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Ekstraksi Xilan dari Limbah Ampas Singkong dan Pemanfaatannya sebagai 

Substrat Endo-𝛽-1,4-D-Xilanase; Fita Kurnia Firdausa, 101810301031; 2016: 58 

halaman; Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Jember.  

 

Singkong (Manihot utilissima) merupakan tanaman yang paling potensial 

untuk diolah menjadi tepung. Pengolahan singkong menjadi tepung, 1 ton singkong 

akan menghasilkan 0,1 ton ampas. Ampas singkong mengandung mengandung 

selulosa (36,6%), hemiselulosa (21,3%), dan lignin (17,3%). Hemiselulosa adalah 

heteropolisakarida yang tersusun atas satuan-satuan gula pentosa dan heksosa dimana 

komponen utamanya adalah xilan. Xilan dapat dimanfaatkan sebagai substrat untuk 

enzim endo-𝛽-1,4-xilanase dalam menghasilkan xilooligosakarida yang bersifat 

prebiotik. 

Tujuan penelitian ini adalah mengekstraksi xilan dari ampas singkong. Pada 

proses ekstraksi xilan dilakukan variasi konsentrasi pelarut NaOH yaitu 4, 8, 12, dan 

16%. Selain itu juga terdapat variasi perlakuan yaitu ekstraksi xilan dengan 

delignifikasi dan tanpa delignifikasi. Xilan yang berhasil diekstraksi, sebagian 

dipisahkan dan dimurnikan menggunakan kromatografi filtrasi gel dan dianalisis 

dengan metode KLT. Sebagian lagi, xilan dihidrolisis dengan enzim endo-𝛽-1,4-

xilanase. Pada proses hidrolisis, dilakukan optimasi waktu inkubasi yaitu 5, 10, 16, 

20 dan 25 jam. Produk hidrolisis yang dihasilkan dianalisis dengan KLT, total gula 

pereduksi dengan menggunakan metode DNS dan kromatografi cairan kinerja tinggi 

(KCKT). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ampassingkong yang digunakan dalam 

penelitian ini memiliki kandungan HCN sebesar16,10 ppm; kadar air sebesar 7,45%, 

dan kadar lignin sebesar 4,34%. Hasil ekstraksi diperoleh data yaitu rendemen xilan 

tertinggi dihasilkan pada konsentrasi NaOH 12% (b/v) yaitu sebesar 32,14% 

(delignifikasi) dan 52,36% (non-delignifikasi). Analisa xilan menggunakan KLT 
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menunjukkan bahwa xilan hasil ekstraksi yang telah dilewatkan kromatografi filtrasi 

gel telah murni dan tidak mengalami hidrolisis akibat penambahan asam dan basa 

selama proses ekstraksi. Waktu inkubasi optimum yang diperlukan untuk 

menghidrolisis xilan dari ampas singkong yaitu 16 jam pada kondisi hidrolisis pH 5 

dan suhu 40
o
C. Total gula pereduksi yang dihasilkan yaitu 3,533 mg/mL 

(delignifikasi) dan 3,389 mg/mL (non-delignifikasi). Analisa KCKT pada produk 

hidrolisis menunjukkan jenis xilooligosakarida yaitu xilopentosa (5591 ppm), 

xilotetraosa (35,17 ppm), xilotriosa (89,80), dan xilosa (7,43 ppm).  

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa xilan berhasil 

diekstraksi dari ampas singkong dan dapat digunakan sebagai substrat                

endo-𝛽-1,4-D-xilanase. Waktu optimum untuk menghidrolisis xilan dari ampas 

singkong yaitu 16 jam dengan kondisi hidrolisis pada pH 5 dan suhu 40
o
C. Hidrolisis 

endo-𝛽-1,4-D-xilanase pada substrat xilan dari ampas singkong menghasilkan produk 

xilooligosakarida dengan jenis xilopentosa, xilotetraosa, xilotriosa, dan xilosa. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Singkong (Manihot utilissima) merupakan bahan pangan yang banyak 

diproduksi di Indonesia. Singkong merupakan bahan baku yang paling potensial 

untuk diolah menjadi tepung. Berdasarkan Badan Pusat Statistik (BPS) (2013), 

Produksi singkong di provinsi Jawa Timur sebesar 3.601.074 ton.  

Singkong segar mempunyai komposisi kimiawi terdiri atas 60% kadar air; 

35% pati; 2,5% serat kasar; 1% kadar protein; 0,5%  kadar lemak dan 1% kadar abu  

(Prabawati,2011). Pemanfaatan singkong sebagai bahan baku pangan telah banyak 

dilakukan. Salah satu kegunaan singkong sebagai bahan baku utama pembuatan 

tepung tapioka. Proses pembuatan tepung tapioka menghasilkan limbah berupa 

ampas dan kulit singkong (Retnowati dan Sutanti, 2011). Pada pengolahan 1 ton 

singkong akan menghasilkan ampas sekitar 0,1 ton (Naufalina, 2004). Ditinjau dari 

komposisi kimianya, ampas singkong kering mengandung 1,57 g protein; 1,06 g 

lemak; 21,10 g serat dan 1,10 g abu (Pandey, 2000). Menurut Amenaghawon,et al. 

(2014), serat pada ampas yang berlignoselulosa mengandung selulosa 36,6%, 

hemiselulosa 21,3% dan lignin 17,3%.  

Hemiselulosa dalam ampas singkong adalah komponen terbesar kedua 

setelah selulosa. Hemiselulosa merupakan heteropolisakarida yang tersusun atas 

satuan-satuan gula pentosa dan heksosa. Komponen utama dari hemiselulosa adalah 

xilan (Da Silva et al., 2007). Selain terdapat pada ampas singkong, xilan juga 

ditemukan  pada limbah – limbah pertanian seperti dedak gandum (12,3%), bagas 

tebu (9,6%) dan sekam padi (12,1%) (Richana et al., 2004). 

Xilan merupakan polimer dari pentosa atau xilosa dengan ikatan ß-1,4 yang 

jumlah monomernya berkisar antara 150-200 unit (Richana et al., 2007). Xilan 
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mempunyai banyak manfaat sebagai bahan baku industri, diantaranya sebagai 

thicking agent (pengental) dan bahan baku pembuatan film. Selain itu xilan juga 

digunakan sebagai substrat enzim endo-β-1,4-D-xilanase. Enzim endo-β-1,4-D-

xilanase menghidrolisis xilan menjadi xilooligosakarida dan sedikit xilosa sebagai 

produk samping (Jiang et al., 2004). Xilooligosakarida sangat bermanfaat bagi 

kesehatan yaitu untuk merangsang pertumbuhan bifidobakteri di usus manusia 

sehingga xilooligosakarida dipertimbangkan sebagai prebiotik (Yang et al., 2005). 

Tahap awal sebelum dilakukan hidrolisis pada ampas singkong adalah 

menentukan kandungan xilan yang terdapat di dalam ampas tersebut. Kandungan 

xilan dari ampas singkong dapat ditentukan dengan metode ekstraksi. Proses 

ekstraksi xilan pernah dilakukan oleh Richana (2007) pada tongkol jagung dengan 

memodifikasi metode Yoshida et al.,(1994). Richana berhasil mengekstraksi xilan 

dari limbah tongkol jagung. Xilan yang diperoleh diuji dengan Kromatografi Cairan 

Kinerja Tinggi (KCKT). Kadar xilan yang diperoleh sebesar 12,95%.  

Berdasarkan keterangan diatas, pada penelitian ini dilakukan ekstraksi xilan 

dari ampas singkong untuk mengetahui kandungan xilan. Xilan yang terkandung 

dalam ampas singkong ditentukan dengan kromatografi cairan kinerja tinggi. 

Penelitian ini juga akan mengetahui waktu inkubasi optimum yang dibutuhkan oleh 

endoxilanase yang berasal dari abdominal rayap untuk menghidrolisis substrat xilan 

sumber ampas singkong.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu : 

1. Berapa rendemen xilan optimum pada ampas singkong dengan berbagai 

variasi konsentrasi NaOH? 

2. Apakah xilan yang diekstraksi dari ampas singkong dapat digunakan sebagai 

substrat untuk enzim endo-β-1,4-D-xilanase? 
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3. Berapa waktu optimum yang dibutuhkan enzim endo-β-1,4-D-xilanase untuk 

menghidrolisis substrat xilan dari ampas singkong? 

 

1.3 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini antara lain : 

- Enzim yang digunakan adalah endo-β-1,4-D-xilanase yang berasal dari 

abdomen rayap. 

- Enzim yang digunakan memiliki aktifitas spesifik sebesar 0,481  U/mL. 

- Kondisi hidrolisis yang digunakan yaitu pada pH 5, suhu 40  , dan 

perbandingan enzim dan substrat xilan 1:1 (v/v). 

 

1.4 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah : 

1. Mengetahui rendemen xilan pada ampas singkong. 

2. Mengetahui aplikasi xilan dari ampas singkong sebagai substrat untuk enzim 

endo-β-1,4-D-xilanase. 

3. Mengetahui waktu optimum yang diperlukan xilanase untuk menghidrolisis 

substrat xilan dari ampas singkong. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk: 

1. Memberikan pengetahuan manfaat xilan dari ampas singkong sebagai substrat 

dan mengganti substrat  sintetis untuk enzim endoxilanase 

2. Meningkatkan nilai tambah ampas singkong. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Ampas Singkong 

Singkong (Manihot utilissima) merupakan pohon tahunan tropika dan 

subtropika dari keluarga Eurphobiaceae. Umbinya dikenal sebagai makanan pokok 

penghasil karbohidrat dan daunnya sebagai sayuran ( Hartati, 2008). Singkong 

merupakan tanaman perdu yang berasal dari benua Amerika, tepatnya dari negara 

Brasil, tanaman ini masuk ke Indonesia pada tahun 1852 (Purwono, 2009). 

Produktivitas singkong di Indonesia sebesar 22.677.866 ton, sedangkan di Jawa 

Timur produktivitas singkong mencapai 5 juta ton (Badan Pusat Statistika, 2012). 

Singkong segar mempunyai komposisi kimia antara lain 60% kadar air, 35% 

pati, 2,5% serat kasar, 1% kadar protein, 0,5%  kadar lemak dan 1%  kadar abu  

(Prabawati, 2011). Tanaman ini merupakan bahan baku yang paling potensial untuk 

diolah menjadi tepung. Proses pengolahan singkong menjadi tepung tapioka, dari 1 

ton singkongakan menghasilkan ampas sekitar 0,1 ton (Naufalina, 2004). Limbah 

tersebut berupa limbah padat (onggok) dan kulit singkong (Retnowati dan sutanti, 

2009). 

Sebagian masyarakat menganggap bahwa ampas singkong merupakan limbah 

yang tidak dapat dimanfaatkan lagi menjadi sumber makanan. Oleh karena itu 

pemanfaatan ampas masih sebatas sebagai pakan ternak, padahal ampas singkong 

masih memiliki banyak manfaat. Ampas singkong dapat dimanfaatkan sebagai bahan 

baku pembutan etanol (Retnowati dan Sutanti, 2009) dan juga dapat dimanfaatkan 

sebagai bahan pembuatan plastik yang mudah terurai (biodegradable). Selain itu, 

ampas singkong juga dapat dimanfaatkan sebagai bahan sumber prebiotik. 

Berdasarkan penelitian  Amenaghawon, et al., (2014), ampas singkong 

mengandung selulosa 36,6%, hemiselulosa 21,3% dan lignin 17,3%. Ampas singkong 

masih mempunyai kandungan nutrisi yang masih bisa dimanfaatkan.  
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Tabel 2.1 Kandungan Nutrisi dari Ampas Singkong 

Kelembaban  5,02 

Protein   1,57 

Lemak   1,06 

Serat  50,55 

Abu    1,10 

(Sumber: Pandey, 2000). 

 

2.2 Asam Sianida (HCN) 

 Sianida merupakan senyawa anti nutrisi yang banyak terkandung pada 

beberapa jenis tumbuhan, seperti ketela pohon, gadung, rebung, dan lain-lain. 

(Pambayun, 2007). Asam sianida (HCN) merupakan salah satu racun yang paling 

berbahaya dan paling cepat reaksinya dalam tubuh hewan maupun manusia 

dibandingkaan dengan racun lainnya. Aktivitas enzim linamarase menyebabkan 

linamarin mengalami hidrolisis menjadi glukosa sianogenik dan sianohidrin yang 

lebih lanjut dapat dipecah menjadi HCN dan aseton (Widodo,2005). 

Menurut Winarno (2004), HCN bersifat mudah menguap di udara terutama 

pada suhu lebih tinggi dari 25ºC. HCN termasuk senyawa volatil tidak berwarna, 

berbau menyengat sebagaimana asam lainnya, dan berasa pahit. Senyawa ini 

mempunyai titik didih 25,7ºC, sangat mudah larut dalam air dalam keadaan bebas dan 

akan terakumulasi dalam jaringan (Pambayun, 2007). 

Menurut FAO/ WHO 1991 kandungan sianida yang diperbolehkan pada 

makanan maksimal 10 ppm (Askurrahman, 2010). Menurut Widyastutik (2012), 

kandungan HCN pada singkong, digolongkan sebagai berikut: 

1. Tidak beracun  : 20-50 mg HCN/kg parutan  

2. Beracun sedang  : 50-100 mg HCN/kg parutan  

3. Sangat beracun  : >100 mg HCN/kg parutan  
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 Kandungan sianida dalam bahan pangan berbeda- beda. Pada koro benguk  

19, 49 ppm (Sudiyono, 2010), umbi singkong kurang dari 50 ppm (Yuningsih, 2009), 

gadung 50-400 mg/Kg , sedangkan pada sayur-sayuran seperti buncis, kembang kol, 

kangkung dan sawi sekitar 2-18 mg/ 100 g berat mentah (Murdiana,  2001). Menurut 

Marlina (2000), kandungan sianida pada tanaman singkong diagi ke dalam tiga jenis 

yaitu: 

1. Singkong manis dengan kandungan HCN 50mg/kg umbi segar 

2. Singkong (tidak manis dan tidak pahit) dengan kandungan HCN antara 50-100 

mg/kg umbi segar 

3. Singkong pahit dengan kandungan HCN diatas 100 mg/kg umbi segar 

Agar bahan pangan yang mengandung sianida seperti singkong dan gadung 

dapat dikonsumsi maka kadar sianida pada tanaman tersebut harus dikurangi. Selain 

itu, sianida juga bisa dihilangkan dengan beberapa perlakuan antara lain: fermentasi, 

perebusan (air rebusan dibuang), perendaman/ pencucian (air cucian dibuang), 

pengeringan, pengukusan, pemarutan (Widyastuti, 2012).  

a. Proses fermentasi dapat meningkatkan kandungan energy dan protein, serta dapat 

menurunkan kandungan sianida dan kandungan serat kasar yang dapat 

meningkatkan daya cerna bahan makanan berkualitas rendah. Dalam proses 

fermentasi, mikroba yang digunakan akan menghasilkan enzim yang akan 

mendegradasi senyawa – senyawa kompleks menjadi lebih sederhana dan mikroba 

akan mensintesis protein yang merupakan proses protein enrichmen yaitu 

pengkayaan protein bahan (Juliarti dan Iis., 2013).    

b. Perebusan atau pengukusan dapat menghilangkan 90% sianida bebas dengan 

waktu 15 menit. Ikatan sianida dapat dihilangkan 55% dengan cara merebus atau 

mengukus setelah 25 menit. Perebusan dapat merusak enzim linamarase pada suhu 

72
0
C. 

c. Proses perendaman dapat menghilangkan 20% sianida bebas pada chips singkong 

setelah 4 jam. Ikatan sianida mulai berkurang setelah dimulainya fermentasi. 
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Pengurangan sianida yang signifikan jika direndam dengan air dan diganti secara 

rutin selama 3 – 5 hari.  

d. Penjemuran atau pengeringan adalah proses penguapan menggunakan sinar 

matahari langsung dan menggunakan oven. Pengurangan kandungan sianida yang 

paling tinggi dengan menggunakan oven yaitu mengeringkan dengan suhu 60
0
C 

selama 48 jam. Pengurangan kandungan sianida dengan sinar matahari langsung 

dapat dilakukan dengan menjemur selama 1 – 3 hari selama musim kemarau, 

sedangkan saat musim hujan dapat dilakukan selama 8 hari. 

e. Pemarutan adalah proses setelah pengupasan. Konsentrasi HCN pada hasil parutan 

tergantung pada waktu saat glukosida dan glukosidase berinteraksi dalam medium 

cair. Pemarutan juga memberikan area permukaan untuk proses fermentasi.  

 

2.3 Hemiselulosa 

Hemiselulosa merupakan polimer yang terdiri dari dua sampai tujuh residu 

gula yang berbeda, seperti D-xilosa, D-mannosa, D-galaktosa, D-glukosa, L-

arabinosa, asam 4-O-metilglukuronat, asam D-galakturonat, dan asam asam 

glukuronat (Gong, et al,. 1981). Kandungan hemiselulosa pada tanaman berkisar 

antara  20-30% berat kering kayu, sedangkan pada daun kadarnya mencapai 80-85%. 

Keberadaan hemiselulosa di alam dan sifatnya dapat diperbaharui sehingga 

hemiselulosa dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku untuk diolah menjadi produk 

yang bernilai ekonomis (Meryandini, 2008). Hemiselulosa memiliki derajat 

polimerasi hanya sampai 200. Hemiselulosa mengikat fibril-fibril selulosa untuk 

membentuk mikrofibril yang dapat meningkatkan stabilitas dinding sel (Putri, 2008). 

Hemiselulosa bersifat tidak tahan terhadap panas, strukturnya amorf dan 

mudah dimasuki pelarut, dapat diekstraksi menggunakan alkali dan ikatannya lemah 

sehingga mudah dihidrolisis (Sjostrom, 1995). Komposisi dan struktur hemiselulosa 

dalam kayu lunak berbeda dengan hemiselulosa dalam kayu keras. Secara umum 

hemiselulosa dapat dibagi menjadi tiga subgroup yaitu xilan, mannan, dan galaktan 

(Putri, 2008). 
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2.3.1 Xilan 

Komponen utama dari hemiselulosa adalah xilan. Xilan merupakan 

polisakarida terbesar di sel tumbuhan dan terbanyak kedua di alam. Xilan terdapat 

hampir disemua tanaman, kebanyakan dijumpai pada tanaman-tanaman tahunan dan 

khususnya pada limbah-limbah pertanian seperti tongkol jagung, ampas tebu, jerami 

padi, biji kapas dan ampas singkong. Kandungan xilan dalam bahan-bahan tersebut 

berkisar antara 15-30% bobot kering (Whistler, 1950).  

               Tabel 2.2. Kadar Xilan Berbagai Limbah Industri Pertanian 

Limbah industri pertanian  Kadar xilan %  

Tongkol jagung 

Ampas umbi garut 

Onggok  

Sekam  

Bekatul  

31,94 

6,86 

0,4 

29,91 

10,25 

Sumber: Agustina (2002) 

Xilan adalah polimer dari pentosa atau xilosa dengan ikatan ß-1,4 yang 

jumlah monomernya berkisar 150-200 unit (Richana, 2007). Xilan terikat pada 

selulosa, pektin, lignin, dan polisakarida lainnya untuk membentuk dinding sel 

tanaman. 

Hemiselulosa yang terkandung pada hardwood (angiospermae) utamanya 

adalah xilan (15-30%) yang terdiri atas unit-unit xilosa yang dihubungkan oleh ikatan 

ß-(1,4)-glikosida dengan percabangan berupa unit asam 4-o-methylglucuronic dan 

ikatan α-(1,2)-glikosida.  Sedangkan pada softwood (gymnospermae) kandungan 

hemiselulosa terbesar adalah galaktoglukomanan (15-20%), xilan (7-10%), dan gugus 

asetil. Xilan pada softwood memiliki cabang berupa unit arabinofuranosa yang 

dihubungkan oleh ikatan α-(1,3)-glikosida (Gambar 2.3).  
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Gambar 2.1.Struktur Xilan dari Kayu Lunak dan Kayu keras.(a) struktur dasar arabino-4-

O-metilglukuronoxilan dan (b) struktur dasar O-asetil-4-O-metilglukuronoxilan 

 

Secara umum xilan terdiri dari rantai utama xilosa yang terikat pada β–1→4 

dan terdapat susbtituen arabinofuranosil, asam 4-O-metilglukoronat, atau asetil 

melalui proses esterifikasi (Haan dan Zyl, 2003). Contoh gymnospermae yang 

mengandung xilan adalah pinus, sedangkan angiospermae adalah padi, jagung, dan 

serealia lainnya.  

Ditinjau dari segi industri, xilan mempunyai banyak kegunaan, diantaranya: 

1. Dapat diubah menjadi xilosa 

2. Menghasilkan fulfural, yang dapat digunakan sebagai pelarut dalam industri, 

disinfektan atau pengawet dan pelarut dalam penyulingan minyak bumi.  
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3. Sebagai substrat untuk memproduksi enzim xilanase, yang sangat bermanfaat 

dalam industri pangan antara lain meningkatkan mutu produk makanan dan 

minuman  

(Richana et al., 2004) 

2.3.2 Ekstraksi Xilan 

 Ekstraksi merupakan suatu metode yang digunakan untuk memisahkan suatu 

komponen dari campurannya dengan menggunakan pelarut tertentu. Prinsip dasar 

ekstraksi adalah distribusi komponen dalam dua fase yang saling tidak bercampur 

dengan cara melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan senyawa non-popar 

dalam pelarut non-polar. Ekstraksi berlangsung dengan adanya interaksi antara 

pelarut dengan sampel dan xilan berpindah dari jaringan ke dalam pelarut (Harborne, 

1987). 

 Xilan diekstrak dari bahan berlignolselulosa. Bahan berlignoselulosa 

merupakan komponen organik di alam yang terdiri dari tiga  polimer, yaitu selulosa, 

hemiselulosa dan lignin. Beberapa pelarut dapat digunakan untuk mengekstraksi 

xilan, diantaranya adalah natrium hidroksida (NaOH), ammonium hidroksida 

(NH4OH), dan kalium hidroksida (KOH). Menurut Richana et al., (2004), xilan dapat 

larut dalam larutan alkali (NaOH atau KOH sebesar 2 – 15%). Pemilihan pelarut 

didasarkan pada beberapa hal, yaitu berdasarkan sifat dan jumlah pelarut. Sifat 

pelarut yang dipilih adalah pelarut yang selektif (Gamse, 2002). Menurut Hespell 

(1998), diantara ketiga pelarut  tersebut yang paling baik adalah NaOH karena 

menghasilkan xilan yang relatif bersih dari pengotor. 

 Ekstraksi xilan dari tongkol jagung dilakukan oleh Anggraini (2003). Kadar 

xilan yang diperoleh sebesar 31,94%. Tahapan proses ekstraksi xilan dari dari limbah 

berlignoselulosa sebagai berikut: 

1. Delignifikasi  

Proses delignifikasi dilakukan menggunakan pelarut natrium hipoklorit 

(NaOCl) karena pelarut tersebut mengandung ion-ion yang mampu memecah ikatan 

karbon dalam struktur lignin sehingga lignin akan terpisah dari selulosa dan 
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hemiselulosa Lignin tersusun atas jaringan polimer fenolik yang berfungsi 

melekatkan serat selulosa dan hemiselulosa sehingga menjadi sangat kuat (Sun dan 

Jiayang, 2002). 

2. Ekstraksi xilan 

Padatan hasil delignifikasi direndam dalam larutan NaOH 10% selama  24 

jam pada 28
0
C. Kemudian dilakukan penyaringan. Filtrat yang dihasilkan diukur   

pH-nya dan dinetralkan dengan HCl 6M. Setelah dinetralkan, dilakukan sentrifugasi 

selama 20 menit dengan kecepatan 8000 rpm untuk memisahkan endapan dengan 

supernatan. Xilan yang larut dalam supernatan dipisahkan dengan menambahkan 

etanol 95%. Xilan akan mengendap dalam etanol (Richana, 2007).   

 

2.4 Endo-β-1,4-D-Xilanase 

 Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat merombak xilan menjadi 

xilooligosakarida dan selanjutnya menjadi xilosa. Xilanase umumnya merupakan 

protein kecil dengan berat molekul antara  15.000–30.000 Dalton, aktif pada suhu 

55
0
C dengan pH 9. Pada suhu 60

0
C dan pH normal, xilanase lebih stabil. Xilanase 

dapat diklasifikasikan berdasarkan substrat yang dihidrolisis yaitu β-xilodase, 

eksoxilanase, dan endoxilanase. β-xilodase merupakan xilanase yang mampu 

menghidrolisis xilooligosakarida rantai pendek menjadi xilosa. Eksosilanase 

merupakan xilanase yang mampu memutus rantai polimer xilosa (xilan) pada ujung 

reduksi, sehingga menghasilkan xilosa sebagai produk utama dan oligosakarida rantai 

pendek. Endoxilanase merupakan enzim yang dapat memutus ikatan β 1-4 pada 

bagian dalam rantai xilan secara teratur (Richana, 2002). 

β-endoxilanase (1,4-β-D-xilanxilanohidrolase, EC.3.2.1.8) termasuk 

klasifikasi enzim xilanolitik. Pada umumnya enzim ini dihasilkan oleh 

mikroorganisme seperti bakteri dan jamur, namun beberapa dapat dihasilkan dari 

tumbuhan dan hewan (Ratnadewi et al., 2007). Aktivitas xilanase dalam merombak 

xilan sangat diperlukan untuk pertubuhan mikrobia di alam.Enzim xilanolitik sangat 
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potensial dalam beberapa aplikasi di bidang bioteknologi. Aktivitas xilanase dalam 

merombak xilan sangat diperlukan untuk pertubuhan mikrobia di alam.Enzim 

xilanolitik sangat potensial dalam beberapa aplikasi di bidang bioteknologi. Aplikasi 

xilanase secara komersial digunakan dalam industri makanan dan pemanfaatan 

limbah pertanian untuk produksi xilosa. Pada industri pulp dan kertas, xilanase dapat 

menggantikan klorin yang digunakan dalam proses pemutihan bubur kertas ( 

Sjostrom, 1981). 
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Gambar 2.2 (a) Struktur xilan dan sisinya yang diserang oleh enzim xilanolitik.  

(b) Hidrolisis xilooligosakarida oleh β-xilodase. (Collin et al., 2005). 

 

2.5 Kromatografi  

2.5.1 Kromatografi Filtrasi Gel 

Kromatografi filtrasi gel digunakan untuk memisahkan molekul–molekul 

yang larut dalam air berdasarkan perbedaan ukuran atau berat molekul yang melewati 

α-D-glukuronidase 

α-L-arabinofuranosidase 

Endo-1,4-β-xilanase 

asetilxilanesterase 

p-coumaric acid or 

ferulic acid asterase 

β-D-xilodase 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


13 
 

kolom dengan media gel (Skoog et al., 2004). Gel atau matriks terbentuk dari polimer 

melalui ikatan silang untuk membentuk jaringan tiga dimensi. Contohnya adalah gel 

sephadex yang terbentuk melalui ikatan silang dextran dengan epiklorohidrin. 

Matriks yang digunakan pada kromatografi gel bermacam – macam jenis dan 

penggunaannya yang sesuai dengan ukuran molekul yang akan dipisahkan. Matriks 

berfungsi sebagai fase diam memiliki pori yang seragam sehingga pelarut dan analit 

dapat berdifusi.  

 

Gambar 2.3 Proses elusi pada kromatografi filtrasi gel (Manz et al., 2004). 

 

Pemisahan terjadi jika pori sesuai dengan ukuran molekul yang melewati 

gel. Molekul secara efektif akan terjebak di dalam pori dan terpisan dari aliran 

pelarut. Molekul dengan ukuran yang besar tidak dapat melewati pori gel sehingga 

akan terelusi paling awal bersamaan dengan fase gerak. Molekul yang lebih kecil 

akan memasuki pori dan terjebak pada waktu yang lebih lama tergantung pada ukuran 

dan bentuk dari molekul. Molekul yang jauh lebih kecil dari ukuran pori akan 

memasuki pori dan terelusi dengan waktu yang paling lama (Manz et al., 2004).  

2.5.2 Kromatografi Lapis tipis (KLT)  

 Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran didasarkan atas perbedaan 

distribusi dari komponen-komponen campuran tersebut diantara dua fase, yaitu fase 

diam (padat atau cair) dan fase gerak (cair atau gas). Fase diam akan menahan 

komponen campuran sedangkan fase gerak akan melarutkan zat komponen campuran. 

Pori matriks 

Molekul kecil 

Molekul yang lebih besar 

Molekul besar 
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Komponen yang mudah tertahan pada fase diam akan tertinggal, sedangkan 

komponen yang mudah larut dalam fase gerak akan bergerak lebih cepat (Haqiqi, 

2008).  

 Kandungan senyawa kimia dalam suatu tanaman dapat diketahui dengan 

menggunakan metode KLT (kromatografi lapis tipis). Kromatografi lapis tipis dapat 

dipakai dengan tujuan sebagai metode untuk mencapai hasil kualitatif (letak, warna, 

bentuk, dan ukuran suatu bercak) (Rengginasti, 2008). Pelarut yang dipilih untuk 

pengembang dalam KLT disesuaikan dengan sifat kelarutan senyawa yang dianalisis. 

Bahan lapisan tipis  seperti silika gel adalah senyawa yang tidak bereaksi dengan 

pereaksi-pereaksi yang lebih reaktif seperti asam sulfat (Gritter. 1991).  

Pelaksanaan kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan sebuah lapis tipis 

silika atau alumida yang seragam pada sebuah lempeng gelas atau logam atau plastic 

yang keras. Jel silika (atau alumina) merupakan fase diam. Fase diam untuk KLT 

seringkali juga mengandung substansi yang mana dapat berpendar flour dalam sinar 

ultraviolet. Fase gerak merupakan pelarut atau campuran pelarut yang sesuai (Haqiqi, 

2008). Fase diam yang digunakan dalam KLT merupakan penjerap berukuran kecil 

dengan diameter partikel antara 10-30 μm.Semakin kecil ukuran rata-rata partikel 

fase diam dan semakin sempit kisaran ukuran fase diam, maka semakin baik kinerja 

KLT dalam hal efisiensi dan resolusinya. Penjerap yang paling sering digunakan 

adalah silika dan serbuk selulosa, sementara mekanisme sorpsi yang utama pada KLT 

adalah adsorpsi dan partisi(Gritter, 1991). 

Data yang diperoleh dari KLT adalah Rf yang berguna untuk identifikasi 

senyawa. Nilai Rf untuk senyawa murni dapat dibandingkan dengan nilai Rf senyawa 

standar. Nilai Rf didefinisikan sebagai jarak yang ditempuh oleh senyawa dari titik 

asal dibagi dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut dari titik asal. Oleh karena itu 

bilangan Rf selalu lebih kecil dari 1,0 (Gritter, 1991).Secara matematis dapat ditulis: 

Rf=  

dimana:  l = jarak noda dari titik awal ke titik akhir setelah proses pengembangan 
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h = jarak eluen dari titik awal ke batas akhir eluen. 

Faktor-faktor yang mempengaruhi gerakan noda dalam kromatografi lapis 

tipis sehingga mempengaruhi harga Rf antara lain struktur kimia senyawa yang 

dipisahkan, sifat penyerap, tebal dan kerapatan lapisan penyerap, pelarut (fasa gerak), 

derajat kejenuhan, teknik pemisahan, jumlah cuplikan, dan suhu (Sastrohamidjojo, 

1991 ). 

Faktor-faktor yang mempengaruhi harga Rf (Sastromidjoyo, 1991) adalah: 

a. Struktur senyawa yang sedang dipisahkan. 

b. Sifat adsorben, jenis adsorben, dan derajat aktivitasnya.  

c. Tebal dan kerataan lapisan adsorben. 

d. Pelarut fasa gerak (dan tingkat kemurnianya). 

e. Derajat kejenuhan dan uap dalam bejana pengembangan yang digunakan. 

f. Teknik percobaan. 

g. Jumlah cuplikan yang digunakan. Penetesan jumlah cuplikan yang berlebihan 

memberikan tendensi penyebaran noda-noda dengan kemungkinan terbentuknya 

ekor. 

h. Suhu, untuk mencegah perubahan-perubahan dalam komposisi pelarut yang 

disebabkan oleh penguapan-penguapan atau perubahan-perubahan fasa. 

2.5.3 Kromatografi Cairan Kinerja Tinggi (KCKT) 

Kromatografi Cairan Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan satu metode 

kromatografi cair yang menggunakan fasa diam yang ditempatkan dalam kolom 

tertutup dan juga fasa geraknya berupa pelarut yang dialirkan dengan cepat ke dalam 

kolom dengan bantuan pompa/ tekanan (Anshori, 2007). 

Prinsip kerja dari KCKT adalah adanya perbedaan interaksi antara analit 

dengan fase diam dan fase gerak. Analit yang kurang kuat berinteraksi dengan fasa 

diam akan keluar lebih dulu dari kolom, sedangkan analit yang berinteraksi kuat 

dengan fasa diam maka akan keluar lebih lama. Setiap komponen campuran yang 

keluar dari kolom dideteksi oleh detektor dan informasi ditampilkan dalam bentuk 

kromatogram (Hendayana, 2010). Kemampuan proses kromatografi untuk 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


16 
 

memisahkan dua komponen dalam sampel disebut resolusi. Semakin besar nilai 

resolusi yang dihasilkan menujukkan senyawa – senyawa dalam sampel dapat 

dipisahkan dengan baik (Holme  Peck, 1998). 

Indeks refraktif biasanya digunakan sebagai detektor pada KCKT karena 

sifatnya yang universal dan cukup sensitif. Alternatif detektor lainnya adalah 

spektofotometer UV yang  juga cukup sensitif. Detektor UV dapat diatur pada 

panjang gelombang tertentu yang sensitif terhadap sampel, atau aliran eluen dapat 

dipisah sehingga dapat mengalirkan hanya bagian yang diingikan untuk di deteksi 

(Miller, 1959). 

Menurut Putra (2004), banyak kelebihan metode ini jika dibandingkan 

dengan metode lainnya, yakni : 

1. Mampu memisahkan molekul – molekul dari suatu campuran 

2. Mudah melaksanakannya 

3. Kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi 

4. Dapat dihindari terjadinya dekomposisi/ kerusakan bahan yang dianalisis 

5. Resulasi yang baik 

6. Dapat digunakan bermacam – macam detector 

7. Kolom dapat digunakan kembali 

8. Mudah melakukan sample recovery 

2.5.4 Spektrofotometri Ultraviolet-Visible (UV-Vis) 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan salah satu teknik analisis spektroskopi 

yangmemakai sumber radiasi eleltromagnetik ultraviolet dekat (190-380) dan sinar 

tampak(380-780) dengan memakai instrumen spektrofotometer.Spektrofotometri UV-

Vis melibatkan energi elektronik yang cukup besar pada molekulyang dianalisis, 

sehingga spektrofotometri UV-Vis lebih banyak dipakai untuk analisiskuantitatif 

ketimbang kualitatif (Mulja dan Suharman, 1995). 

Spektrofotometri merupakan salah satu metode dalam kimia analisis yang 

digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif dan 

kualitatif yang didasarkan pada interaksi antara materi dengan cahaya.Peralatan yang 
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digunakan dalam spektrofotometri disebut spektrofotometer.Cahaya yang dimaksud 

dapat berupa cahaya visibel, UV dan inframerah, sedangkan materi dapat berupa atom 

dan molekul namun yang lebih berperan adalah elektron valensi. 

Proses absorbs cahaya UV – Vis berkaitan dengana promosi elektron dari satu 

orbital molekul dengan tingkat energi elektronik tertentu ke orbital molekul lain 

dengan energi elektronik yang lebih tinggi. Transisi elektronik tersebut biasanya 

adalah σ→σ*, σ* atau n→σ* (bersesuaian dengan energi cahaya UV), dan π→π* atau 

n→π* (bersesuian dengan energi cahaya Vis) (Siswoyo & Asnawati, 2007). 

 

Gambar 2.4 Level Energi Elektronik dan Keadaan Transisi (Pavia et al., 2001). 

Menurut Day & Underwood (1998), Komponen spektrofotometer terdiri dari: 

1. Sumber cahaya, yaitu energi radiasi yang berkesinambungan yang meliputi daerah 

spektrum sinar tampak berupa kawat wolfram. 

2. Monokromator, yaitu suatu alat yang berfungsi untuk memilih panjang gelombang 

yang diinginkan. 

3. Sel, yaitu wadah sampel yang terbuat dari bahan yang dapat meneruskan energi 

radiasi dari sumber cahaya. 

4. Detektor, dalam spektrofotometer diinginkan detektor yang memiliki kepekaan 

tinggi pada daerah spektra yang diinginkan, respon yang linier terhadap daya 

radiasi, waktu respon yang cepat, dan kestabilan yang tinggi. 

5. Amplifier atau suatu pengganda untuk memberikan isyarat listrik yang bisa dibaca. 

6. Reader atau suatu sistem pembaca isyarat listrik dari amplifier. 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Waktu penelitian dilakukan mulai bulan Oktober sampai Februari dan tempat 

penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas MIPA, 

Laboratorium Terpadu Fakultas Teknologi Pertanian, serta Laboratorium CDAST 

(Centre of Development for Advance Science and Technology) Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat Penelitian 

 Peralatan yang digunakan dalam penelitian digolongkan menjadi peralatan 

gelas, peralatan bukan gelas, dan instrumen. 

 Peralatan gelas meliputi gelas Beaker, labu ukur, gelas ukur, pipet volume, 

pipet Mohr, pipet tetes, kolom dengan diameter 3 mm, cawan petri, tabung 

sentrifugasi, chamber persegi kromatografi, cawan petri, tabung reaksi, dan labu 

erlenmeyer berbagai volume. 

 Peralatan bukan gelas antara lain spatula logam, mistar, gunting, timer, jarum 

ose,ball pipet, lemari asam, pinset logam, pipet mikro, sprayer, bak alat, botol 

semprot, kertas label dan tisu. 

Instrumen meliputi neraca analitik, stirrer magnet, hot plate, kulkas, tabung 

Eppendorf, laminar bakteri, autoclave, shaker incubator, pH meter, statip, sentifuse, 

spektrofotometer UV-Vis dengan kuvet, sentrifuse dingin, oven, dan kantong dialisis. 

3.2.2 Bahan Penelitian 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi ampas tahu, xilosa,  

Na2HPO4 (E-Merck, Mr: 141,96 g/mol, ρ:1,70 g/mL), asam sitrat C6H8O7.H2O       

(E-Merck, Mr: 210,14 g/mol, ρ:1,50 g/mL), NaOH (E-Merck, Mr: 39,99 g/mol, 
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ρ:2,10 g/mL), KnaTartrat C4H4KNaO6.4H2O (E-Merck, Mr: 282,1 g/mol, ρ:0,63 

g/mL), asam 3,5-dinitrosalisilat(E-Merck), C6H5OH (E-Merck, Mr: 94,11 g/mol, 

ρ:1,07 g/mL), Na2SO3(E-Merck, Mr: 126,04 g/mol, ρ:1,56 g/mL), NaOCl (E-

Merck),HCl (E-Merck), etanol (E-Merck, Mr: 46,07 g/mol, ρ:0,789 g/mL), larutan 

H2SO4(E-Merck, Mr: 98,07 g/mol, 1,84 g/ml),𝛼-naftol (Merck, Mr:144,17), 1-

butanol (Merck, Mr:74,12 g/mol), asam asetat (Merck, Mr:60,05), silika gel 60F254 

(Merck, Darmstaad, Germany), Sephadex G-25, dan akuades 
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3.3 Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ampas Singkong Diukur kadar HCN, kadar air dan 

kadar lignin 

 

Delignifikas

i 

Non-Delignifikasi 

Ekstraksi Ekstraksi 

Xilan Xilan 

Kromatografi filtrasi 

gel 

KLT 

Hidrolisis 

Xilooligosakarida 

 

- Total gula pereduksi 

-  KLT 

- KCKT 
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3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Preparasi Sampel  

Singkong dikupas kulitnya dan dicuci dengan air bersih, kemudian singkong  

diparut. Hasil parutan dicuci berulang dengan air mengalir dan diperas sampai 

patinya terpisah dari ampas.  Kemudian ampas dikeringkan menggunakan oven 

dengan suhu 65 
0
C. Setelah kering, ampas digiling menggunakan mesin penggiling 

sehingga ampas yang diperoleh berbentuk tepung. Ampas yang sudah digiling 

kemudian dikukus selama 30 menit. Setelah dikukus kemudian dikeringkan dihu 

ruang.  

3.4.2 Analisa Kandungan Air, HCN, dan Lignin 

a. Penetuan Kadar Air pada Ampas Singkong (Wrolstad et al., 2005) 

Sebanyak 2 gram sampel ditempatkan pada cawan petri dan dipanaskan ke 

dalam oven pada suhu 105  selama 4 jam. Kemudian cawan petri yang berisi sampel 

didinginkan dalam desikator dan ditimbang. Cawan petri dan sampel dipanaskan 

kembali pada suhu 105  selama 1 jam. Cawan petri dan sampel didinginkan dalam 

desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan tersebut dilakukan berulang-ulang 

hingga berat sampel konstan. Presentase kadar air dihitung dengan menggunakan 

rumus 3.1. 

% Kadar air =                                                                                          (3.1) 

Keterangan;  a = massa sampel sebelum pemanasan 

b = massa sampel setelah pemanasan 

b. Penentuan Kadar Asam Sianida (HCN) pada Ampas Singkong (Nebiyu & 

Getachew, 2011). 

Pengukuran kadar HCN dilakukan dengan cara kertas pikrat direndam ke 

dalam sampel yang telah ditambahkan 5 mL akuades selama 30 menit. Kemudian 

diukur dengan spektofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 510 nm. Larutan 

blanko yang digunakan yakni asam pikrat diredam ke akuades tanpa sampel.  
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Kadar HCN total dihitung sebagai berikut: 

HCN total (ppm) = 396 x absorbansi                                                                      (3.2)                                             

c. Penetuan Kadar Lignin pada Ampas Singkong (Adaganti et al., 2014) 

Sebanyak 1 gram sampel ditempatkan pada beaker gelas 100 mL dan 

ditambahkan 15 mL asam sulfat 72% (v/v). Campuran larutan didiamkan selama 2 

jam pada suhu kamar. Larutan dituang kedalam  tabung Erlenmeyer 1L dan ditambah 

dengan 560 mL akuades. Larutan diautoclave selama 2 jam dan endapan yang 

terbentuk disaring. Selanjutnya, endapan dikeringkan pada suhu 40 °C sampai berat 

konstan dan ditimbang. Presentase kadar lignin dihitung dengan menggunakan 

persamaan 3.3. 

% Kadar lignin =                                                 (3.3) 

 

3.4.3 Delignifikasi dan Ekstraksi Xilan dari Ampas singkong  

a. Delignifikasi 

5 gr sampel direndam dengan larutan NaOCl 0,5%  pada suhu 28
0
C selama 5 

jam. Kemudian dibilas dengan akuades dan disaring. Padatan yang diperoleh 

digunakan untuk ekstraksi xilan pada sub bab 3.4.3.b 

b. Ekstraksi Xilan dari Ampas Singkong 

Padatan yang dihasilkan direndam dalam larutan NaOH dengan variasi 

konsentrasi 4, 8, 12, 16, dan 18% (b/v) selama 24 jam pada suhu 28
0
C  kemudian 

disaring. Supernatan yang dihasilkan diukur pH-nya menggunakan pH meter. 

Kemudian supernatan dinetralkan dengan menambahkan tetes demi tetes HCl 6 N 

sampai pH netral (pH = 7) dan disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm selama 10 

menit. Hasil sentrifugasi dipisahkan dengan cara dekantasi. Kemudian supernatan 

ditambahkan etanol 95% dengan perbandingan 1:3 (supernatant : etanol) dan 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Endapan yang 

diperoleh dikeringkan pada suhu 40
0
C sampai beratnya konstan (Richana et al., 

2007). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


23 
 

Berat xilan dapat dihitung dengan rumus : 

Rendemen xilan (%) = berat akhir x 100%                                                              (3.4) 

berat awal 

3.4.4 Kromatografi Filtrasi Gel dan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) (Ratnadewi et 

al., 2007) 

Xilan hasil ekstraksi  dikromatografi filtrasi gel. Xilan dilarutkan dengan 

buffer. Fase diam yang digunakan adalah Sephadex G25. Sampel sebanyak 1000 µl 

dialirkan ke dalam kolom dan buffer dielusikan (@ 200 µl) ke dalam kolom 

kromatografi gel. Eluen yang keluar dari kolom ditampung pada tabung eppendorf 

setiap 200 µl hingga dihasilkan beberapa fraksi. 

Fraksi yang dihasilkan diuji dengan KLT untuk menguji adanya xilan. 

Sebanyak 8µl (pada masing-masing fraksi) ditotolkan pada plat silica yang sudah 

diberi tanda nomor pada tempat penotolannya. Eluen yang digunakan adalah 1-

butanol:asetat:akuades (2:1:1, v/v/v).  Plat silika dimasukkan ke dalam chamber yang 

diisi dengan eluen. Elusi dilakukan hingga 1,5 cm di bawah tepi atas plat silika. Plat 

diambil dan dikeringkan selama 30 menit. Spot yang dihasilkan divisualisasikan 

dengan menyemprotkan larutan naftol dan H2SO4 dalam etanol kemudian dioven 

pada suhu 100
0
C selama 5 menit (Ratnadewi et al., 2007). 

1.4.5 Analisis Produk Hidrolisis Xilan dari Ampas Singkong 

a. Pembuatan Kurva Standar Xilosa 

Larutan standar xilosa disiapkan dengan konsentrasi yang berbeda (0,25-1,25 

mg/ml dengan selisih 0,05 mg/mL). Sebanyak 250 μL dari masing-masing 

konsentrasi dicampurkan dengan 750 μL reagen DNS dalam tabung reaksi. Campuran 

ini dipanaskan dalam air mendidih selama 20 menit dan langsung didinginkan dalam 

air es selama 20 menit. Warna yang dihasilkan diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 550 nm dan dibuat grafik antara sumbu x (konsentrasi xilosa) dan sumbu 

y (nilai absorbansi). 
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b. Hidrolisis Xilan Dengan Optimasi Waktu Inkubasi 

Sebanyak 125µL enzim endoxilanase ditambahkan dengan 125 µL substrat 

(0,5% b/v) xilan dari ampas singkong dalam buffer fosfat-sitrat pH 5. Kemudian 

diinkubasi dalam waterbath pada 40
0
C dengan variasi waktu inkubasi 5 jam, 10 jam, 

16 jam, 20 jam, dan 24 jam. Produk hidrolisis dianalisis dengan metode DNS, KLT 

dan KCKT. 

 Analisis Total Gula pereduksi 

Produk hidrolisis yang dihasilkan pada tiap-tipa waktu inkubasi, selanjutnya 

ditambahkan masing-masing 600µL larutan DNS dan dipanaskan pada suhu 100
0
C 

dalam waterbath selam 15 menit. Setelah dipanaskan, larutan didinginkan dalam air 

es selama 20 menit. Warna yang dihasilkan diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 550 nm. 

 Kromatografi Lapis Tipis  

Sebanyak 8µl (pada masing-masing waktu inkubasi) ditotolkan pada plat 

silica yang sudah diberi tanda nomor pada tempat penotolannya. Eluen yang 

digunakan adalah 1-butanol: asetat: akuades (2:1:1, v/v/v).  Plat silika dimasukkan ke 

dalam chamber yang diisi dengan eluen. Elusi dilakukan hingga 1,5 cm di bawah tepi 

atas plat silika. Plat diambil dan dikeringkan selama 30 menit. Spot yang dihasilkan 

divisualisasikan dengan menyemprotkan larutan naftol dan H2SO4 dalam etanol 

kemudian dioven pada suhu 100
0
C selama 5 menit (Ratnadewi et al., 2007). 

 Kromatografi Cairan Kinerja Tinggi (KCKT) 

- Uji Larutan Standar Xilooligosakarida 

Larutan standar xilan sebanyak 10 µL pada konsentrasi 100 ppm diinjekkan 

ke dalam komatografi dan dielusi menggunakan air dengan kecepatan alir 

0,8mL/menit. Instrumen yang digunakan yaitu KCKT dengan jenis kolom C18 

sebagai fase diam, fase gerak : air, volume injeksi sebanyak 10 µL, detekor refraktif 

indeks dengan kecepatan alir 0,8 mL/menit (Richana et al., 2007). 

- Deteksi Produk Hidrolisis Xilan dari Ampas Singkong  
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Larutan sampel sebanyak 10 µL diinjekkan ke dalam komatografi dan dielusi 

menggunakan air dengan kecepatan alir 0,8mL/menit. Instrumen yang digunakan 

yaitu KCKT dengan jenis kolom C18 sebagai fase diam, fase gerak : air, volume 

injeksi sebanyak 10 µL, detekor refraktif indeks dengan kecepatan alir 0,8 mL/menit. 

Analisis kuantitatif dilakukan dengan membandingkan puncak kromatogram xilan uji 

dan luas puncak kromatogram larutan baku xilan terhadap konsentrasi larutan baku 

(Rihanna et al., 2007): 

Kadar sampel = luas area sampel  x kadar standar                                                  (3.5)   

                          luas area standar 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan   

1. Terdapat 2 sampel xilan yang dihasilkan dari proses ekstraksi yaitu xilan dari 

ampas singkong yang telah didelignifikasi dan xilan dari ampas singkong tanpa 

delignifikasi. Konsentrasi NaOH 12% menghasilkan rendemen xilan paling tinggi 

pada sampel delignifikasi dan non-delignifikasi yaitu sebesar 32,14% dan 52,36%. 

Rendemen xilan pada sampel non-delignifikasi lebih tinggi dari pada sampel 

delignifikasi karena lignin pada sampel ikut terekstrak. 

2. Xilan dari ampas singkong dapat digunakan sebagai substrat enzim endo-ß-1,4-D-

xilanase yang ditunjukkan dengan dihasilkannya produk hidrolisis. Hal ini 

berdasarkan analisis total gula pereduksi sebesar 3,533 mg/mL dan analisis KCKT. 

Dari hasil analisis KCKT diperoleh informasi jenis xilooligosakarida serta 

kadarnya yaitu X5 (5591,15 ppm), X4 (35,17 ppm), X3 (89,80 ppm) dan X1 (7,43 

ppm). 

3. Waktu inkubasi optimum xilan dari ampas singkong adalah 16 jam dengan 

konsentrasi total gula reduksi sebesar 3,533 mg/mL pada sampel delignifikasi dan 

3,389 mg/mL pada sampel non-delignifikasi.  

 

5.2 Saran 

1. Sampel yang akan diekstraksi xilannya sebaiknya dilakukan steam dan 

delignifikasi terlebih dahulu untuk memperoleh berat xilan lebih banyak.   

2. Xilan hasil ekstrasksi belum diketahui kadarnya sehingga perlu dilakukan 

penentuan kadar xilan  

3. Xilan hasil ekstraksi belum diketahui jenis xilannya sehingga perlu dilakukan 

analisis penentuan jenis xilan   
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4. Xilan hasil ekstraksi belum diketahui derajat polimerisasi (DP) sehingga perlu 

dilakukan analisis penentuan DP   

5. Analisis jenis dan kadar xilooligosakarida menggunakan KCKT, sebaiknya 

dilakukan pengukuran berulang untuk memperoleh data yang lebih kuat. 
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Lampiran 

 

 

Lampiran A. Pembuatan Larutan dan Reagent 

A.1 Pembuatan Larutan NaOH 2, 4, 8, 12 dan 16% (b/v) 

Sebanyak 2, 4, 8, 12 dan 16 gram padatan NaOH dilarutkan dengan 100 mL akuades 

dan dimasukkan ke dalam labu ukur dan kemudian ditambahkan akuades sampai 

tanda batas. 

 

A.2 Pembuatan Larutan HCl 6 M 

Larutan induk HCl 12 M sebanyak 50 mL dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. 

Kemudian diencerkan dengan akuades sampai tanda batas. 

 

A.3 Pembuatan Larutan H2SO4 72% (v/v) 

Larutan induk H2SO4  98% sebanyak 73,5 mL H2SO4 98% dimasukkan ke dalam labu 

ukur 100 mL dan diencerkan dengan akuades sampai tanda batas. 

 

A.4 Pembuatan Reagen DNS 

Reagen DNS dibuat dengan cara mencampurkan bahan – bahan berikut ini: 

a. 60 ml H2O 

b. 1 gram NaOH 

c. 18,2 gram K/Na-Tartat 

d. 1 gram DNS 

e. 0,05 gram Na-Sulfit 

f. 0,2 gram fenol 

g. Ditambah akuades hingga 100 ml 

Semua bahan tersebut ditambahkan secara urut hingga benar-benar homogen.  

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


50 
 

Lampiran B. Kandungan Lignin, Air, dan HCN pada Kulit Singkong 

 

Kadar lignin  =  

 

Kadar Air  =  

 

Keterangan : a = berat sampel 

b = berat sampel + cawan porselin sebelum dioven 

c = berat sampel + cawan porselen setelah dioven 

 

Kadar HCN = 396 x absorbansi (ppm) 

 

B.1 Kandungan Lignin, Air, dan HCN 

 

Kandungan 

Kadar  

Standar 

Deviasi 

Ulangan 

1 

Ulangan 

2 

Ulangan 

3  

Rata-rata 

Lignin (%)   4,00   4,00 5,00 4,34 0,57 

Air (%)   7,34   7,67 7,34 7,45 0,19 

HCN (ppm) 15,45 16,63 16,23 16,10 0,60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berat akhir x 100% 

Berat awal 

b-c     x 100% 

 a 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


51 
 

Lampiran C. Rendemen Xilan dari Kulit Singkong 

Rendemen xilan =  

 

 

[NaOH] 

(%) 

 

Kandungan 

Rendemen xilan (%)  

Standar 

Deviasi 

Ulangan 

1 

Ulangan 

2 

Ulangan 

3  

Rata-

rata 

4 D 19,40      19,20  18,60 19,07 0,41 

 N-D 43,60 44,20 43,60 43,80 0,34 

8 D 26,60 25,60 26,00 26,07 0,50 

 N-D 48,86 48,16 48,46 48,49 0,35 

12 D 31,80 32,60 32,00 32,14 0,41 

 N-D 52,16 52,46 52,46 52,36 0,10 

16 D 28,80 27,80 28,20 28,27 0,50 

 N-D 49,26 49,66 50,06 49,66 0,40 

18 D 22,20 22,20 23,00 22,47 0,40 

 N-D 40,06 41,06 40,26 40,46 0,52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berat akhir x 100% 

Berat awal 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


52 
 

Lampiran D. Kurva Standar Xilosa pada 550 nm 

 

Konsentrasi xilosa 

(mg/ml) 

Absorbansi 

(nm) 

0,25 0,024 

0,50 0,182 

0,75 0,400 

1,00 0,679 

1,25 0,957 

1,50 1,247 
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Lampiran E. Variasi Waktu Inkubasi Endo-β-1,4-xilanase 

 

Waktu 

(jam) 

Sampel  Total Gula Peredeuksi 

(mg/ml) 

Standar  

Deviasi 

Abs 1 Abs 2 Ulangan 

1 

Ulangan 

2 

Rata-

rata 

5 D 0,673 0,671 1,933 1,929 1,931 0,002 

N-D 0,602 0,605 1,791 1,797 1,794 0,004 

10 D 0,715 0,712 3,027 3,018 3,022 0,006 

N-D 0,697 0,699 2,972 2,978 2,975 0,004 

16 D 0,881 0,885 3,527 3,539 3,533 0,008 

N-D 0,834 0,837 3,385 3,394 3,389 0,006 

20 D 0,849 0,841 3,430 3,406 3,418 0,010 

N-D 0,817 0,813 3,334 3,322 3,328 0,008 

25 D 0,834 0,829 3,385 3,370 3,377 0,010 

N-D 0,811 0,807 3,316 3,304 3,310 0,008 
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Lampiran F. Kromatogram KCKT 

F.1 Standar Xilosa 

 

 

 

Puncak Waktu retensi Luas puncak Tinggi puncak 

1 7,169 2496 99 

2 14,582 644536 98420 

3 16647 7852 1,199 

Total  654884 100 
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F.2 Standar Xilobiosa 

 

 

 

Puncak Waktu retensi Luas puncak Tinggi puncak 

1 11.917 484622 15277 

Total  484622 15277 
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F.3 Standar Xilooligosakarida 

 

 

 

Puncak Waktu retensi Luas puncak Tinggi puncak 

1 6.960 1198 60 

2 8.853 439519 8630 

3 9.392 88987 3625 

4 10.472 194921 5930 

5 11.915 360389 11303 

6 13.371 7130 273 

7 14.614 2744 90 

Total  1094888 29909 
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F.4 Hasil Hidrolisis Xilan dari Ampas Singkong 

 

Puncak Waktu Retensi  Luas puncak Tinggi Puncak 

1 0,903 7475 181 

2 8,354 6121660 188084 

3 9,065 38508 1973 

4 9,779 8416 485 

5 10,850 98178 3996 

6 13,373 2624 109 

7 13,949 4793 242 

8 16,033 12561 392 

9 16,858 144950 4963 

10 18,049 8781 273 

11 19,148 72584 2133 

12 20,396 22590 681 

13 20,919 11288 397 

14 23,754 3033 100 

Total  6557440 204007 
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Lampiran G. Perhitungan Kadar Hasil Hidrolisis 

G.1 Standar Xilooligosakarida 

Jenis Standar 
Waktu Retensi 

(menit) 
Luas Puncak 

Kadar 

(ppm) 

Xilopentosa (X5) 8,853 439519 401,43 

Xilotetrosa (X4) 9,392 88987 81,28 

Xilotriosa (X3) 10,472 194921 178,03 

Xilobiosa (X2) 11,917 484622 1000,00 

Xilosa (X1) 14,582 644536 1000,00 

 

G.2 Kadar Hasil Hidrolisis Xilan dari Ampas Singkong 

Kadar sampel (ppm)=  

 

Jenis Standar 
Waktu Retensi 

(menit) 
Luas Puncak 

Kadar 

(ppm) 

Xilopentosa (X5) 8,354 6121660 5591,15 

Xilotetrosa (X4) 9,065 38508 35,17 

Xilotriosa (X3) 10,850 98178 89,80 

Xilosa (X1) 13,949 4793 7,43 
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