuat berdasarkan nilai absorbansi 

yang dihasilkan. 

Sebanyak 0,75 mL larutan hasil hidrolisis dimasukkan kedalam tabung reaksi dan 

ditambahkan dengan 2,25 mL pereaksi DNS, selanjutnya dihomogenkan menggunakan 

vortex. Kemudian dipanaskan pada hotplate pada suhu 100°C selama 5 menit kemudian 

didinginkan pada suhu ruang. Lalu dipindahkan ke dalam kuvet, kemudian diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 570 nm. Kadar fruktosa ditentukan dari 

persamaan regresi larutan standar (Dimodifikasi dari (Ruswandi, 2018)). 

2.3.5.2 Derajat Konversi 

Prosedur pengukuran derajat konversi melibatkan pengambilan sampel dengan 

menghitung persentase substrat yang telah berubah menjadi produk berdasarkan 

perbandingan konsentrasi awal dan akhir. 

Derajat Konversi (%)=
Konsentrasi produk

Konsentrasi substrat
x 100 

 

2.3.5.3 Viskositas 

Prosedur pengukuran viskositas menggunakan viskometer rotasi melibatkan 

penempatan sampel cairan ke dalam silinder viskometer, diikuti dengan pemutaran 

spindle pada kecepatan yang terkontrol dan pengukuran torsi yang dibutuhkan untuk 

mempertahankan kecepatan tersebut, sehingga viskositas cairan dapat dihitung 

berdasarkan nilai torsi dan kecepatan rotasi. Kecepatan rotasi diatur sebesar 60 rpm 
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serta masing-masing perlakuan sampel 50, 60, 70, dan 80°brix secara berturut-turut 

menggunakan spindle nomor 1, 2, 3, dan 4. 

2.3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh pada penelitian ini akan dianalisis menggunakan Analysis of 

Variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan Uji Duncan bila berpengaruh nyata. 

Perangkat lunak analisis data yang digunakan adalah Microsoft Excel dan SPSS.  

2.4    Hasil dan Pembahasan 

2.4.1 Penentuan Konsentrasi Glukosa sebagai Substrat 

2.4.1.1 Kadar Fruktosa 

Kadar fruktosa diuji dengan metode DNS menggunakan instrumen 

spektrofotometer. Prinsip metode DNS yaitu sampel gula pereduksi berupa fruktosa akan 

bereaksi dengan reagen DNS dan akan terjadi reaksi redoks dimana gugus aldehid yang 

bertindak sebagai reduktor akan teroksidasi menjadi karboksil, sedangkan DNS yang 

bertindak sebagai oksidator akan tereduksi membentuk asam amino-5-nitrosalisat, yang 

ditandai dengan terjadinya perubahan warna dari kuning menjadi warna jingga 

kemerahan (Lam et al., 2021). Reaksi dapat dilihat pada Gambar 1. Semakin tinggi kadar 

fruktosa, maka semakin pekat warna jingga kemerahan yang terbentuk yang akan 

menghasilkan tingginya nilai absorbansi. Pengujian kadar fruktosa dilakukan 

menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 570 nm dengan 

persamaan y = 5.02x + 0.0352 (R² = 0.9923) (Lampiran 1a). 

 

Gambar 1. Prinsip Pengujian Kadar Fruktosa Metode DNS 

Hasil pengamatan dari penggunaan konsentrasi substrat (°brix) sebesar 50, 60, 70, dan 

80 pada Lampiran 1b. diperoleh data kadar fruktosa (%) pada kisaran 21,67-32,13, 

dengan adanya tren peningkatan kadar fruktosa seiring dengan tingginya konsentrasi 

substrat. Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi substrat 

berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap kadar fruktosa yang dihasilkan (Lampiran 1c). 

Pengaruh konsentrasi substrat terhadap kadar fruktosa dapat dilihat pada Gambar 2. 
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Gambar 2. Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap Kadar Fruktosa 

Berdasarkan Gambar 2, pengaruh konsentrasi substrat sebesar 50°brix berbeda 

nyata dengan 70°brix namun tidak berbeda nyata dengan 60 dan 80°brix. Hasil 

menunjukkan bahwa adanya kecenderungan peningkatan kadar fruktosa seiring dengan 

kenaikan konsentrasi substrat hingga konsentrasi tertentu sebelum mencapai titik jenuh 

enzim terhadap substrat. Hal ini dikarenakan produk yang terbentuk merupakan hasil 

kinerja enzim terhadap substrat sehingga tingginya substrat memungkinkan adanya 

peningkatan produk (Permanasari et al., 2018), namun pada konsentrasi yang tinggi, 

substrat mampu menjadi inhibitor atau mengakibatkan adanya penghambatan kinerja 

enzim yang menyebabkan berkurangnya aktivitas dan efektivitas enzim (Reis et al., 

2023); (Kokkonen et al., 2021a); (Beltrán-prieto et al., 2018); (Hernández, 2022). Selain 

itu, (Butré, 2014), menjelaskan bahwa peningkatan konsentrasi substrat mempengaruhi 

kinetika enzim, mengubah laju hidrolisis dan selektivitas yang akan menyebabkan 

terganggunya keseimbangan antara enzim dan substrat pada konsentrasi tertentu. 

2.4.1.2 Derajat Konversi 

Derajat konversi merupakan banyaknya produk yang terbentuk perjumlah 

substrat yang digunakan. Derajat konversi akan menunjukkan efektifitas dari suatu 

proses produksi. Hasil pengamatan dari penggunaan konsentrasi substrat (°brix) 

sebesar 50, 60, 70, dan 80 pada Lampiran 2a. diperoleh data kadar fruktosa  (%) pada 

kisaran 30,42-47,20, dengan adanya tren penurunan derajat konversi seiring dengan 

tingginya konsentrasi substrat. Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan 

konsentrasi substrat berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap kadar fruktosa yang 

dihasilkan (Lampiran 2b). Pengaruh konsentrasi substrat terhadap kadar fruktosa dapat 

dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap Derajat Konversi  
Sirup Fruktosa 

Berdasarkan Gambar 3, pengaruh konsentrasi substrat sebesar 50, 60, dan 70 

berbeda nyata dengan konsentrasi substrat 80°brix. Hasil menunjukkan bahwa semakin 

tinggi konsentrasi substrat, maka semakin rendah derajat konversi yang dihasilkan. 

Menurut (Kokkonen et al., 2021), reaksi enzimatis pada konsentrasi substrat tertentu 

akan menurunkan laju reaksi enzim atau biasa dikenal dengan istilah “substrate 

inhibition”. Penurunan drastis pada konsentrasi substrat 80°brix diperkirakan karena 

telah mencapai titik substrate inhibition yaitu substrat menjadi inhibitor atau penghambat 

kerja enzim sehingga produk yang dihasilkan berkurang. Hal ini juga disebutkan oleh 

(Reis et al., 2023) dan (Weilandt & Hatzimanikatis, 2023) bahwa konsentrasi substrat 

yang ditingkatkan lebih lanjut secara perlahan dapat menurunkan laju reaksi. Pada titik 

ini enzim dianggap mendekati kejenuhan dengan substrat, dan menunjukkan kecepatan 

maksimalnya (Vmax). Selain itu, (Sun et al., 2023); (Permanasari et al., 2018) 

menyebutkan bahwa kurangnya ketersediaan air atau peningkatan viskositas 

mengakibatkan kesulitan dalam agitasi dan proses pencampuran yang membatasi laju 

enzim sehingga menghasilkan produk yang cenderung lebih rendah. Hal ini sejalan 

dengan hasil viskositas pada Gambar 4 yang menunjukkan adanya peningkatan 

viskositas seiring dengan peningkatan konsentrasi. 

2.4.1.3 Viskositas 

Viskositas sirup fruktosa diuji menggunakan instrumen viscometer (Ramalingam 

et al., 2021). Prinsip dalam viskometer rotasi adalah menentukan hambatan aliran pada 

laju geser yang berbeda. Laju geser diubah dengan mengubah kecepatan rotasi, yang 

berbanding lurus dengan laju geser tersebut (Lewis, 2023). Hasil pengamatan dari 

penggunaan konsentrasi substrat (°brix) sebesar 50, 60, 70, dan 80 pada Lampiran 3a. 

diperoleh data viskositas (mPa.s) pada kisaran 10-3850. Hasil uji ANOVA menunjukkan 

bahwa perlakuan konsentrasi substrat berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap viskositas 

sirup fruktosa yang dihasilkan (Lampiran 3b). Pengaruh konsentrasi substrat terhadap 

viskositas sirup fruktosa dapat dilihat pada Gambar 4. 
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Gambar 4. Pengaruh Konsentrasi Substrat (°brix) terhadap Viskositas Sirup Fruktosa 

Berdasarkan Gambar 4, pengaruh konsentrasi substrat sebesar 50, 60, 70, dan 

80°brix terhadap viskositas sirup fruktosa berbeda nyata satu sama lain. Konsentrasi 

substrat (°brix) mengindikasikan banyaknya gula atau padatan terlarut pada sampel 

(Dongare & Buchade, 2015) sehingga semakin tinggi °brix akan menghasilkan viskositas 

yang semakin tinggi pula. Hal ini sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan oleh 

(Salehi, 2020) yang menyatakan  bahwa nilai viskositas sangat bergantung pada 

kandungan padatan terlarut. Viskositas larutan gula meningkat pada konsentrasi yang 

lebih tinggi karena adanya interaksi antarmolekul pelarut dan zat terlarut atau molekul 

gula dan air (Bulavin et al., 2017). Hal ini juga ditegaskan oleh (Kumbár et al., 2018), 

bahwa viskositas akan selalu berbanding lurus dengan konsentrasi gula. 

2.4.2 Penentuan Konsentrasi Enzim GI Bebas dalam Substrat 

2.4.2.1 Kadar Fruktosa 

Kadar fruktosa diuji dengan metode DNS menggunakan instrumen 

spektrofotometer. Prinsip metode DNS yaitu sampel gula pereduksi berupa fruktosa akan 

bereaksi dengan reagen DNS lalu akan terjadi reaksi redoks dimana gugus aldehid yang 

bertindak sebagai reduktor teroksidasi menjadi karboksil, sedangkan DNS yang 

bertindak sebagai oksidator tereduksi membentuk asam amino-5-nitrosalisat, yang 

ditandai dengan terjadinya perubahan warna dari kuning menjadi warna jingga 

kemerahan (Lam et al., 2021). Pengujian kadar fruktosa dilakukan menggunakan 

spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 570 nm dengan persamaan y = 5.02x 

+ 0.0352 (R² = 0.9923) (Lampiran 1a). Hasil pengamatan dari penggunaan konsentrasi 

enzim sebesar 0,04; 0,07; dan 0,1% pada Lampiran 4a. diperoleh data kadar fruktosa 

pada kisaran 19,73-24,00%, dengan adanya tren peningkatan kadar fruktosa hingga 

konsentrasi enzim tertentu. Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi 

enzim berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap kadar fruktosa yang dihasilkan (Lampiran 

4b). Pengaruh konsentrasi enzim terhadap kadar fruktosa dapat dilihat pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Pengaruh Konsentrasi Enzim (%) terhadap Kadar Sirup Fruktosa 

Berdasarkan Gambar 5, pengaruh konsentrasi enzim sebesar 0,1% (100 U/g) dan 

0,07% (70 U/g) berbeda nyata dengan 0,04% (40 U/g) terhadap kadar fruktosa yang 

dihasilkan. Penggunaan konsentrasi enzim 0,07% mengalami peningkatan kadar 

fruktosa dibanding konsentrasi enzim 0,04%. Di sisi lain, pada konsentrasi 0,07% 

menghasilkan kadar fruktosa yang cenderung sama pada konsentrasi 0,1%. Hasil 

menunjukan bahwa konsentrasi enzim cenderung menghasilkan kadar fruktosa yang 

meningkat pula hingga pada konsentrasi tertentu akan akan konstan atau bahkan 

mengalami penurunan. Hal ini sesuai dengan pernyataan (Liu, 2017),  bahwa kecepatan 

reaksi akan meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi enzim hingga batas 

tertentu. (Yoo et al., 2017) dan (Hernández, 2022) menambahkan bahwa konsentrasi 

enzim mempengaruhi laju reaksi hingga titik jenuh. Setelah titik jenuh, kecepatan reaksi 

tidak meningkat dengan peningkatan konsentrasi enzim yang dapat disebabkan oleh 

adanya ketidakseimbangan antara enzim dengan substrat (Straube, 2017). Keberadaan 

enzim yang berlebih akan menjadi inhibitor satu sama lain dikarenakan dapat 

mengganggu sisi aktif enzim lain yang akan berikatan dengan substrat. Kadar fruktosa 

maksimal yang dapat dihasilkan pada penelitian ini yaitu 25% karena penggunaan 

glukosa sebagai substrat sebesar 50% dan adanya sifat reversible pada proses 

isomerisasi yang dibatasi oleh kesetimbangan (Marianou et al., 2018), dengan 

maksimum derajat konversi hanya hingga 50%. Oleh karena itu, penggunaan 

konsentrasi enzim sebesar 0,07% dengan perolehan 23,33% telah menunjukkan 

efektivitas yang tinggi yaitu mencapai 93%.  

2.4.2.2 Derajat Konversi 

Derajat konversi merupakan banyaknya produk yang terbentuk perjumlah 

substrat yang digunakan. Derajat konversi akan menunjukkan efektifitas dari suatu 

proses produksi. Hasil pengamatan dari penggunaan konsentrasi enzim (%) sebesar 

0,04; 0,07, dan 0,1 pada Lampiran 5a. diperoleh data kadar fruktosa (%) pada kisaran 

39,47-48,00, dengan adanya tren peningkatan derajat konversi hingga konsentrasi 

enzim tertentu. Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi substrat 

20.67a

23.33b 22.96b

0

5

10

15

20

25

30

0.04 0.07 0.1

K
a
d

a
r 

s
ir

u
p

 f
ru

k
to

s
a
 (

%
)

Konsentrasi enzim (%)



13 
 

 

berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap kadar fruktosa yang dihasilkan (Lampiran 5b). 

Pengaruh konsentrasi substrat terhadap kadar fruktosa dapat dilihat pada Gambar 6. 

 
Gambar 6. Pengaruh Konsentrasi Enzim terhadap Derajat Konversi 

Berdasarkan Gambar 6, pengaruh konsentrasi enzim 0,04% (40 U/g) berbeda nyata 

dengan konsentrasi 0,07% (70 U/g) dan  0,1% (100 U/g) terhadap kadar fruktosa yang 

dihasilkan. Hasil menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim, maka produk 

yang dihasilkan berupa sirup fruktosa semakin tinggi. Hal ini sesuai dengan pernyataan 

(Baksi et al., 2023) bahwa tingginya konsentrasi enzim akan menghasilkan produk yang 

tinggi pula. Namun pada konsentrasi 0,7 dan 1% cenderung menghasilkan produk yang 

stabil. Menurut (Liu, 2017), kecepatan reaksi akan meningkat seiring dengan 

peningkatan konsentrasi enzim hingga batas tertentu. Dalam hal ini, penggunaan 

konsentrasi enzim di atas 0,7% pada proses isomerisasi telah berada pada titik jenuh 

sehingga tidak mempengaruhi perolehan derajat konversi. Keberadaan enzim yang 

berlebih akan menjadi inhibitor satu sama lain dikarenakan dapat mengganggu sisi aktif 

enzim lain yang akan berikatan dengan substrat. Reaksi isomerisasi bersifat reversible 

menyebabkan produksi maksimum glukosa menjadi fruktosa dibatasi oleh 

kesetimbangan (Marianou et al., 2018), sehingga maksimum derajat konversi hingga 

50%. Penelitian yang telah dilakukan oleh (Fischer et al., 2022) menggunakan metode 

kimiawi dalam proses isomerasi produksi sirup fruktosa dengan larutan NaOH 

memperoleh hasil derajat konversi 31% dari konversi maksimum 50% yang 

mengindikasikan bahwa metode enzimatik mampu menghasilkan derajat konversi dan 

efektivitas yang lebih tinggi, utamanya pada konsentrasi enzim 0,07% menghasilkan 

derajat konversi sebesar 46,67% dengan efektivitas mencapai 93%. 
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2.5    Kesimpulan dan Saran 

2.5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan dari penelitian tahap 1 ini yaitu: 

1. Konsentrasi sirup glukosa yang optimal sebagai substrat yaitu 50 hingga 70°brix 

dengan kadar fruktosa 22,96-29,00%, derajat konversi sebesar 45,91-41,43%, dan 

viskositas 10,20-424,67 mPa.s. 

2. Konsentrasi enzim optimal dalam menghasilkan produk sirup fruktosa yaitu 0,07% 

dengan perolehan kadar fruktosa 23,33%, serta derajat konversi sebesar 46,67% 

dengan efektivitas mencapai 93%. 

 

2.5.2 Saran 

Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu menggunakan variasi pada suhu dan lama 

reaksi isomerisasi untuk lebih mengefisienkan proses dan mengoptimalkan produk. 
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