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Abstract: As a staple food crop in some tropical regions, cassava has great potential to be
used in the production of liquid sugars such as high fructose syrup (HFS). HFS has a high level
of sweetness, does not crystallize easily, and soluble in water. The production of HFS was
conducted using enzymatic hydrolysis method followed by the isomerization of sugar. The
hydrolysis process breaks down starch into simpler monomers such as glucose, which was
carried out by a-amylase, subsequently saccharification was carried out by glucoamylase and
isomerization using glucoisomerase. The study aimed to determine the optimum pH and
temperature of to obtain the highest fructose syrup production from cassava flour.
Determination of reducing sugar concentration using 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) reagent
and sample absorbance was analyzed by UV spectrophotometer. From the experiment, it was
found the highest fructose concentration of 17.7 g/L was produced at pH 8 with an isomerase
time of 48 hours. It can be concluded that cassava flour has the potential to be converted into
HES through enzymatic hydrolysis.
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Abstrak: Sebagai tanaman pangan pokok di beberapa daerah tropis, singkong memiliki potensi
besar untuk digunakan dalam produksi gula cair seperti sirup fruktosa tinggi (high fructose
syrup/HFS). HFS memiliki tingkat kemanisan yang tinggi, tidak mudah mengkristal, dan
mudah larut dalam air. Produksi HFS dilakukan dengan menggunakan metode hidrolisis
enzimatik yang diikuti dengan isomerisasi gula. Proses hidrolisis memecah pati menjadi
monomer-monomer yang lebih sederhana seperti glukosa menggunakan a-amilase, selanjutnya
dilakukan sakarifikasi dengan glukoamilase dan isomerisasi menggunakan glukoamilase.
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan pH dan temperatur optimum untuk mendapatkan
produksi sirup fruktosa tertinggi dari tepung singkong. Penentuan konsentrasi gula reduksi
menggunakan reagen 3,5-dinitrosalisilat (DNS) dan absorbansi sampel dianalisis dengan
spektrofotometer UV. Dari hasil percobaan didapatkan konsentrasi fruktosa tertinggi sebesar
17.7 g/L dihasilkan pada pH 8 dengan waktu isomerase 48 jam. Dapat disimpulkan bahwa
tepung singkong berpotensi untuk dikonversi menjadi HFS melalui hidrolisis enzimatis.
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PENDAHULUAN

Singkong (Manihot esculenta) merupakan salah satu sumber karbohidrat terbesar di
negara tropis dan merupakan komoditas pertanian yang menjanjikan di Indonesia, dimana
produktivitas singkong mencapai 18.5 juta ton pada tahun 2020, melebihi beras sebagai sumber
karbohidrat utama [1], [2]. [3]. Singkong biasanya dimanfaatkan sebagai bahan pangan yang
dapat langsung dikonsumsi atau dengan cara modifikasi seperti tapai singkong, keripik
singkong dan mocaf (modified cassava flour) [4]. Salah satu potensi yang dapat diolah dari
singkong adalah sebagai bahan baku produksi high fructose syrup (HFS) dengan
memanfaatkan komposisi patinya 40-55% [5].

Sirup fruktosa merupakan gula cair yang sering dikenal sebagai high fructose syrup
(HFS) [6], [7]. Sirup fruktosa tinggi (HFS) merupakan salah satu pemanis yang paling populer
di industri makanan dan minuman karena memiliki keunggulan yaitu memiliki tingkat
kemanisan 1.8 kali lebih tinggi dari gula pasir, relatif stabil dengan pH rendah, tidak mudah
mengkristal karena dalam fase cair (liquid), memiliki lebih sedikit kotoran dan proses produksi
lebih sederhana dibanding gula pasir [8], [9].

Enzim yang terlibat dalam konversi pati menjadi HFS yaitu a-amilase yang bertujuan
untuk memecah pati menjadi maltosa dan glukosa, glukoamilase berperan untuk memutus
ikatan glikosida -1,4 dari ujung rantai non-pereduksi polimer pati, dan glukoisomerase
bertindak dalam proses konversi glukosa menjadi fruktosa sebesar 42% [10]. Selain itu, pH
dan temperatur sangat mempengaruhi produksi HFS, dimana pada likuifikasi oleh a-amilase
berlangsung pada rentang pH 5.5-6 dan temperatur 70 °C, sakarifikasi oleh glukoamilase pada
pH 5.5-6 dan temperatur 60 °C dan isomerisasi pada pH 8 dan temperatur 60 °C [11], [12].
Suasana pH asam pada hidrolisis enzimatis berfungsi untuk memutus ikatan glikosida yang
terdapat pada pati [13].

Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan sirup fruktosa tinggi (HFS) dari tepung
singkong menggunakan metode hidrolisis enzimatis dan mengetahui variasi pH pada tahapan
meliputi tahapan likuifikasi menggunakan a-amilase, sakarifikasi menggunakan glukoamilase,
dan isomerasi menggunakan glukoisomerase terhadap konsentrasi gula yang dihasilkan.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan
Bahan baku utama dalam penelitian ini adalah singkong yang diperoleh dari pasar Way
Halim, Bandar Lampung. Enzim o-amilase dan glukoamilase diperoleh dari Sqzyme,
glukoisomerase diperoleh dari Novozyme, larutan DNS (Dinitrosalicylic Acid) dan semua
bahan kimia menggunakan tipe analitis yang diperoleh dari Merck.

Metodologi

Penelitian pembuatan HFS ini dilakukan menggunakan metode hidrolisis enzimatis
yang meliputi tahapan likuifikasi menggunakan o-amilase, sakarifikasi menggunakan
glukoamilase, dan isomerasi menggunakan glukoisomerase. Singkong dibersihkan dari
kulitnya kemudian digiling dan dioven pada temperatur 95 °C selama 1 jam. Setelah itu, diayak
untuk mendapatkan partikel berukuran 200 mesh dan tepung singkong disimpan dalam
desikator selama 1.5 jam sebelum digunakan penelitian.

Selanjutnya, pada tahapan likuifikasi dilakukan dalam waterbath dengan membuat
suspensi substrat dari tepung singkong dengan konsentrasi 15% (w/v). Substrat kemudian
dipanaskan hingga mengental dengan temperatur 70 °C yang kemudian disebut sebagai proses
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gelatinisasi. Kemudian ditambahkan 0.3 % (v/v) enzim a-amilase untuk memulai proses
likuifikasi. Proses likuifikasi berjalan selama 60 menit dengan variasi pH yaitu 5,7, dan 9. Hasil
likuifikasi diambil konsentrasi gula reduksi pada pH optimum untuk dilanjutkan ke tahap
sakarifikasi. Pada tahapan likuifikasi ini substrat akan menjadi encer dan produk akhir akan
berwarna coklat gelap.

Kemudian, tahapan sakarifikasi, substrat dari likuifikasi didinginkan sampai temperatur
50 °C. Kemudian ditambahkan enzim glukoamilase dengan perbandingan yang sama terhadap
enzim a-amilase (1:1), kemudian pH disesuaikan dengan variabel pH yaitu 4 dan 6, dan
diinkubasi dalam incubator shaker. Proses sakarifikasi dilakukan pada rentang temperatur 60-
80°C selama 36 jam. Hasil tahapan sakarifikasi dianalisis menggunakan metode DNS. Hasil
terbaik akan digunakan ke tahap selanjutnya yaitu isomerisasi. Substrat hasil sakarifikasi
ditambahkan enzim glukoisomerase 250 mg dan diinkubasi dalam incubator shaker pada
temperatur 60 °C selama 48 jam. Kandungan fruktosa dianalisa dengan menggunakan
spektrofotometer, yang kemudian disebut high fructose syrup.

Analisis Data
Penentuan konsentrasi gula reduksi menggunakan reagen larutan asam 3,5-
dinitrosalisilat (DNS) dan absorbansi sampel dianalisis dengan spektrofotometer UV pada
panjang gelombang 540nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan HFS dari tepung singkong menggunakan hidrolisis enzimatis yang terdiri
tiga tahapan utama vyaitu likuifikasi, sakarifikasi, dan pembentukan sirup fruktosa melalui
proses isomerisasi. Gelatinasi merupakan tahapan yang penting dalam proses hidrolisis
enzimatis yang bertujuan untuk menaikkan amorf amilopektin sebagai tempat masuknya enzim
[14]. Proses selanjutnya yaitu likuifikasi menggunakan enzim a-amylase untuk menghidrolisis
ikatan a-(1,4) dari pati untuk menghasilkan dekstrin, maltosa, maltotriosa, dan maltopentosa.
Penelitian ini mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh Winarti et al. dimana likuifikasi
dan gelatinasi dilakukan secara bersamaan pada temperatur 70 °C [8]. Penggunaan temperatur
gelatinasi diatas 70 °C mengakibatkan struktur pati menjadi tidak teratur akibat pemanasan [6].

Penelitian ini menggunakan tepung singkong dengan konsentrasi 15% (w/v), dimana
konsentrasi mempengaruhi nilai dextrose equivalent (DE), slurry dengan konsentrasi antara
10-30 % menghasilkan nilai DE tinggi. Sedangkan untuk konsentrasi starch diatas 55% b/v
starch sulit untuk diaduk selama proses gelatinasi sehingga menyebabkan nilai DE rendah
selama proses hidrolisis [14].

Gambar 1 menunjukkan bahwa pada temperatur 60 °C konsentrasi gula reduksi
meningkat seiring berjalannya waktu likuifikasi, hal ini menandakan bahwa enzim a-amilase
memiliki aktivitas enzim yang tinggi. Temperatur juga mempengaruh keaktifan enzim, pada
suhu tertentu enzim akan mengalami denaturasi, hal ini menandakan bahwa perubahan dalam
enzim pada temperatur yang tidak optimal akan merusak sisi aktif enzim [6].

Tahapan likuifikasi juga dipengaruhi oleh nilai pH dalam menghasilkan gula reduksi.
Gambar 1 terjadi peningkatan konsentrasi gula reduksi pada pH 5 dan 7 yaitu sebesar 142 g/L
dan 124 g/L hingga waktu 150 menit. Namun, pada pH 9 mengalami penurunan konsentrasi
gula reduksi, hal ini disebabkan oleh kinerja enzim pada pH basa tidak stabil, dimana efektifitas
enzim a-amilase terjadi pada rentang asam yaitu 5-6 [15]. Hal ini juga didukung oleh penelitian
oleh Johnson et al. yang menyebutkan bahwa proses likuifikasi berjalan dengan baik pada
rentang pH 5.5-6 [9].
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Gambar 1. Pengaruh pH terhadap konsentrasi gula reduksi pada tahap likuifikasi

Tahapan sakarifikasi yang merupakan tahapan lanjutan dari likuifikasi dilakukan pada
temperatur 60 °C menggunakan enzim glukoamilase dengan tujuan menghidrolisis pati
menjadi oligosakarida, maltotriosa menjadi maltose, dan maltose menjadi glukosa [16].
Gambar 2 konsentrasi gula reduksi meningkat secara perlahan dan menjadi konstan pada waktu
24 hingga 36 jam. Hal ini menandakan bahwa gula reduksi hampir mencapai maksimum pada
akhir proses sakarifikasi. Tahapan sakarifikasi dilakukan pada pH 4 dan 6 dengan lama
sakarifikasi 36 jam. Konsentrasi gula reduksi yang menurun terjadi pada pH 4 disebabkan oleh
ketidakstabilan kerja enzim glukoamilase selama proses sakarifikasi. Enzim glukoamilase
lebih efisien dan stabil pada kondisi pH mendekati netral yaitu 6-6.5. Sehingga dapat
disimpulkan aktivitas enzim glukoamilase tidak dapat berfungsi pada pH asam dan konsentrasi
gula reduksi semakin menurun seiring berjalannya waktu [15].
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Gambar 2. Pengaruh lama proses sakarifikasi dan pH terhadap konsentrasi gula
reduksi
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Gambar 3. Pengaruh variasi pH terhadap konsentrasi fruktosa pada tahap isomerasi

Setelah tahapan sakarifikasi, tahapan terakhir yaitu isomerisasi berupa pembentukan
fruktosa yang berasal dari glukosa menggunakan enzim glukuisomerase. Pada penelitian ini,
tahapan isomerisasi dilakukan pada variasi pH 6 dan 8 dengan jumlah enzim 250 mg. Pada
gambar 3, konsentrasi fruktosa pada pH 6 dan 8 cenderung mengalami kenaikan dari waktu
reaksi 0 hingga 48 jam. Konsentrasi fruktosa tertinggi didapatkan pada pH 8 yaitu 17.7 g/L.
Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Johnson et al. dimana pH optimal untuk
proses isomerasi glukosa menjadi fruktosa yaitu 7.5-8 [9]. Waktu reaksi optimal didapat pada
48 jam, akan tetapi pada waktu reaksi 24 jam sampa 48 jam kadar fruktosa sudah mulai konstan.
Hal ini disebabkan enzim glukoisomerase lebih lama bereaksi dengan substrat sehingga enzim
dapat menghidrolisa lebih banyak substrat dan menghasilkan produk yang lebih banyak [5].

KESIMPULAN

Pembuatan HFS dari tepung singkong menggunakan hidrolisis enzimatis yang terdiri
tiga tahapan utama vyaitu likuifikasi, sakarifikasi, dan pembentukan sirup fruktosa melalui
proses isomerisasi. Nilai pH dan temperatur sangat mempengaruhi produksi gula reduksi yang
dihasilkan tiap tahapannya Konsentrasi gula reduksi tertinggi pada tahap likuifikasi didapatkan
pada pH 5 sebesar 142 g/L pada kondisi temperatur 60 °C. Kemudian pada tahap sakarifkasi
didapat konsentrasi gula reduksi tertinggi yaitu 156 g/L pada pH 6 dan temperatur 60 °C selama
36 jam. Konsentrasi fruktosa tertinggi pada tahap isomerase yaitu 17.7 g/L terjadi pada pH 8
dengan lama waktu reaksi 48 jam.
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