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ABSTRAK 
Sukrosa merupakan disakarida umum yang banyak digunakan dalam berbagai industri, termasuk industri molase. Sukrosa dapat dihidrolisis 
menjadi fruktosa dan glukosa dengan bantuan enzim invertase. Gula invert sangat dibutuhkan dalam industri karena memiliki tingkat kemanisan 
yang lebih tinggi dibandingkan sukrosa. Enzim invertase berperan penting dalam proses pemecahan sukrosa tersebut. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengevaluasi hubungan antara aktivitas enzim invertase dengan variasi konsentrasi substrat, pH, suhu, serta pengaruh penghambatan 
aktivitas enzim oleh CuSO₄. Tahapan penelitian dimulai dengan penyiapan larutan enzim invertase sebesar 0,04 g/L dan larutan sukrosa. 
Selanjutnya dilakukan pengujian terhadap pengaruh variasi konsentrasi substrat (0,0–3 mL), pengaruh pH (rentang pH 3 hingga pH 9), pengaruh 
suhu (18 °C, 30 °C, dan 95 °C), serta pengaruh penghambatan oleh CuSO₄ pada konsentrasi sukrosa 50 g/L dan 200 g/L terhadap aktivitas enzim 
invertase. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemecahan sukrosa oleh enzim invertase memiliki pH optimum pada kisaran 3–4,5. Suhu optimum 
aktivitas enzim berada pada 30 °C. Peningkatan konsentrasi substrat menghasilkan peningkatan aktivitas enzim, ditandai dengan meningkatnya 
kadar gula pereduksi. Enzim menunjukkan aktivitas yang lebih tinggi ketika jumlah substrat meningkat karena lebih banyak substrat yang dapat 
berikatan dengan sisi aktif enzim. Peningkatan konsentrasi CuSO₄ menunjukkan korelasi positif dengan peningkatan kadar gula s isa, yang 
mengindikasikan efek penghambatan terhadap aktivitas enzim. 
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I. Pendahuluan 

Sukrosa merupakan disakarida umum yang sering digunakan dalam industri seperti molase. Molase merupakan 
produk sampingan yang banyak digunakan sebagai sumber mineral dan vitamin yang baik dalam proses fermentasi.  
Sukrosa memerlukan keberadaan enzim invertase ekstraseluler yang dapat memecah sukrosa menjadi glukosa dan 
fruktosa [1]. Sukrosa merupakan karbohidrat pertama yang dapat disintesis oleh organisme dengan menggunakan enzim 
[2]. Sukrosa merupakan disakarida yang dibentuk dari seuha molekul α-Dglukosa dan molekul β-D-fruktosa yang 
dihubungkan dengan ikatan α-1, β-2 glikosidik [3].  

Ketika ikatan α-1, β-2 glikosidik terputus oleh reaksi hidrolisis akan terbentuk campuran glukosa dan fruktosa. 
Sukrosa dapat dihidrolis dengan bantuan enzim sukrase atau invertase [4]. Sukrosa juga dapat terhidrolisis relatif lebih 
mudah dalam kondisi lingkungan asam tanpa enzim invertase. Proses degradasi sukrosa menjadi gula invert sering terjadi 
karena waktu menunggu yang lama sebelum nira tebu diproses. Kerusakan ini terjadi akibat adanya mikroorganisme dan 
enzim-enzim dalam nira. Salah satu enzim yang terdapat pada nira dan dapat merusak sukrosa adalah invertase.   

 Invertase merupakan enzim pengkatalis yang dapat memecah sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa (gula invert). 
Gula invert sangat banyak digunakan dalam industri makanan karena fruktosa hasil hidrolisis memiliki tingkat kemanisan 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan sukrosa. Hal ini diperlukan dalam industri karena dapat meningkatkan masa simpan 
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produk dan jumlah pemakaian pemanis dapat dikurangi [5]. Enzim invertase dapat diisolasi dari produk yang mengandung 
Saccharomyces cerevisiae dan ditemukan di dalam sel.  

Degradasi sukrosa akibat proses inversi oleh invertase perlu dilakukan penghambatan pada proses produksi gula agar 
menghasilkan rendemen gula meningkat. Kemampuan enzim dalam mengkatalisis reaksi kimia dipengaruhi oleh kondisi 
lingkungan meliputi pH, suhu, waktu inkubasi dan konsentrasi substrat serta adanya penambahan inhibitor dari garam 
logam CuSO4. Enzim invertase yang dihasilkan oleh  Saccharomyces cerevisiae memiliki aktivitas paling tinggi pada pH 5.5 
dan suhu 40oC  pada waktu inkubasi 4-8 jam [6]. Nilai Michaelis-Menten dari berbagai enzim bervariasi, tapi kebanyakan 
enzim bernilai Km diantara 2 mM dan 5 mM. Nilai Km Michaelis-Menten untuk enzim bebas diperkirakan sebesar 10 
hingga 54.7 mM [4]. Perlakuan terhadap beberapa faktor tersebut perlu dilakukan untuk dapat mengetahui aktivitas 
invertase optimum dalam mendegradasi sukrosa sehingga menghasilkan gula pereduksi yang lebih tinggi.  Penelitian yang 
dilakukan untuk mengetahui hubungan antara aktivitas enzim terhadap pengaruh konsentrasi substrat, pH, suhu dan 
penghambatan aktivitas enzim menggunakan CuSO4.  

II. Metode Penelitian 

2.1. Alat dan Bahan  

Alat yang digunakan selama praktikum yaitu labu erlenmeyer, gelas piala, gelas ukur, pipet (0.1, 1, 5 ml), tabung 
reaksi, water bath, thermometer, timbangan, spektrophotometer. Bahan yang digunakan yaitu Enzime Invertase dari 
Baker's yeast, 32 units/mg, Larutan stok: 1 g/l (konsentrasi invertase yang akan digunakan pada penelitian ini 0.04 g/l), 
Sukrosa, larutan 50 g/l solution dan 200 g/l, Buffer potassium phosphate, Buffer asetat, DNS untuk analisis gula pereduksi, 
Larutan tembaga sulfat 0.1 M. 

2.2. Prosedur Kerja  

2.2.1 Larutan kerja 

Larutan enzim invertase 0.04 g/L disediakan dengan mengencerkan larutan stok dengan buffer 0.05 M pada pH 7. 
Lalu dipersiapkan berbagai konsentrasi larutan sukrosa dengan air.  

2.2.2. Hubungan antara aktivitas enzim dan konsentrasi enzim 

Sebanyak 3 mL larutan enzim invertase 0.04 g/L disediakan dengan berbagai variasi konsentrasi (Tabel 1). Pertama 
0.04 g/L invertase di sedotan ke dalam masing-masing tabung yang telah diberi tanda. Kemudian larutan buffer 
ditambahkan ke dalam tabung reaksi untuk mengencerkan larutan enzim awal menjadi tingkat konsentrasi yang 
bervariasi. Sebagai catatan bahwa tabung 1 digunakan sebagai blanko tanpa enzim, dan tabung 9 digunakan untuk 
mendeteksi pengaruh gula pereduksi sisa. Selain itu, tabung 10 digunakan untuk memverifikasi kemampuan DNS dalam 
memberhentikan hidrolisis. Dilakukan pra-inkubasi larutan pada suhu ruang selama 5 menit. Setelah itu catat waktu 
dimulai, dan tambahkan 3 mL larutan sukrosa 50 g/L ke dalam tiap-tiap tabung reaksi. Tambahkan 3 mL DNS ke dalam 
Tabung 10 sesegera mungkin setelah reaksi enzimatik dimulai. Larutan diinkubasi selama tepat 5 menit, setelah inkubasi 
selesai tambahkan DNS sebanyak 6 ml ke dalam masing-masing tabung (Tabel 1) untuk menghentikan reaksi. Lakukan 
pencampuran larutan di dalam tabung. Amati konsentrasi gula pereduksi dengan metode DNS. Panaskan tabung tersebut 
dalam water bath dengan suhu 95 oC selama 10 menit. Ukur absorbansi menggunakan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 540 nm. 
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Tabel 1. Pengaruh Konsentrasi Enzim 

Tabung reaksi 
Larutan invertase 

0.04 g/l [mL] 
Larutan buffer pH 

7 [mL] 
Larutan sukrosa 

50 g/l [mL] 

1 0.0   3.0   3.0   

2   0.1   2.9   3.0   

3   0.5   2.5   3.0   

4   1.0   2.0   3.0   

5   1.5   1.5   3.0   

6   2.0   1.0   3.0   

7   2.5   0.5   3.0   

8   3.0   0.0   3.0   

9  3.0   3.0   0.0   

10  3.0   0.0   3.0   

 

2.2.3 Pengaruh Konsentrasi Subsrat 

Larutan sukrosa disiapkan dengan variasi konsentrasi 0.0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0 mL ke dalam masing-masing 
tabung yang kemudian ditambahkan aquades hingga total semua larutan masing-masing menjadi 3 mL. Selanjutnya 
dimasukkan larutan intervase (0.04 g/L) sebanyak 3 mL. Kemudian diukur konsentrasi sukrosa akhir untuk mengetahui laju 
hidrolisis enzimatis dari enzim intervase tersebut dengan metode DNS. 

2.2.4 Pengaruh pH 

Larutan buffer 0.1 M disiapkan dari pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9. Buffer fosfat hanya efektif untuk pH 4.5-9. Buffer asetat 
digunakan untuk mencapai pH dibawahnya. Setelah itu larutan invertase (0.04 g/L) disiapkan dengan mengencerkan 
larutan enzim stok dalam variasi buffer pH. Lakukan pemipetan 3 mL larutan enzim pada masing-masing tabung. Kemudian 
diukur konsentrasi sukrosa akhir untuk mengetahui laju hidrolisis enzimatis dari enzim intervase tersebut dengan metode 
DNS. 

2.2.5 Pengaruh Suhu 

Siapkan water bath yang telah di atur suhu dari 18 oC, 30 oC dan  95oC. Lalu disiapkan juga air dingin dengan es untuk 
menurunkan suhu.  Larutan sukrosa dipipet 3 mL ke dalam masing-masing tabung dan dilakukan pra-inkubasi selama 5 
menit sehingga suhu larutan setimbang dengan air didalam water bath. Kemudian diukur konsentrasi sukrosa akhir untuk 
mengetahui laju hidrolisis enzimatis dari enzim intervase tersebut dengan metode DNS. 

2.2.6 Penghambatan Aktivitas Enzim 

Siapkan 2 mL larutan tembaga sulfat dengan konsentrasi yang bervariasi dari 0.2 mM hingga 10 mM ke dalam tabung 
reaksi. Masing-masing tabung ditambahkan 1 mL larutan sukrosa 50 g/L. Dan disiapkan larutan sukrosa dengan 
konsentrasi yang lebih tinggi 200 g/L dengan menggunakan perlakuan yang sama dengan sebelumnya. Mulai reaksi 
dengan menambahkan 3 mL larutan invertase 0.04 g/L secara berurutan dan catat waktu. Reaksikan campuran tersebut 
selama tepat 5 menit dan tentukan laju reaksi dengan metode DNS.  
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III. Hasil dan Pembahasan 

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu konsentrasi substrat, pH, suhu dan adanya inhibitor atau 
penghambat aktivitas enzim. Penelitian ini dilakukan  dengan pengujian terhadap hubungan aktivitas enzim dan 
konsentrasi enzim, pengaruh konsentrasi substrat, pengaruh pH, pengaruh suhu, penghambatan aktivitas enzim dengan 
CuSO4.  

3.1 Hubungan Aktivitas enzim dan konsentrasi enzim 

Pengujian hubungan aktivitas enzim dan konsentrasi enzim diperoleh bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim 
invertase maka semakin meningkat gula pereduksi yang dihasilkan. Hal ini dikarena makin banyak sisi aktif enzim yang 
berikatan dengan substratnya (sukrosa).  Peningkatan hidrolisis substrat menjadi produk berbanding lurus dengan 
peningkatan konsentrasi enzim [7]. Kecepatan reaksi tergantung dengan konsentrasi enzim yang ditambahkan dalam 
sampel. Substrat dapat berperan sebagai inhibitor, jika substrat berlebih akan membatasi laju reaksi katalisis enzim[8].  
Konsentrasi enzim yang lebih tinggi menunjukkan lebih banyak sisi aktif yang tersedia untuk dapat berinteraksi dengan 
substrat, sehingga dapat meningkatkan laju reaksi.  

 

Gambar 1. Hubungan antara Enzim Invertase dan Gula Pereduksi 

3.2 Hubungan Konsentrasi Substrat dgn terhadap aktivitas enzim intervase 

Berdasarkan Gambar 2 hubungan antara konsentrasi substrat dan produk gula pereduksi diperoleh bahwa 
peningkatan konsentrasi sukrosa akan meningkatkan gula pereduksi dari produk. Peningkatan tajam terjadi pada 
konsentrasi suksrosa 33.33 hingga 100 g/L. Enzim akan bekerja lebih aktif dengan adanya peningkatan substrat, karena 
semakin banyaknya substrat maka akan berikatan dengan sisi aktif dari enzim. Menurut[9], kecepatan reaksi akan 
meningkat dengan meningkatnya konsentrasi substrat, begitu pula sebaliknya konsentrasi substrat yang rendah akan 
memperlambat reaksi  yang terjadi. Seperti reaksi enzim invertase dengan sukrosa [8]. 
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Gambar 2. Pengaruh Konsentrasi Substrat terhadap aktivitas enzim intervase 

 

Gambar 3. Hubungan Subsrat dengan Laju Reaksi 

Reaksi yang dikatalis oleh enzim akan menyebabkan laju reaksi awal (Vo) meningkat dengan adanya peningkatan 
konsentrasi substrat awal (So) sampai mencapai laju maksimum (Vmax). hubungan antara konsentrasi substrat dan 
kecepatan reaksi enzimatik dinyatakan sebagai KM (ketetapan Michaelis-Menten). Nilai KM merupakan konsentrasi 
substrat yang dibutuhkan oleh suatu enzim agar menghasilkan kecepatan reaksi setengah dari kecepatan maksimumnya 
(V0 = ½ Vmax) . Gambar 3 menunjukkan  hubungan substrat dan laju reaksi dari aktivitas enzimnya. Persamaan garis linier 
y = bx + a dari penelitian yaitu y = 2,5387x + 0.1195, jika di note yang sebagai persamaan Michaelis Menten (1/V = [(KM / 
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Vmax)(1/S) + 1/ Vmax). Sehingga Laju reaksi maksimum (Vmax) yang diperoleh dari pengujian yaitu sebesar 8.368 mM/menit 
dan nilai KM sebesar 21.237. Hal ini sesuai dengan beberapa penelitian mengenai enzim invertase yang melaporkan bahwa 
KM dari enzim invertase dari berbagai bakteri berkisar antara 10 – 54.7mM [6], [10], [11]. Konsentrasi substrat yang tinggi 
dapat menghambat laju konversi menjadi produk.  Laju enzim akan meningkat seiring dengan meningkatkan konentrasi 
enzim. Untuk mencapai setengah kelajuan maksimum dari suatu enzim, konsentrasi substrat diperlukan untuk 
mengetahui nilai KM dari aktivitas enzim tersebut[9]. 

3.3 pH Optimum enzim intervase 

Penelitian dilakukan pada pH 3 hingga 9. Berdasarkan Gambar 4 dapat dilihat bahwa pada pH 3 memberikan nilai 
gula pereduksi yang tinggi, dan saat pH 4 dan 5 terdapat titik pH optimum serta mengalami penurunan ketika pH 
mendekati basa. Perubahan pH menyebabkan perubahan muatan pada gugus residu asam amino dan sisi aktif enzim. 
Gugus asam amino merupakan asam atau basa lemah yang dapat terionisasi oleh pengaruh pH lingkungan. Reaksi dapat 
dipercepat apabila pH optimum muatan gugus samping asam amino berada pada keadaan yang sesuai. Nilai pH yang 
ekstrem dapat merusak protein yang merupakan komponen penyusun enzim. Pada pH terlalu asam atau basa, enzim 
dapat menjadi tidak aktif.  Berdasarkan penelitian beberapa peneliti Invertase mempunyai pH optimum yaitu pH 4-5 
[10], pH 4.5 [11], pH 6 [6] sehingga data yang diperoleh sesuai dengan literatur. Perlakuan pH dapat menurunkan laju 
degradasi sukrosa karena perubahan pH dapat merubah permukaan sisi aktif enzim sehingga mengganggu proses 
pengikatan enzim dengan substrat pada sisi aktif enzim dan pada akhirnya tidak terbentuk produk.   

 

Gambar 4. pH optimum enzim invertase 

3.4 Suhu optimum enzim intervase 

Penelitian ini dilakukan terhadap suhu 18 oC, 30 oC, dan 90 oC. Berdasarkan data (Gambar 5) diperoleh suhu optimum 
yaitu pada suhu 30oC. Penelitian [6] melaporkan bahwa suhu optimum pada suhu 30-40 oC. Sehingga hasil penelitian 
menunjukkan kesesuaian. Pada suhu yang terlalu tinggi (95oC) aktivitas invertase meningkat hingga mencapai aktivitas 
maksimum. Gambar 5 menunjukkan terjadinya denaturasi karena grafik mengalami penurunan secara signifikan pada 
suhu yang lebih tinggi.  Kenaikan suhu berpengaruh pada penurunan laju degradasi sukrosa yang dibuktikan dengan 
menurunnya jumlah gula pereduksi yang dihasilkan. Hal ini dapat terjadi karena rusaknya ikatan-ikatan yang 
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mempertahankan struktur enzim. Suhu yang tinggi pada titik enzim itu sendiri akan terjadi tidak stabil dan mulai terjadinya 
denaturasi. Rusaknya struktur enzim dapat menyebabkan enzim kehilangan aktivitas biologisnya yang disebuh dengan 
denaturasi enzim oleh suhu tinggi. 

 

Gambar 5. Suhu optimum enzim invertase 

3.5 Inhibisi Enzim Invertase Oleh CuSO4 

Pengujian yang dilakukan terhadap inhibitor CuSO4 pada konsentrasi sukrosa 50 g/L dan 200 g/L. Adanya inhibisi invertase 

ditunjukkan dengan meningkatnya gula sisa yang dihasilkan dari hidrolisis sukrosa oleh invertase. Hasil uji daya inhibisi menunjukkan 

bahwa tidak semua konsentrasi CuSO4 yang menunjukkan adanya penghambatan aktivitas invertase. Gula sisa meningkat dengan 

meningkatnya jumlah konsentrasi CuSO4. Hal ini menunjukkan bahwa CuSO4 pada konsentrasi yang rendah tidak memberikan 

pengaruh inhibisi terhadap aktivitas invertase. Kemampuan enzim untuk mengikat substrat akan menurun dengan meningkatnya 

konsentrasi CuSO4, sehingga gula sisa yang dihasilkan akan meningkat. Penghambatan dapat terjadi pada sisi aktif enzim maupun sisi 

sekunder dari enzim. Inhibitor yang terikat pada sisi aktif enzim, substrat tidak dapat membentuk kompleks dengan enzim, sehingga 

produk tidak akan terbentuk [11]. Penelitian yang dilakukan [10] melaporkan bahwa inhibitor untuk enzim invertase yaitu Cu2+. 

Sehingga penggunaan CuSO4 dapat dijadikan sebagai inhibitor dari aktivitas enzim invertase. Perbedaan konsentrasi substrat 50 g/L 

(Gambar 6) dan 200 g/L (Gambar 7) memperlihatkan pengaruh yang nyata, di mana dengan penambahan substrat akan berpengaruh 

terhadap gula sisa yang dihasilkan. Konsentrasi substrat yang meningkat dan konsentrasi CuSO4 yang meningkat dapat meningkatkan 

gula sisa dari produk. Karena pada konsentrasi substrat yang tinggi, laju pembentukan enzim-substrat akan rendah dan menghasilkan 

nilai gula sisa yang tinggi.   
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Gambar 6. Inhibisi enzim invertase oleh CuSO4 pada sukrosa 50 g/L  

 

Gambar 7. Inhibisi enzim invertase oleh CuSO4 pada sukrosa 200 g/L 

IV. Kesimpulan 
  Degradasi sukrosa oleh invertase dipengaruhi oleh pH, suhu, konsentrasi enzim, konsentrasi substrat, dan 
penghambatan enzim oleh CuSO4. Pemecahan sukrosa oleh invertase mempunyai pH optimum sekitar 3-4.5 dan suhu 
optimum berada pada suhu 30 oC. Semakin tinggi tingkat konsentrasi enzim, maka semakin tinggi pula gula pereduksi yang 
dihasilkan. Enzim akan bekerja lebih aktif dengan adanya peningkatan substrat, karena semakin banyaknya substrat maka 
akan berikatan dengan sisi aktif dari enzim. Gula sisa meningkat dengan meningkatnya jumlah konsentrasi CuSO4. 
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