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Abstrak 

 
Singkong manis (Manihot esculanta) merupakan ubi-ubian dengan kandungan pati yang tinggi sehingga 

dapat diolah untuk menghasilkan gula reduksi melalui proses hidrolisis. Salah satu jenis proses hidrolisis 

adalah hidrolisis enzimatis. Penambahan ion logam pada hidrolisis enzimatis dapat meningkatkan 

aktivitas enzim sehingga berpengaruh pada peningkatan konsentrasi gula reduksi. Tujuan penelitian ini 

adalah menganalisis penambahan ion Na dan ion Ca terhadap konsentrasi gula reduksi sekaligus 

mempelajari kinetika hidrolisis. Percobaan dilakukan pada berbagai konsentrasi substrat pati (100, 200, 

dan 300 g/L), konsentrasi enzim (1 dan 1,5% (b/b)), penambahan ion Na dan Ca masing-masing 60 ppm. 

Metode hidrolisis yang digunakan pada suhu rendah yaitu 30°C dengan enzim StargenTM 002 pada pH 4, 

selama 24 jam. Hasil penelitian menunjukkan konsentrasi pati 100-200 g/L mampu meningkatkan 

produksi gula reduksi secara signifikan pada konsentrasi enzim 1,5% (b/b). Penambahan ion Ca 

meningkatkan konsentrasi gula reduksi 64% sedangkan penambahan ion Na meningkatkan konsentrasi 

gula reduksi 18,9%. Konsentrasi gula reduksi terbaik (68,79 g/L) diperoleh pada kondisi konsentrasi pati 

200 g/L dan konsentrasi enzim 1,5% (b/b) dengan penambahan ion Ca. Studi kinetika menunjukkan 

fenomena hidrolisis ini mengikuti persamaan Michaelis-Menten dengan nilai Km 99,183 g/L dan nilai 

Vmaks berturut-turut 6,053; 8,881; 15,106 g/L.jam sehingga penambahan ion Na dan Ca mampu 

meningkatkan aktivitas enzim.

 

Kata kunci: singkong; hidrolisis enzimatis; penambahan ion Na; penambahan ion Ca; studi kinetika 

 

Abstract 

 
[Title: The Analysis of Na and Ca Ions Addition on Cassava Hydrolysis on Reducing Sugar 

Concentration to Increase Enzyme Activity: Hydrolysis Kinetics Study] Sweet cassava is tuber that 

contains large amount of starch so that it can produce reducing sugars. The addition of metal ions can 

increase enzyme activity. The purpose was to study the addition of Na and Ca ions on reducing sugars 

concentration and to study the hydrolysis kinetics. Experiments were carried out at various concentrations 

of substrates (100, 200, and 300 g/L), enzyme concentrations (1 and 1.5% (w/w)), addition of Na and Ca 

ions of 60 ppm. The hydrolysis method was conducted at temperature of 30°C with the enzyme Stargen
TM

 

002 at pH 4, for 24 hours. The results showed that starch concentrations of 100-200 g/L were able to 

significantly increase the reducing sugars at enzyme concentration of 1.5% (w/w). The addition of Ca ions 

increased the concentration of reducing sugar by 64% while the addition of Na ions increased it by 

18.9%. The best reducing sugar concentration (68.79 g/L) was obtained at starch concentration of 200 

g/L and enzyme concentration of 1.5% (w/w) with the of Ca ions. Kinetic studies show that phenomenon 

follows Michaelis-Menten equation with Vmax valued of 6.053; 8,881; 15.106 g/L.hour, respectively. So 

that, addition of Na and Ca ion can increase the enzyme activity.  

 

Keywords: cassava; enzymatic hydrolysis; addition 

of Na ions; addition of Ca ions; kinetic studies 
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1. Pendahuluan  

Hidrolisis pati dapat dilakukan menggunakan 

metode hidrolisis asam ataupun hidrolisis enzimatis. 

Hidrolisis enzimatis menunjukkan bahwa produk lebih 

spesifik dan tidak memerlukan proses lanjutan seperti 

netralisasi (Bednarska, 2015). Saat ini industri pati 

menggunakan hidrolisis enzimatis secara konvensional yaitu 

menggunakan α-amilase dan glukoamilase untuk 

memperoleh hasil glukosa 95% lebih banyak daripada 

hidrolisis asam (Hua & Yang, 2016). Hidrolisis secara 

konvensional memerlukan suhu yang lebih tinggi pada 

proses likuifikasi (90-125°C) dan pada proses sakarifikasi 

(55-65°C) (Hargono dkk., 2015).Hal ini mengakibatkan 

industri harus menambah biaya untuk energi pada proses 

hidrolisis. 

Hidrolisis enzimatis pada suhu rendah dinilai 

mampu menekan biaya energi pada proses hidrolisis. 

Proses ini dilakukan menggunakan granular starch 

hidrolyzing enzyme (GSHE) yang tidak memerlukan proses 

pemanasan (Bialas dkk., 2010). Beberapa peneliti telah 

melakukan hidrolisis pati menggunakan granular starch 

hidrolyzing enzyme (GSHE) (Szymanowska dkk., 2014). 

Metode ini menawarkan beberapa keuntungan bila 

dibandingkan dengan metode konvensional. Pertama 

GSHE dapat mengkatalisis dan menghidrolisis polimer pati 

pada suhu sub-gelatinasi dan tidak membutuhkan aktivator 

apapun seperti yang biasanya digunakan pada hidrolisis 

enzim konvensional (Szymanowska dkk., 2014). GSHE 

menyederhanakan proses produksi gula reduksi dan 

menghemat konsumsi energi hingga 10-20% (Robertson 

dkk., 2016). Kedua, metode ini dapat mencegah 

peningkatan viskositas slurry karena proses terjadi pada 

suhu sub-gelatinasi sehingga kontak antar molekul pati dan 

air dapat terjadi dengan lebih baik (Robertson dkk., 2016; 

Uthumporn dkk., 2010; Foerster, 2010; Szymanowska dkk., 

2014). Pada proses hidrolisis enzimatis perlu adanya proses 

pre-treatment untuk memaksimalkan aktivitas enzim, 

aktivitas inhibitor, maupun kinetika hidrolisis.  

Metode pre-treatment pada hidrolisis enzimatis 

telah dikembangkan oleh beberapa peneliti terdahulu. 

Anggraini dkk. (2020) melakukan penelitian parameter 

kinetika hidrolisis dengan penambahan ion Mg
2+

 pada 

aktivitas enzim pektinase. Pada konsentrasi enzim 2 - 4 

mm, penambahan ion Mg
2+

 bertindak sebagai aktivator. 

Wang dkk. (2018) melakukan penelitian penambahan ion 

logam Na, Fe
2+

, Fe
3+

, Mg
2+

, dan Co
2+

 pada hidrolisis jerami 

gandum. Penambahan ion Fe
3+

 memberikan hasil produk 

terbaik dalam hidrolisis tersebut. MgSO4, FeSO4, dan 

bahan ion lain dapat meningkatkan konsentrasi gula reduksi 

pada hidrolisis enzimatis jerami padi (Ren dkk., 2012). Fe
2+

 

dan Cu
2+

 mampu mendegradasi jerami padi, sedangkan 

Mg
2+ 

dan Fe
3+

 menginhibisi hidrolisis enzimatis pada 

substrat yang sama (Li dkk., 2015). Presecki dkk. (2013) 

melakukan hidrolisis pati menggunakan campuran eznim 

amilase dan glukoamilase dengan penambahan ion Ca. 

Konversi gula reduksi yang diperoleh sebesar 100%. 

Penambahan ion Ca secara signifikan meningkatkan 

produksi gula reduksi dan menjaga stabilitas dari enzim. 

Gula reduksi dapat diperoleh dari tanaman yang 

mengandung pati.

Singkong merupakan salah satu jenis tanaman yang 

berpotensi di daerah tropis (Ikeh dkk., 2012). Secara global, 

tanaman singkong menempati urutan keenam dan menjadi 

makanan pokok selama lebih dari 800 juta orang di dunia, 

terutama di negara tropis (Ladeira dkk., 2013) sedangkan di 

Indonesia, singkong menempati urutan ketiga makanan 

pokok terpenting setelah beras dan jagung (Ristono & 

Amarullah, 2011). Salah satu jenis singkong yang 

berpotensi di Indonesia adalah singkong manis (Manihot 

esculanta). Singkong manis memiliki kandungan pati yang 

cukup tinggi yaitu sebesar 78,7 % (b/b) (Hargono dkk., 

2017a). Pati singkong manis dapat diolah menjadi gula 

reduksi melalui proses hidrolisis.

Hargono dkk. (2017b) melakukan penelitian 

hidrolisis pati menggunakan Enzim Stargen
TM

 002 pada 

pati singkong manis, pati singkong pahit, dan pati gadung. 

Berdasarkan penelitian tersebut, konsentrasi gula reduksi 

tertinggi dan aktivitas enzim terbaik diperoleh dari pati 

singkong manis. Pada penelitian ini akan mengkaji lebih 

lanjut mengenai penambahan ion Na dan ion Ca untuk 

mampu meningkatkan aktivitas enzim sehingga produksi 

gula reduksi meningkat.

Penelitian ini bertujuan mempelajari pengaruh 

konsentrasi substrat pati singkong manis, konsentrasi enzim 

Stargen
TM

 002, dan penambahan ion Na dan Ca terhadap 

konsentrasi gula reduksi serta dipelajari pula kinetika 

hidrolisis enzimatis pati singkong tanpa penambahan dan 

dengan penambahan ion Na dan Ca.

 

2. Bahan dan Metode 

2.1 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

singkong manis (Manihot esculanta) berumur 10 bulan, 

yang berasal Desa Pung Wetan, kecamatan Jatipuro, 

Kabupaten Karanganyar, Surakarta. Adapun reagen kimia 

yang digunakan adalah: (1) potasium sodium tartrat 

tetrahidrat, (2) DNS (3.5-dinitrosalicylic acid), (3) sodium 

hidroksida (Merck, 98%), (4) sodium sulfit (Merck, 98.5%), 

(5) asam sulfat (Merck, 98.5%), (6) larutan buffer 0,01 M 

sodium fosfat asam sitrat, (7) glukosa (Merck, 99,5%). 

Semua reagen dibeli dari Sigma-Aldrich Indonesia. Enzim 

yang digunakan adalah koktail Stargen
TM

 002. Enzim ini 

merupakan  enzim campuran dari α-amilase yang berasal 

dari Aspergillus kawachi dalam Trichoderma reseei dan 

glukoamilase dalam Trichoderma reseei, dikenal dengan 

sebutan granular starch hydrolyzing enzyme (GSHE). 

GSHE merupakan enzim generasi kedua yang diproduksi 

oleh Genencor Internasional, BV (Genencor Internasional di 

Palo Alto, CA, USA). Aktivitas endo α-amilase dan ekso 

gluko-amilase secara lengkap menghidrolisis granula pati 
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Gambar 1.Penentuan kecepatan reaksi awal, Vo dengan 

menggambar garis lurus dan bersinggungan pada kurva 

hidrolisis (Lehninger, 1982). 

 

dan bekerja secara sinergi untuk menghidrolisis substrat pati 

menjadi glukosa. 

2.2 Metode 

2.2.1 Pembuatan Pati Singkong 

Pembuatan pati singkong dilakukan secara 

konvensional, diawali dengan pengupasan kulit pada ubi 

singkong, dilanjutkan pencucian dan pemarutan. Hasil 

parutan ditambah air, selanjutnya dilakukan pemerasan 

agar pati bisa terekstrak dan terpisah dari ampasnya. 

Campuran air dan pati dipisahkan menggunakan 

centrifuge Hettich EBA200 agar diperoleh pati dengan 

kandungan air yang rendah, selanjutnya pati tersebut 

dikeringkan dengan sinar matahari selama 3 hari 

berturut-turut sampai kandungan air minimal (Hargono 

dkk., 2017a). 

2.2.2 Pengaruh Konsentrasi Pati Singkong terhadap 

Konsentrasi Gula Reduksi 

Pati singkong yang telah dibuat kemudian 

digunakan sebagai substrat pada hidrolisis dengan 

konsentrasi 100, 200 dan 300 g/L. Penambahan Na
+
 

(NaCl) dan Ca
2+

 (CaCl2) pada masing-masing 

konsentrasi slurry pati kemudian dilakukan inkubasi 

dalam shaker pada kecepatan 100 rpm, selama 10 menit 

pada pH 4. Untuk menjaga pH, slurry dikontrol 

menggunakan larutan buffer 0,01 M sodium phosphate 

asam sitrat. Selanjutnya untuk proses hidrolisis, slurry 

pati singkong manis dipindahkan ke dalam jar tes, 

ditambahkan Stargen
TM

 002 sesuai variabel 1 dan 1,5% 

(b/b) pada suhu 30°C, pH 4,  selama 24 jam. Setiap 

periode waktu 3, 6, 9, 12, 15 dan 18 jam, sampel 

diambil, dilakukan sentrifugasi selama 4 menit pada 

putaran 100 Hz. Sampel hasil centrifugasi yang telah 

terpisah filtratnya disaring menggunakan kertas saring  

Whatman CAT 40 No.1440-125 mm, agar diperoleh 

filtrat yang telah bebas dari padatan. Filtrat kemudian 

dianalisis untuk menentukan konsentrasi gula reduksi. 

2.2.3 Metode Analisis Gula Reduksi  
Filtrat hasil hidrolisis kemudian dianalisis 

konsentrasi gula reduksinya menggunakan metode 

dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959). Reagen 

terdiri dari larutan 1% 3,5-dinitrosalicylic acid, 0,05% 

sodium sulfit, 20% sodium-potasium tartrat dan 1% 

sodium hidroksid ditambahkan pada rasio 3:1 ke dalam 

sampel dalam tabung reaksi. Larutan ini dikocok dan 

diinkubasi menggunakan air mendidih selama 8 menit. 

Sampel kemudian didinginkan menggunakan air es 

selama 5 menit, sebelumnya mengukur absorbansi pada 

570 nm pada spektrophotometer UV/visible (UV-160A, 

SHIMADZU, Kyoto, Japan). Glukosa murni 0 sampai 

10 g/L digunakan sebagai larutan standar. Oleh sebab itu 

pengukuran konsentrasi gula reduksi ditulis dalam 

satuan g/L. 

2.2.4 Penentuan Kecepatan Awal Reaksi, Vo 

Kecepatan awal, Vo dari hidrolisis pati singkong 

manis ditentukan dari slope/kemiringan kurva hubungan 

antara konsentrasi gula reduksi dengan waktu hidrolisis 

pada awal reaksi. Cara menentukan kecepatan awal, Vo, 

seperti ditunjukkan dalam Gambar 1. 

2.2.5 Penentuan Parameter Kinetika 

Karakteristik konstanta Vmaks dan Km  dapat 

ditentukan berdasarkan data eksperimen dengan 

menginkubasi enzim pada berbagai konsentrasi substrat 

awal [So].  Selanjutnya data-data yang diperoleh dibuat 

grafik hubungan antara Vo dengan [So]. Linierisasi 

kurva (garis lurus) dilakukan dengan membuat grafik 

hubungan antara 1/Vo vs 1/[So]. Nilai slope merupakan 

Km/Vmaks, intersep sumbu y adalah 1/Vmaks dan titik 

potong kurvadengan sumbu x negatif adalah –1/Km 

(Fange dkk., 2011). Persamaan Michaelis-Menten, 

seperti yang ditunjukkan pada Persamaan 1, adalah 

persamaan kecepatan bagi suatu reaksi enzimatik satu 

substrat. Persamaan ini adalah suatu pernyataan 

mengenai hubungan kuantitatif di antara kecepatan 

reaksi awal Vo, kecepatan maksimum Vmaks, dan 

konsentrasi substrat, semua dihubungkan melalui 

tetapan Michaelis-Menten, Km. 

 

 
  m

maks

0
K S

SV
V


=      (1) 

 

Vo adalah kecepatan reaksi awal, (g/Ljam), Vmaks adalah 

kecepatan maksimum, (g/Ljam), [S0] adalah konsentrasi 

substrat, g/L, Kmadalah tetapan Michaelis Menten. 

Selanjutnya Persamaan 1 dibuat invers oleh Lineweaver 

Burk menjadi Persamaan 2. 
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2.2.6 Penentuan Prosentase Kenaikan Konsentrasi 

Gula Reduksi 
Penambahan ion Na dan Ca diharapkan akan 

menghasilkan kenaikan konsentrasi gula reduksi 

terhadap hasil hidrolisis tanpa penambahan ion Na dan 
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(a)  (b) 

 
(c ) 

Gambar 2. Pengaruh penambahan ion Na dan ion Ca pada konsentrasi pati: a) 100 g/L, b) 200 g/L,c) 300 g/L 

terhadap konsentrasi gula reduksi pada hidrolisis menggunakan Stargen
TM

002, konsentrasi 1% (b/b), suhu 30°C 

Ca. Prosentase kenaikan dihitung menggunakan 

Persamaan 3. 

 

100%
C

CC
%Kenaikan

0

0 
i=    (3) 

 

Ci dan C0 secara berturut-turut adalah konsentrasi gula 

reduksi dengan penambahan ion Na maupun ion Ca dan 

konsentrasi gula reduksi tanpa penambahan ion Na 

maupun ion Ca. 

 

3. Hasil dan Pembahasan 

3.1 Pengaruh Penambahan Ion Na dan Ca pada 

Berbagai Konsentrasi Pati dan Konsentrasi Enzim 

terhadap Konsentrasi Gula Reduksi 

Hidrolisis enzimatis singkong manis (Manihot 

esculanta) dilakukan menggunakan berbagai konsentrasi 

pati singkong yaitu 100, 200, dan 300 g/L dan berbagai 

konsentrasi enzim yaitu 1 dan 1,5% (b/b). Pada masing-

masing konsentrasi pati dan konsentrasi enzim 

dilakukan tanpa pre-treatment dan dengan pre-

treatmentpenambahan ion Na dan Ca. Pengaruh 

konsentrasi pati dan penambahan ion Na dan Ca pada 

konsentrasi enzim 1% (b/b) ditunjukan pada Gambar 2. 

Gambar 2 (a,b dan c)  menunjukkan fenomena 

yang sama dari masing-masing variabel. Konsentrasi 

gula reduksi meningkat dengan bertambahnya waktu 

hidrolisis hingga 12 jam kemudian cenderung konstan. 

Hal ini disebabkan salah satunya karena telah tercapai 

titik saturasi sehingga enzim sudah tidak mampu lagi 

mengkonversi pati menjadi gula reduksi (Daniel & 

Danson, 2013). 

Konsentrasi gula reduksi tertinggi yang diperoleh 

pada konsentrasi pati 100 g/L untuk tanpa penambahan 

logam, dengan penambahan ion Na
+
, dan penambahan 

ion Ca
2+

 secara berturut-turut 18,84; 21,87; 25,92 g/L. 

Konsentrasi gula reduksi tertinggi yang diperoleh pada 

konsentrasi pati 200 g/L untuk tanpa penambahan 

logam, dengan penambahan ion Na
+
, dan penambahan 

ion Ca
2+

 secara berturut-turut 24,85; 28,30; 32,82 g/L. 

Berdasarkan data tersebut, kenaikan konsentrasi gula 
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Tabel 1. Pengaruh penambahan ion Na dan ion Ca pada konsentrasi pati 100 g/L, 200 g/L, dan 300 g/L terhadap 

konsentrasi gula reduksi menggunakan Stargen
TM

 002, konsentrasi 1,5% (b/b), suhu 30°C. 

Waktu 

(jam) 

Konsentrasi Gula Reduksi (g/L) 

Konsentrasi Pati 100 g/L Konsentrasi Pati 200 g/L Konsentrasi Pati 300 g/L 

Tanpa +Na +Ca Tanpa +Na +Ca Tanpa +Na +Ca 

3 16,34 20,54 30,52 19,45 28,45 39,90 18,12 30,12 36,12 

6 24,16 29,08 35,88 34,22 38,24 48,92 35,65 39,24 42,45 

9 28,24 34,64 48,65 40,12 42,56 59,07 41,34 43,56 52,84 

12 30,12 40,23 52,44 41,33 49,78 68,32 42,65 50,34 55,60 

15 30,34 40,45 52,56 41,89 49,82 68,76 42,70 50,36 55,70 

18 30,56 40,54 52,58 41,94 49,86 68,79 42,72 50,40 55,78 

 
Tabel 2. Prosen kenaikan konsentrasi gula reduksi terhadap penambahan ion Na dan ion Ca pada berbagai konsentrasi 

pati terhadap konsentrasi gula reduksi pada hidrolisis menggunakan Stargen
TM

 002, konsentrasi 1,5% (b/b), suhu 30°C. 

Waktu 

(jam) 

Kenaikan konsentrasi gula reduksi (%) 

Konsentrasi Pati 100 g/L Konsentrasi Pati 200 g/L Konsentrasi Pati 300 g/L 

+Na +Ca +Na +Ca +Na +Ca 

3 25,7 86,8 46,3 105,1 66,2 99,3 

6 20,4 48,5 11,7 43,0 10,1 19,1 

9 22,7 72,3 6,1 47,2 5,4 27,8 

12 33,6 74,1 20,4 65,3 18,0 30,4 

15 33,3 73,2 18,9 64,1 17,9 30,4 

18 32,7 72,1 18,9 64,0 18,0 30,6 

 

reduksi dari konsentrasi pati 100 g/L ke 200 g/L cukup 

signifikan. Hal ini disebabkan semakin banyak 

konsentrasi pati maka semakin banyak substrat yang 

dikonversi menjadi gula reduksi. Hal ini menandakan 

bahwa situs aktif enzim masih mampu mengkonversi 

jumlah substrat yang lebih banyak (Mezule dkk., 2019). 

Konsentrasi gula reduksi tertinggi diperoleh pada 

konsentrasi pati 300 g/L untuk tanpa penambahan 

logam, dengan penambahan ion Na
+
, dan penambahan 

ion Ca
2+

 secara berturut-turut 25,92; 28,82; 33,20 g/L. 

Berdasarkan data tersebut, kenaikan konsentrasi gula 

reduksi dari konsentrasi 200 g/L ke 300 g/L tidak 

menunjukkan perbedaan signifikan. Hal ini disebabkan 

oleh peningkatan viskositas yang menghambat proses 

difusi. Selain itu, terdapat kemungkinan terjadi inhibisi 

akibat konsentrasi substrat yang tinggi (Ruiz dkk., 

2011). 

Mezule dkk. (2019) melakukan hidrolisis dengan 

konsentrasi substrat 1-10% (b/v). Peningkatan pada 

konsentrasi substrat hingga 5% (b/v) dapat 

meningkatkan produk gula reduksi. Pada konsentrasi 

substrat diatas 5% (b/v) tidak mampu meningkatkan 

konsentrasi gula reduksi atau cenderung konstan. Hal ini 

serupa dengan penelitian yang dilakukan. 

Penelitian yang sama juga dilakukan dengan 

menggunakan konsentrasi pati 100-300 g/L untuk tanpa 

penambahan logam dan dengan penambahan ion Na
+
 

dan Ca
2+

 menggunakan konsentrasi enzim Stargen
TM

 

002 sebesar 1,5% (b/b) seperti disajikan pada Tabel 1. 

Berdasarkan fenomena yang disajikan pada Tabel 

1, pengaruh gula reduksi terhadap waktu hidrolisis dan 

konsentrasi pati memiliki kecenderungan yang sama 

pada penelitian menggunakan konsentrasi enzim sebesar 

1% (b/b). Namun demikian, konsentrasi enzim sebesar 

1,5% (b/b) menghasilkan peningkatan konsentrasi gula 

reduksi yang signifikan untuk masing-masing variabel 

dibandingkan dengan konsentrasi enzim 1% (b/b). 

Krajang dkk. (2021) melakukan hidrolisis 

enzimatis pada pati singkong menggunakan enzim 

Stargen
TM

 002 dengan variasi konsentrasi 0,1 hingga 

0,4% (w/v). Hasil produk gula reduksi meningkat seiring 

bertambahnya konsentrasi enzim yang digunakan yaitu 

mencapai 78,70 g/L pada konsentrasi enzim 0,4%(w/v). 

Hal ini disebabkanoleh semakin banyaknya situs aktif 

yang bekerja (Krajang dkk., 2021). 

Konsentrasi gula reduksi setelah diberikan 

penambahan ion Na
+
 dan ion Ca

2+
 mengalami 

peningkatan dibandingkan tanpa pemberian ion logam. 

Prosentase kenaikan konsentrasi gula reduksi terhadap 

penambahan ion Na
+
 dan ion Ca

2+
 untuk masing-masing 

variabel disajikan pada Tabel 2. 

Penambahan ion logam menunjukkan kenaikan 
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Gambar 4. Hubungan 1/So terhadap 1/Vo pada 

penambahan ion Na dan ion Ca. 

 

 
Gambar 3. Hubungan konsentrasi substrat awal (So) 

terhadap kecepatan reaksi awal (Vo) pada 

penambahan ion Na dan ion Ca. 

 

konsentrasi gula reduksi yang cukup tinggi seperti 

ditunjukkan pada Tabel 2. Penambahan ion Ca
2+ 

menghasilkan kenaikan konsentrasi gula reduksi yang 

lebih tinggi dibandingkan penambahan ion Na
+
 untuk 

masing-masing variabel Na
+
 yang mampu meningkatkan 

konsentrasi gula reduksi dan mengaktivasi enzim 

dengan mengikat air dan residu protein yang sesuai 

(David dkk., 2016). Zohra dkk. (2016) telah melakukan 

penelitian hidrolisisenzimatis dengan penambahan ion 

logam monovalen, divalen, dan trivalen. Penambahan 

ion Ca
2+

 menghasilkan aktivitas enzim tertinggi diantara 

ion logam lain. Hal ini disebabkan secara umum amilase 

dikenal sebagai metaloenzim dan mengandung 

setidaknya satu ion Ca
2+

 sebagai komponen integral 

untuk meningkatkan aktivitas enzim. Selain itu, untuk 

menjagakestabilan dan memperpanjang waktu paruh 

enzim, Ca
2+

 adalah kation yang disukai. -amilase 

termostabil menggambarkan stabilitas termo yang lebih 

dengan adanya Ca
2+

(Zohra dkk., 2016).

Penelitian serupa juga dilakukan oleh Wang dkk. 

(2018). Ia melakukan hidrolisis jerami gandum dengan 

penambahan ion logam. Hasil yang diperoleh bahwa 

semakin tinggi muatan ion pada logam tersebut maka 

semakin tinggi pula aktivitas enzim yang dihasilkan. 

Namun tidak semua jenis logam dengan muatan yang 

lebih tinggi dapat bertindak sebagai aktivator (Wang 

dkk., 2018). Salah satu contohnya adalah ion logam 

Mg
2+

. Pada konsentrasi 6-10 mM, ion Mg
2+

 dapat 

menurunkan aktivitas enzim karena mampu mengikat 

sisi aktif enzim (Anggraini dkk., 2020).

Ezugwu dkk. (2016) melakukan studi aktivitas 

enzim glukoamilase menggunakan beberapa ion logam 

divalen yaitu Ca
2+

, Zn
2+

, dan Fe
2+

. Penggunaan ion 

logam ini mampu menahan substrat untuk melakukan 

interaksi dengan enzim menggunakan bantuan ion 

hidroksida nukleofilik yang dihasilkan oleh ion logam

tersebut. Peningkatan aktivitas enzim denganion Ca
2+

, 

Zn
2+

, dan Fe
2+

 dapat didasarkan pada kemampuan 

berinteraksi dengan asam amino bermuatan negatif, 

seperti asam aspartat dengan menstabilkan muatan 

negatif yang terbentuk di situs aktif (Carvalho dkk., 

2014). 

 

3.2 Parameter Kinetika Hidrolisis Pati Singkong 

terhadap Penambahan Ion Na dan Ca 
Salah satu faktor yang berpengaruh terhadap 

aktivitas enzim adalah konsentrasi substrat pati 

singkong. Pada penelitian ini digunakan variasi 

konsentrasi substrat sebesar 100, 150, 200, 250, 300, 

350, 400, dan 450 g/L. Kecepatan reaksi awal (Vo) 

ditentukan menggunakan tangen dari persamaan garis 

polynomial hubungan waktu terhadap produksi gula 

reduksi seperti ditunjukkan pada Gambar 1. Kecepatan 

reaksi awal (Vo) kemudian diplotkan pada grafik untuk 

mengetahui hubungan antara konsentrasi substrat (So) 

terhadap kecepatan reaksi awal (Vo) seperti disajikan 

pada Gambar 3. 

Penambahan konsentrasi substrat meningkatkan 

kecepatan reaksi awal kemudian pada konsentrasi 

substrat setelah 300 g/L menghasilkan kecepatan reaksi 

awal yang cenderung konstan. Hal ini sesuai dengan 

konsep Michaelis-Menten bahwa konsentrasi substrat 

awal berpengaruh terhadap kecepatan reaksi. Pada 

kenaikan konsentrasi substrat akan meningkatkan 

kecepatan reaksi sampai titik tertentu kemudian tidak 

akan meningkat meskipun ditambahkan substrat yang 

lebih banyak. Hal ini disebabkanenzim sudah mencapai 

titik jenuh terhadap substrat dan mencapai kecepatan 

reaksi maksimum (Vmaks) sehingga aktivitas enzim tidak 

dipengaruhi konsentrasi substrat (Vitolo, 2020). 

Parameter kinetika hidrolisis singkong dapat 

ditentukan menggunakan bantuan persamaan hasil 
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Tabel 3. Parameter kinetika hidrolisis pati singkong 

terhadap penambahan ion Na dan ion Ca. 

 
Persamaan Garis 

Vmaks 

(g/L.jam) 

Km 

(g/L) 

Tanpa Y = 16,26 X + 0,1652 6,053 98,426 

+ Na Y = 11,17 X + 0,1126 8,881 99,183 

+ Ca Y = 6,572 X + 0,0662 15,106 99,269 

 

linearisasi dari persemaan Michaelis-Menten yaitu 

menggunakan kurva Lineweaver-Burk seperti 

ditunjukkan pada Gambar 4. Hubungan antara 1/So vs 

1/Vo akan menghasilkan persamaan garis yang mana 

slope merupakan Km/Vmaks dan intercept adalah 1/Vmaks. 

Data kinetika disajikan pada Tabel 3 dan kurva 

hubungan 1/So vs 1/Vo disajikan pada Gambar 4. 

Hasil perhitungan dari kurva Lineweaver-Burk 

menunjukkan bahwa penambahan ion Na dan ion Ca 

meningkatkan nilai Vmaks. Penambahan ion Ca 

meningkatkan Vmaks dengan signifikan mencapai 15,106 

g/L.jam sedangkan penambahan ion Na meningkatkan 

nilai Vmaks hingga 8,881 g/L.jam. Berdasarkan fenomena 

tersebut keberadaan ion Ca dan ion Na bertindak sebagai 

aktivator karena mampu meningkatkan nilai Vmaks. Pada 

persamaan Michaelis-Menten, penambahan inhibitor 

dapat menurunkan nilai Vmaks dan meningkatkan nilai 

Km sedangkan penambahan aktivator dapat menurunkan 

nilai Km dan meningkatkan nilai Vmaks (Silverstein, 

2019). 

Berdasarkan Gambar 4, masing-masing kurva 

garis lurus berpotongan di satu titik pada sumbu x yang 

menunjukkan nilai -1/Km yang berhimpitan. Hal ini 

menunjukkan pada fenomena ini memiliki nilai Km yang 

sama. Fenomena tersebut sesuai dengan persamaan 

Michaelis-Menten yaitu termasuk dalam jenis non 

kompetitif. Anggraini dkk. (2020) melakukan studi 

kinetika menggunakan penambahan ion Mg
2+

 

memperoleh nilai Kmyang sama di satu titik. Hal ini 

menunjukkan penambahan ion logam mengikuti model 

Michaelis-Menten jenis non kompetitif. 

 

4. Kesimpulan 

Analisa penambahan ion Na dan Ca terhadap 

hidrolisis pati singkong pada berbagai variasi 

konsentrasi pati dan konsentrasi enzim telah dilakukan. 

Penambahan ion Ca menghasilkan peningkatan 

konsentrasi gula reduksi yang lebih besar dibandingkan 

penambahan ion Na. Prosen peningkatan konsentrasi 

gula reduksi tertinggi diperoleh pada kondisi konsentrasi 

pati 200 g/L dengan konsentrasi enzim 1,5% (b/b) pada 

penambahan ion Ca 60 ppm dengan hasil konsentrasi 

gula reduksi sebesar 68,79 g/L. Studi kinetika 

menunjukkan fenomena hidrolisis ini mengikuti 

persamaan Michaelis-Menten dengan nilai Km 99,183 

g/L dan nilai Vmaks berturut-turut 6,053; 8,881; 15,106 

g/L.jam sehingga penambahan ion Na dan Ca mampu 

meningkatkan aktivitas enzim.     
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