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MOTTO 

 

“Allah tidak akan membebani seseorang melainkan sesuai dengan 

kesanggupannya”  

(Q.s. Al-Baqarah:286)*) 

 

“Dan Aku telah melimpahkan kasih sayang yang datang dari-Ku; dan supaya 

kamu diasuh dibawah pengawasan-Ku” 

 (Q.s. At-Thaha:39)**) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*) Departemen Agama Proyek Pengabdian Kitab Suci Al-Qur’an. 1975. Al Qur’an 

dan Terjemahannya. Jakarta: PT. Bumi Restu. 
**) Kementrian Agama RI. 2007. Al-Qur’an dan Terjemahnya dilengkapi dengan 

Kajian Usul Fiqih dan Intisari Ayat. Bandung: PT. Sygma Examedia Arkanleema. 
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RINGKASAN 

 

Imobilisasi Endo-β-1,4-d-xilanase Menggunakan Silika yang Disintesis dari 

TEOS untuk Produksi Xilooligosakarida; Shelly Trissa R, 131810301028; 

2018: 62 halaman; Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam Universitas Jember. 

Endoxilanase merupakan salah satu enzim xilanase yang mampu 

menghidrolisis polisakarida seperti xylan. Endoxilanase akan memutus ikatan β -

1,4 pada bagian  rantai utama xylan secara teratur, sehingga menghasilkan gula 

yang lebih sederhana seperti xilooligosakarida. Xilooligosakarida merupakan gula 

yang tersusun dari dua hingga tujuh unit xilosa yang dihubungkan dengan ikatan 

β-1,4. Xilooligosakarida dimanfaatkan sebagai prebiotik ketika dikonsumsi oleh 

tubuh manusia (Moura et al., 2006; Vazquez et al., 2000). Pemanfaatan enzim 

untuk memproduksi xilooligosakarida sangat menguntungkan, namun memiliki 

beberapa kelemahan. Secara umum, reaksi enzimatis seperti ini akan sulit untuk 

memperoleh enzim kembali pada akhir reaksi, sehingga penggunaan ulang enzim 

terbatas (Krajewska, 2004). Tingginya harga suatu enzim akan menjadi kendala 

jika reaksi enzimatis digunakan dalam skala besar.  

Kendala seperti ini dapat diatasi dengan cara melakukan imobilisasi 

enzim. Imobilisasi merupakan teknik penjebakan enzim dalam suatu matrik 

polimer atau pengikatan enzim pada matrik pembawa (Tischer et al., 1999). 

Enzim terimobilisasi memiliki beberapa keuntungan dibandingkan dengan enzim 

murni tanpa imobilisasi, yaitu lebih mudah dipindahkan dari campuran reaksi, 

dapat digunakan berulang-ulang, dan langsung menghasilkan produk yang bebas 

enzim (Tischer et al., 1999).  

Imobiliasasi yang dilakukan menggunakan metode ikatan kovalen. Enzim 

yang digunakan pada penelitian ini yaitu endo-β-1,4-D-xilanase yang diproduksi 

dari isolat Bacillus sp. asal mikroorganisme abdomen rayap. Enzim hasil produksi 

dipurifikasi dan dikarakterisasi untuk melihat aktivitas serta kadar proteinnya. 

Enzim dengan aktivitas terbesar digunakan untuk proses imobilisasi. Matrik 

pembawa yang digunakan pada proses imobilisasi yaitu silika. Silika yang 
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digunakan merupakan hasil sintesis dari prekursor Tetraethylorthosilicate (TEOS) 

dengan metode sol-gel. Sintesis dilakukan dengan memvariasi perbandingan mol 

katalis  NH3:TEOS 0,03 ; 0,06 ; 0,12. Hasil sintesis dikarakterisasi menggunakan 

Scanning Electron Microscopy (SEM) untuk melihat ukuran silika yang 

dihasilkan. Silika  hasil sintesis digunakan untuk mengimobilisasi endo-β-1,4-D-

xilanase dengan bantuan glutaraldehida. Penggunaan glutaraldehida berfungsi 

sebagai jembatan antara silika dengan enzim untuk berikatan secara kovalen. 

Gugus amino yang bersifat nukleofilik dapat menyerang suatu elektrofil yaitu 

gugus aldehida yang terdapat pada silika 

Enzim terimobilisasi ini kemudian digunakan untuk menghidrolisis xilan 

oat konsentrasi 0,8%  dan dihidrolisis pada suhu 40º C selama 12 jam. 

Penggunaan berulang endo- β -1,4-D-xilanase terimobil juga dilakukan pada suhu 

40º C selama 12 jam dengan melakukan sebanyak 4 siklus hidrolisis. Produk 

hidrolisis diuji secara kualitatif dan kuantitatif. Analisis xilooligosakarida secara 

kualitatif dilakukan menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT), sedangkan 

kuantitatif mengunakan perhitungan gula pereduksi. 

Hasil penelitian menunjukkan ukuran silika yang dihasilkan dari sintesis 

variasi perbandingan mol NH3:TEOS 0,03 ; 0,06 ; 0,12 berturut-turut adalah 88,48 

nm ; 271,31 nm ; 473,52 nm. Ketiga silika hasil sintesis digunakan sebagai matrik 

pembawa pada proses imobilisasi enzim. Enzim yang digunakan adalah endo-β-

1,4-D-xilanase yang telah dimurnikan dengan nilai enzim spesifik sebesar 0,171 

U/mg. Enzim terimobil pada silika ukuran 88,48 nm ; 271,31 nm ; 473,52 nm 

secara berturut-turut menghasilkan nilai yield imobilisasi 30,49% ; 15,10% ; 

10,57% , hasil ini menunjukan persentase protein enzim yang berhasil melekat 

pada silika. Penelitian ini juga menggunakan silika nanopartikel komersial ukuran 

20 nm sebagai pembanding silika nanopartikel hasil sintesis (silika ukuran 88,48 

nm). Silika nanopartikel komersial ukuran 20 nm menghasilkan yield imobilisasi 

sebesar 50,37%. Enzim terimobil pada silika ukuran 88,48 nm ; 271,31 nm ; 

473,52 nm menghasilkan efisiensi imobilisasi berturut-turut adalah dan 41,25% ; 

31,88% ; 19,38%. Silika nanopartikel 20 nm menghasilkan effisiensi imobilisasi 
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sebesar 60,41%. Hasil ini menunjukkan persentase kemampuan enzim terimobil 

untuk menghasilkan produk dibandingkan dengan enzim bebas. 

 Produk hasil hidrolisis xilan menggunakan enzim terimobil hanya 

menunjukkan komponen xilopentosa (X5) pada analisis KLT, dibuktikan dengan 

nilai faktor retardasi yang mendekati standar X5. Perhitungan total kadar gula 

pereduksi hasil hidrolisis enzim terimobil pada silika ukuran 88,48 nm ; 271,31 

nm ; 473,52 nm; dan 20 nm secara berturut-turut adalah 0,727 mg/mL; 0,666 

mg/mL; 0,641 mg/mL; dan 0,785 mg/mL. Semua variasi enzim terimobil 

menghasilkan total gula pereduksi yang lebih banyak dibandingkan dengan enzim 

bebas yang hanya menghasilkan 0,349 mg/mL.  

Kesimpulan dalam penelitian ini yaitu teknik imobilisasi endo- β -1,4-D-

xilanase yang dilakukan lebih efisien dibandingkan penggunaan enzim secara 

bebas. Ditinjau dari kemampuan enzim untuk digunakan secara berulang dan 

jumlah produk yang dihasilkan. Imobilisasi endo- β -1,4-D-xilanase menggunakan 

silika hasil sintesis menunjukkan persen yield dan efisiensi imobilisasi yang lebih 

rendah dibandingkan dengan silika komersial. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang  

Endoxilanase merupakan salah satu enzim xilanase yang mampu 

menghidrolisis hemiselulosa seperti xylan. Endoxilanase akan memutus ikatan β -

1,4 pada bagian  rantai utama xylan secara teratur, sehingga menghasilkan gula 

yang lebih sederhana seperti xilooligosakarida. Xilooligosakarida merupakan gula 

yang tersusun dari dua hingga tujuh unit xilosa yang dihubungkan dengan ikatan 

β-1,4. Xilooligosakarida dimanfaatkan sebagai prebiotik ketika dikonsumsi oleh 

tubuh manusia (Moura et al., 2006; Vazquez et al., 2000). 

Pemanfaatan enzim untuk memproduksi xilooligosakarida sangat 

menguntungkan, namun memiliki beberapa kelemahan. Secara umum, reaksi 

enzimatis seperti ini akan sulit untuk memperoleh enzim kembali pada akhir 

reaksi, sehingga penggunaan ulang enzim terbatas (Krajewska, 2004).  Tingginya 

harga suatu enzim akan menjadi kendala jika reaksi enzimatis digunakan dalam 

skala besar. Kendala seperti ini dapat diatasi dengan cara menggabungkan enzim 

secara fisik atau kimia dengan suatu matrik yang tidak dapat larut dalam air 

sehingga enzim dengan mudah diperoleh kembali pada akhir reaksi dan  dapat 

digunakan berulang, yang dikenal sebagai imobilisasi enzim. Enzim terimobilisasi 

akan mampu mempertahankan aktivitas dan stabilitasnya sehingga dapat 

digunakan berulang dan kontinyu (Jegannathan et al., 2008).  

Dhiman et al (2011) membandingkan hasil enzim terimobil dengan enzim 

bebas. Xilanase dari Pholiota adiposa diimobil secara ikatan kovalen dengan 

matrik silika nanopartikel dan melaporkan bahwa xilanase terimobil menghasilkan 

45% xilooligosakarida lebih banyak dibanding dengan xilanase tanpa imobilisasi 

serta menunjukan aktivitas enzim yang masih baik setelah 17 siklus penggunaan 

berulang. Menurut Singh et al (2011) terdapat berbagai macam metode untuk 

mengimobilisasi suatu protein enzim kedalam matrik pendukung dan yang paling 

stabil adalah menggunakan metode ikatan kovalen. Umumnya, gugus amina dari 

enzim yang berperan sebagai nukleofil dapat berikatan secara kovalen dengan 
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gugus yang bersifat elektrofil dari matrik pembawanya. Matrik pembawa yang 

digunakan pada imobilisasi ikatan kovalen terdapat bermacam-macam seperti 

kitin, glass bead, sepabead, kitosan, silika gel, silika nanopartikel dan lain 

sebainya. Jenis dan ukuran matrik pembawa akan menentukan hasil effisiensi 

imobilisasi.  

Zhang et al (2011) mengimobilisasi xilitol dehidrogenase secara ikatan 

kovalen menggunakan beberapa matrik yaitu amberlite, sepabeads, diaion, 

eupergit, silika nanopartikel 15 nm, 30 nm, 80 nm serta silika 3000 nm dan 

melaporkan bahwa imobilisasi menggunakan silika nanopartikel 15 nm 

menghasilkan effisiensi imobilisasi terbaik. Ukuran matrik pembawa yang 

semakin kecil akan memiliki daya tampung enzim yang semakin baik karena luas 

permukaan spesifiknya semakin besar.  

Silika nanopartikel banyak dipilih sebagai matrik pembawa imobilisasi 

karena memiliki luas permukaan yang lebar sehingga kemampuan untuk mengikat 

enzim semakin baik (Kim et al, 2006). Silika nanopartikel dapat diperoleh secara 

komersial ataupun dengan sintesi. Metode sintesis silika nanopartikel yang cukup 

sederhana dan dapat menggunakan temperatur rendah adalah metode sol-gel. 

Berdasarkan penelitian Bracho et al (2011) menyatakan bahwa perbandingan rasio 

mol antara NH3:Tetraethylorthosilicate (TEOS) yang akan menghasilkan 

nanopartikel adalah 0,03 hingga 0,35. Ibrahim, (2010)  melakukan sintesis silika 

nanopartikel menggunkan metode sol gel dengan  memvariasi mol katalis NH3 

yaitu NH3 0,11 : TEOS 0,28  yang menghasilkan silika berukuran 55 nm serta 

perbandingan NH3 0,3 : TEOS 0,28 yang menghasilkan silika ukuran 130 nm. 

 Penelitian ini mengimobilisasi endo-β-1,4-D-xilanase yang diproduksi dari 

isolat bakteri Bacillus sp asal mikroorganisme abdomen rayap, dengan silika  

secara ikatan kovalen. Silika yang digunakan untuk imobilisasi difungsionalisasi 

menggunakan glutaraldehida terlebih dahulu sehingga dapat membentuk ikatan 

kovalen dengan enzim. Silika yang digunakan disintesis dari TEOS dengan 

metode sol-gel. Ukuran silika akan divariasi dengan cara pemberian konsentrasi 

NH3 yang berbeda selama proses sintesis. Pemberian katalis  NH3 yang semakin 

banyak akan menghasilkan ukuran partikel yang semakin besar. Variasi ukuran 
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silika ini dilakukan untuk melihat pengaruh ukuran matrik terhadap yield 

imobilisasi dan aktivitas enzim imobilisasi (effisiensi imobilisasi). Silika hasil 

sintesis dikarakterisasi ukurannya menggunakan SEM. Produk hasil hidrolisis 

endo-β-1,4-D-xilanase terimobilisasi diuji dengan KLT. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

 Berdasarkan latar belakang di atas maka diperoleh rumusan masalah 

sebagai berikut : 

1. Bagaimana karakteristik silika hasil sintesis ditinjau dari (a) ukuran partikel ; 

(b) pengaruhnya terhadap persen yield imobilisasi 

2. Seberapa besar perubahan aktivitas endo-β-1,4-D-xilanase yang terimobilisasi 

(persen effisiensi) dengan silika setelah digunakan untuk empat kali 

hidrolisis? 

3. Bagaimana karakterisasi xilooligosakarida hasil hidrolisis? 

 

1.3 Batasan Masalah 

 Batasan masalah pada penelitian ini meliputi : 

1. Xilan yang digunakan pada penelitian ini adalah xilan oat. 

2. Kondisi hidrolisis dengan menggunakan endo-β-1,4-D-xilanase yaitu 12 jam  

pada suhu 40ºC, dan pH 5. 

 

1.4 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah : 

1. Mengetahui ukuran silika hasil sintesis serta pengaruhnya terhadap persen 

yield imobilisasi enzim. 

2. Mengetahui aktivitas endo-β-1,4-D-xilanase yang telah terimobilisasi dengan 

silika setelah penggunaan berulang sebanyak empat kali. 

3. Mengetahui komposisi xilooligosakarida hasil hidrolisis xilan dengan endo-β-

1,4-D-xilanase yang telah terimobilisasi dengan silika. 
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1.5 Manfaat 

Manfaat dari penelitian ini adalah: 

1. Memberikan informasi bahwa silika yang disintesis dari TEOS dapat 

digunakan sebagai matrik pendukung imobilisasi enzim. 

2. Memberikan informasi bahwa imobilisasi enzim mempunyai beberapa 

keuntungan dibandingkan dengan penggunaan enzim bebas tanpa imobilisasi.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1  Endo-𝜷-1,4-D-xilanase 

Enzim merupakan biomolekul berupa protein yang terdiri dari satu atau 

lebih rantai polipeptida (Wirahadikusumah, 1989). Enzim merupakan 

biokatalisator  yang akan meningkatkan kecepatan reaksi kimia, dimana reaksi 

tersebut tanpa enzim akan berlangsung lama. Enzim bekerja dengan cara 

menempel pada permukaan molekul zat-zat yang bereaksi sehingga mempercepat 

proses reaksi. Percepatan reaksi terjadi karena enzim menurunkan energi 

pengaktifan sehingga akan mempermudah terjadinya reaksi. Enzim mengikat 

molekul substrat membentuk kompleks enzim substrat yang bersifat sementara 

dan lalu terurai membentuk enzim bebas dan produknya (Lehninger, 1995). 

 Reaksi enzimatis berperan penting dalam reaksi hidrolisis xilan. Enzim 

utama yang digunakan untuk hidrolisis xilan adalah endo-𝛽-1,4-xilanase dan 𝛽-

xilosidase. Produksi enzim dapat berasal dari beragam sumber, seperti jamur, 

bakteri, ganggang laut, dan lain-lain. Sumber produksi enzim secara komersial 

dihasilkan dari jamur (Shallom & Shoham, 2003).  

Endoxilanase dapat menghidrolisis  polisakarida seperti, xylan dan memiliki 

aplikasi serbaguna (Belanic et al., 1995). Endo-𝛽-1,4-D-xilanase menyerang 

rantai utama  xilan dengan cara  membelah ikatan  1,4 𝛽-D-silosidik  dan 

mengkatalisis pelepasan  xilooligosakarida (Ximenes et al., 1999). Endo-𝛽-1,4-D-

xilanase yang digunakan pada penelitian ini berasal dari abdomen rayap yang 

telah berhasil diisolasi dan dimurnikan oleh Ratnadewi dan Handayani (2007). 

Hampir semua endoxilanase dapat menghidrolisis rantai utama xilan yang tidak 

tersubtitusi oleh gugus arabinosa (Tuohy et al., 2001). 

2.2 Xilan 

Xilan merupakan salah satu penyususn dalam sel tumbuhan. Xilan dalam 

sel tumbuhan yang memiliki kayu keras (hardwood) seperti Birch memiliki 

presentasi 30% sedangkan dalam tumbuhan kayu lunak (softwood) seperti cemara 
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memiliki presentase sebesar 8%. Xilan merupakan komponen utama dari 

hemiselulosa yaitu polimer dari unit 𝛽-D-xilopiranosil yang diikat oleh ikatan 

glikosida dengan jumlah monomer berkisar antara 150-200 unit (Sunna dan 

Antranikian, 1997). Monomer utama pada sebagian besar xilan yaitu D-xilosa, D-

manosa, D-galaktosa, dan L-arabinosa (Ibrahim, 1998). Xilan yang digunakan 

sebagai substrat pada penelitian ini adalah xilan oat. Struktur rantai xilan yang 

akan dipotong endo-𝛽-1,4-D-xilanase membentuk produk xilooligosakarida dapat 

dilihat pada Gambar 2.1. 
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Gambar 2.1 Struktur xilan (Vazquez et al., 2006) 

 

2.3 Xilooligosakarida (XOS) 

 Xilooligosakarida merupakan gula oligomer yang terbuat dari satuan xilosa 

dengan rantai pajang antara 2 hingga 10 rantai dan merupakan bahan makanan 

yang tidak dapat dicerna oleh tubuh (Manisseri dan Gudipati, 2010). 

Xilooligosakarida terbuat dari bahan utama pembentuk xilosa yang memiliki 

ikatan β, 1→4 (Gambar 2.2). Xilooligosakarida biasanya diproduksi dari 

lignoselulosa dan xilan yang terkandung pada kayu keras, jagung, tongkol, jerami, 

sekam padi atau kulit padi (Gullon et al., 2011). 

Xilanase memiliki tempat yang istimewa bagi komunitas ilmiah karena 

memiliki aplikasi yang cukup luas dalam bidang industri. Salah satu aplikasi 

xilanase yang cukup diminati adalah produksi xilooligosakarida (Dhiman et al., 

2008). Xilooligosakarida memiliki potensi sebagai prebiotik bagi manusia dan 

hewan untuk memperbaiki kesehatannya. Xilooligosakarida juga dapat 
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diaplikasikan dalam bidang pangan dengan cara mencampurkannya pada bahan 

makanan. Penambahan xilooligosakarida pada bahan pangan efektif memberikan 

manfaat seperti menurunkan jumlah kolesterol, meningkatkan proses biologikal 

dari kalsium, lebih dari itu xilooligosakarida yang terdapat dalam bahan makanan 

dapat diterima oleh tubuh dan tidak menyebabkan keracunan maupun efek negatif 

lainnya bagi kesehatan manusia (Moriss et a., 1993). 
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Gambar 2.2 Struktur Xilooligosakarida(Akpinar et al., 2007) 

 

2.4 Imobilisasi Enzim 

Imobilisasi enzim merupakan teknik penjebakan enzim dalam suatu matrik 

polimer atau pengikatan enzim pada matrik pembawa. Enzim terimobil memiliki 

beberapa keuntungan dibandingkan dengan enzim murni tanpa imobilisasi, yaitu 

lebih mudah dipindahkan dari campuran reaksi, dapat digunakan berulang-ulang, 

dan langsung menghasilkan produk yang bebas enzim (Tischer et al., 1999).  

Metode imobilisasi enzim ada tiga macam, yaitu, metode carrier binding, 

entrapping, dan cross-lingking (Gambar 2.3). Metode carrier binding didasarkan 

atas pengikatan enzim langsung pada zat pembawa yang tidak larut dalam air. 

Metode ini dapat dibedakan menjadi tiga yaitu, metode adsorpsi fisik, ikatan 

ionik, dan ikatan kovalen. Metode entrapping atau penjebakan merupakan teknik 

imobilisasi yang berdasarkan pada pengikatan enzim pada kisi-kisi matrik polimer 

atau dengan cara menutupi enzim menggunakan membran semipermiabel atau 

disebut mikrokapsul. Metode cross-lingking atau ikatan silang yaitu imobilisasi 

yang berdasarkan pembentukan ikatan kimia, seperti dalam metode ikatan 

kovalen, namun pembawa yang tidak larut dalam air tidak digunakan dalam 

metode ini. Imobilisasi enzim dilakukan dengan pembentukan ikatan silang 

(Hartoto, 2008). 

Faktor penting untuk proses imobilisasi enzim adalah pemilihan metode 

dan matrik pendukung imobilisasi (Hanefeld et al., 2009). Interaksi yang 
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mendasari antara enzim dengan matrik pendukung meliputi adsorpsi fisik, gaya 

elektrostatik, spesific recognition, dan ikatan kovalen (Tan et al., 2008). Metode 

ikatan kovalen memiliki kestabilan imobilisasi antara enzim dengan matrik 

pendukung yang lebih baik dibandingkan dengan metode lainnya (Singh et al., 

2010). Gugus amino pada enzim dapat menggunakan ikatan kovalen untuk 

berikatan dengan matrik pendukung (Fessner & Anthonsen, 2009). Gugus amino 

berperan sebagai nukleofil sehingga dapat menyerang suatu elektrofil seperti 

epoksida atau aldehida (Singh et al., 2010). 

Imobilisasi enzim xilanase untuk menghasilkan xilooligosakarida telah 

dilakukan oleh Kapoor et al (2006) menggunakan beberapa metode, yaitu 

entrapping (gelatin), adsorpsi fisik (kitin), ikatan ionik (Q-sepharose), dan ikatan 

kovalen (HP-20). Semua metode imobilisasi enzim yang dilakukan menghasilkan 

aktivitas katalitik, termal, kesetabilan pH, dan produksi xilooligosakarida lebih 

baik dibandingkan dengan enzim bebas tanpa imobilisasi. Metode adsorpsi fisik 

serta ikatan kovalen mendapatkan hasil yang lebih baik dibandingkan metode 

lainnya berdasarkan tingginya hasil produksi xilooligosakarida dan biaya yang 

diperlukan. Imobilisasi enzim xilanase lainnya dilakukan oleh Dhiman et al, 

(2012) menggunakan matrik silika nanopartikel dengan metode ikatan kovalen 

yang menghasilkan 45% xilooligosakarida lebih banyak dibandingkan dengan 

enzim bebas serta aktivitasnya hanya berubah menjadi 97% setelah penggunaan 

17 siklus. Ikatan kovalen antara enzim dengan matrik silika nanopartikel yang 

dilakukan Dhiman menggunakan bantuan glutaraldehida.  
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Gambar 2.3 Metode Imobilisasi Enzim (Guisan, 2006). 

 

2.5 Glutaraldehida 

 Glutaraldehida adalah cairan tidak berwarna dengan bau yang menyengat. 

Glutaraldehida dapat diaplikasikan secara luas mulai dari bidang kesehatan, ilmu 

pengetahuan, hingga industri. Glutaraldehida adalah desinfektan yang baik untuk 

perlengkapan kedokteran. Bahan ini juga dapat digunakan sebagai pembersih 

mikroskop elektron, material penghubung, agen tanning, tambahan dalam 

kosmetik, perlengkapan mandi, pengawet kimia dan lain-lain (Beauchamp et al., 

1992).  

 Zhang et al (2010) melakukan penelitian mengenai imobilisasi enzim 

xilitol dehidrogenase secara ikatan kovalen mengggunakan silika nanopartikel 

yang telah dimodifikasi. Modifikasi yang dilakukan adalah dengan memberikan 

suatu gugus fungsi di permukaan luar silika nanopartikel. Gugus fungsi yang 

diberikan antara lain gugus aldehida, sianogen, karbodiimida, serta epoksi. 

Modifikasi gugus aldehida dilakukan dengan cara mencampur silika nanopartikel 

dengan glutaraldehida. Modifikasi gugus sianogen dilakukan dengan cara 
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mencampur silika nanopartikel dengan CNBr. Modifikasi gugus karbondiimida 

dilakukan dengan cara mencampur silika nanopartikel dengan (1-Cyclohexyl-3-(2-

morpholinoethyl) carbodiimide metho-p-toluenesulfonate) CMT. Modifikasi 

gugus epoksi dilakukan dengan cara mencampur silika nanopartikel dengan (γ-

glycidoxypropyl trimethoxysilane) GT. Modifikasi ini mempermudah terjadinya 

ikatan kovalen antara enzim dengan silika nanopartikel (Gambar 2.4). 

Berdasarkan penelitan tersebut diketahui bahwa modifikasi silika nanopartikel 

yang efektif adalah pemberian gugus epoksi dan aldehida dilihat dari efisiensi 

imobilisasinya. 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Modifikasi permukaan silika nanopartikel (Zhang et al, 2010). 

 Shing et al (2010) melakukan imobilisasi β-1,4-glukosidase kedalam silika 

nanopartikel termodifikasi. Modifikasi yang dilakukan adalah pemberian gugus 

aldehida menggunakan glutaraldehida (Gambar 2.5). Modifikasi silika 

nanopartikel menggunakan glutaraldehida semakin banyak digunakan karena 

lebih efisien. Glutaraldehida lebih terjangkau dibanding dengan agen modifikasi 

lainnya, serta menghasilkan efisiensi imobilisasi yang baik. 
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Gambar 2.5 Modifikasi silika nanopartikel dengan glutaraldehida serta skema ikatan 

kovalen dengan enzim (Shing et al., 2010). 

 

2.6 Silika Nanopartikel  

Silika nanopartikel merupakan silika yang dibuat dalam skala nano (10-9 

m). Silika nanopartikel saat ini penggunaannya pada bidang industri semakin 

meningkat. Silika nanopartikel memiliki kestabilan yang baik, inert secara kimia, 

bersifat biokompatibel yang mampu bekerja selaras dengan sistem kerja tubuh, 

dan membentuk sperik tunggal (Fernandez, 2012). Silika nanopartikel terbukti 

penting dalam beberapa aplikasi bioteknologi dan biomedis seperti biosensor, 

pembawa obat, pelindung sel, agen pembeda pada Magnetic Resonance Imaging 

(MRI) dan ultrasound, serta alat terapi pada sistem pelepasan obat atau enzim 

(Neethirajen et al., 2009). Silika nanopartikel merupakan matrik pembawa yang 

baik untuk imobilisasi enzim karena memiliki luas permukaannya dan volume 

pori yang lebar, ukuran pori yang seragam, dapat dimodifikasi secara kimia 

dengan mudah, dapat digunakan berulang, dan ramah lingkungan (Zhang et al., 

2010). 

Beberapa metode yang banyak digunakan untuk mensintesis silika 

nanopartikel diantaranya sol-gel, mikroemulsi terbalik dan sintesis api. Sol-gel 

secara luas digunakan untuk memproduksi silika murni karena kemampuannya 

yang dapat mengontrol ukuran partikel (Rahman & Padavettan, 2012). Metode 

sol-gel adalah metode preparasi padatan dengan teknik temperatur rendah yang 

melibatkan transisi dari suatu sistem dengan partikel-partikel mikroskopik yang 

terdispersi dalam suatu cairan (sol) menjadi material makroskopik (gel) yang 

mengandung cairan, ketika cairan menguap maka yang tertinggal adalah material 
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keras seperti gelas. Sol-gel merupakan material amorf dan tidak memiliki dimensi 

pori yang seragam. Sintesis sol-gel umumnya melalui tahap-tahap hidrolisis dan 

kondensasi. (Wijaya, 2010).   

 

2.7 Tetraethylorthosilicate (TEOS) 

Tetraethylorthosilicate (TEOS) merupakan bahan yang sering digunakan 

untuk sintesis silika karena merupakan logam alkoksida yang dapat 

mempermudah kondisi reaksi (Bandyopadhyay et al., 2006). TEOS digunakan 

sebagai prekursor dan amonia sebagai katalis dalam proses sintesis silika 

nanopartikel. Pembuatan silika nanopartikel menggunakan metode sol-gel akan 

melalui reaksi hidrolisis dan kondensasi dengan proses Stöber. Penelitian Stöber 

menggunakan alkohol atau air untuk mengontrol hidrolisis dan kondensasi dari 

TEOS. Reaksi hidrolisis dan kondensasi dari TEOS dikatalis menggunakan 

amonia (Arjasa & Raharjo, 2012). Konsentrasi prekursor (TEOS) sangat 

berpengaruh terhadap ukuran partikel dari silika. Stuktur kimia dari TEOS dapat 

dilihat pada (Gambar 2.6). Ukuran partikel meningkat seiring kenaikan 

konsentrasi TEOS dengan konsentrasi amonia dan air adalah konstan (Fernandez, 

2012).  

 

Gambar 2.6. Struktur Kimia Tetraethylorthosilicate (Xiao et al., 2011) 

NH3 digunakan untuk menghasilkan silika nopartikel yang halus, seragam, 

dan homogen dengan ukuran dari 20 sampai 100 nm. Amonia bekerja sebagai 

katalis basa dalam reaksi hidrolisis. Konsentrasi katalis (NH3) sangat berpengaruh 

terhadap ukuran partikel silika. Ukuran partikel silika meningkat seiring kenaikan 

konsentrasi katalis yang digunakan, dengan konsentrasi TEOS dan air adalah 

konstan. Pada saat konsentrasi amonia dinaikkan, maka kecepatan hidrolisis dan 
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kondensasi juga menjadi cepat, sehingga produk intermediet yang dihasilkan 

semakin tinggi (Ibrahim et al., 2010). 

Gugus etoksi TEOS selama proses hidrolisis akan bereaksi dengan 

molekul air membentuk intermediet [Si(OC2H5)4.x (OH)x] dengan substitusi 

gugus hidroksil (Ibrahim et al., 2010). Hidrolisis molekul TEOS akan membentuk 

gugus silanol, sedangkan kondensasi antara gugus silanol dan gugus ethoxy 

membuat jembatan siloxane (Si-O-Si) yang membentuk silika seutuhnya (Rahman 

& Padavettan, 2012).  

 

2.8 SEM (Scanning Electron Microscopy) 

Karakterisasi untuk mengetahui ukuran partikel adalah pemanfaatan 

prinsip mikroskopis dengan SEM (Scanning Electron Microscopy). Karakterisasi 

jenis ini dapat digunakan untuk melihat ukuran partikel dari 1 nm hingga 1μm. 

Prinsip kerja SEM yaitu dengan menembakan elektron pada sampel dengan 

perbesaran hingga 100.000 kali tergantung dari spesifikasi alat yang digunakan. 

Hasil penggambaran yang diperoleh langsung dapat melihat ukuran partikel 

sampel. Karakterisasi menggunakan SEM sangat baik untuk mengetahui ukuran 

partikel karena karakterisasinya langsung pada sampel tanpa ada perantara 

(Gaumet et al., 2007). 

SEM menggunakan prinsip scanning dengan prinsip utamanya adalah 

berkas elektron diarahkan pada titik-titik permukaan spesimen. Gerakan elektron 

diarahkan dari satu titik ke titik lain pada permukaan spesimen. Apabila seberkas 

sinar elektron ditembakkan pada permukaan spesimen maka sebagian elektron itu 

akan dipantulkan kembali dan sebagian lagi akan diteruskan. Apabila permukaan 

spesimen tidak rata, banyak lekukan, lipatan atau lubang-lubang maka tiap bagian 

permukaan itu akan memantulkan elektron dengan jumlah dan arah yang berbeda 

dan jika ditangkap detektor akan diteruskan ke sistem layer dan akan diperoleh 

gambaran yang jelas dari permukaan spesimen dalam bentuk tiga dimensi (Nur, 

1997).  
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Center for Development of 

Advanced Sciences and Technology (CDAST), Laboratorium Kimia Dasar 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember, 

Laboratorium Kimia Organik Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Jember dan Laboratorium Terpadu Politeknik Jember. Waktu 

penelitian dilaksanakan mulai bulan September 2017 sampai dengan April 2018. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat  

Alat utama yang digunakan adalah cawan petri, inkubator suhu 37 ºC, 

otoklaf (Tomy otoklaf High Pressure Steam Sterilizer ES-315), alat pengering 

(oven) (Air Concept Froilabo), laminar air flow, mikropipet, vortek (Genie 2, 

Scientific Industries),sentrifus (Hitachi High speed Refrigenerated Centrifuges CR 

226 III/ CR 216 G III), neraca analitik (Precisa, ES 2200 C), sentrifugasi dingin, 

stirer magnetik, water bath, lemari pendingin. Alat untuk analisis meliputi pH 

meter (Hanna), spektrofotometer (Hitachi U-2900), kuvet, SEM (TM3030Plus). 

Alat gelas yang digunakan yaitu  seperti gelas ukur 100 mL, erlenmeyer 200 

mL, tabung reaksi ulir dan bunsen. Peralatan non gelas yaitu meliputi Eppendrof, 

spatula logam, botol semprot, mikropipet dan tip, kawat ose, ball pipet. 

 

3.2.2 Bahan  

Bahan yang digunakan meliputi bahan utama, bahan kimia, dan bahan 

pendukung. Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini yaitu silika 

nanopartikel yang disintesis dari TEOS, xilan-oat, dan endo-𝛽-1,4-D-xilanase 

yang diproduksi dari Bacillus sp. asal abdomen rayap.  

Bahan kimia yang digunakan antara lain, triptofan (Oxoid), bacto agar 

(Oxoid), yeast extract (BD Co.), xilosa (Merck, Mr:150,13), natrium klorida (E-
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Merck, Mr: 58,44 g/mol, ρ: 2,16 g/mL), KNaTartarat  (E-Merck, Mr: 282,1 g/mol, 

ρ:0,63 g/mL), asam 3,5-dinitrosalisilat (E-Merck, Mr: 228,12 gr/mol), natrium 

hidroksida (E-Merck, Mr: 39,99 gr/mol), fenol (Merck, Mr:94,11 g/mol, ρ:1,07 

g/mL), natrium sulfit (Merck, Mr:126,04 g/mol, ρ:1,56 g/mL), CBB (Coomassie 

Brilliant Blue), etanol 95% (E-Merck, Mr: 46,07 g/mol, ρ:0,789 g/mL), asam 

fosfat 85% (E-Merck, Mr: 97,99 gr/mol), asam sitrat  (E-Merck, Mr: 210,14 

g/mol, ρ:1,50 g/mL), ammonium sulfat (E-Merck, Mr: 132,14 gr/mol),1-butsanol 

(E-Merck, Mr: 74,12 gr/mol), asam asetat (E-Merck, Mr: 60,05 gr/mol), Na2HPO4 

(E-Merck, Mr: 141,96 g/mol, ρ:1,70 g/mL), asam sulfat (Merck, Mr:98,07 g/mol), 

𝛼-naftol (Merck, Mr:144,17), plat TLC F254 (Merck), kantong dialisis. TEOS 

(sigma), glutaraldehida (sigma), silika nanopartikel 20nm.  
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3.3 Tahap Penelitian 

 Penelitian meliputi empat tahapan, yaitu tahap produksi Endo-𝛽-1,4-D-

xilanase, sintesis silika nanopartikel, imobilisasi Endo-𝛽-1,4-D-xilanase kedalam 

silika nanopartikel termodifikasi, hidrolisis xilan, dan karakterisasi hasil 

hidrolisis. Tahapan penelitian secara lengkap disajikan dalam Gambar 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Diagram alir penelitian 

Isolat Bakteri Bacillus sp 

Endo-β-1,4-D-xilanase 

Aktifitas enzim, kadar protein, 

aktifitas enzim spesifik 

Xilooligosakarida 

Enzim terimobilisasi 

TEOS 

Silika nanopartikel 

Aldehida-silika nanopartikel 

Xilan oat 

Uji SEM 

-Komponen XOS 

-Kadar gula 

pereduksi 

-disintesis dengan variasi NH3 / 

TEOS (0,03 ; 0,06 ; 0,12) 
-diproduksi 

dan 

dipurifikasi 

 

-dimodifikasi gugus fungsi 

 

-dihidrolisis dengan variasi waktu  

0 jam, 12 jam, 24 jam, 36 jam dan 48 jam 

-diimobilisasi 

-% Efisiensi imobilisasi 

-% Yield Imobilisasi 

-dikarakterisasi 

-dikarakterisasi 
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3.3.1 Pembuatan Media dan Larutan Uji 

a. Media Luria Bertani (LB) cair 

LB cair dibuat dengan mencampurkan tripton sebanyak 0,05 g; 0,025 g 

yeast ; 0,05 g NaCl dan 0,025 g xilan oat kemudian ditambahkan akuades 

sebanyak 5 mL dan diaduk hingga larut. Media yang telah tercampur selanjutnya 

diletakkan pada tabung reaksi sebanyak 10 mL kemudian diotoklaf pada suhu 121 

C selama 15 menit. 

b. Media Luria Bertani (LB) padat 

LB padat dibuat dengan mencampurkan 1 g tripton; 0,5 g yeast; 1 g bacto 

agar; 2 g NaCl dan ditambahkan akuades 100 mL dalam erlenmeyer 500 mL 

kemudian diotoklaf selama 15 menit dengan suhu 121C. Larutan selanjutnya 

dituang pada cawan petri dan dibiarkan memadat. 

c. Media produksi 

Media produksi dibuat dengan mencampurkan 1 g tripton; 1 g NaCl ; 0,5 g  

yeast,  kemudian dilarutkan dengan 100 mL akuades mL dalam Erlenmeyer 250 

mL. Larutan yang tercampur selanjutnya diotoklaf pada suhu 121C selama 15 

menit. 

d. Buffer sitrat-fosfat pH 5 (Deutsher, 1990) 

Pembuatan Larutan buffer sitrat-fosfat dibuat dengan mencampurkan larutan 

asam sitrat dan larutan asam fosfat. Larutan asam sitrat 0,1 M dibuat dengan 

melarutkan sebanyak 21,014 g asam sitrat (monohidrat) dengan akuades sampai 

1000 mL. Larutan asam fosfat 0,2 M dibuat dengan melarutkan sebanyak 28,4 

gram natrium fosfat pada akuades sampai 1000 mL. Larutan buffer sitrat-fosfat 

dengan pH 5 dibuat dengan mencampurkan larutan asam sitrat 0,1 M sebanyak 

24,3 mL dengan larutan asam fosfat sebanyak 25,7 mL dan kemudian ditambah 

dengan akuades dalam labu ukur 100 mL sampai tanda batas. Pengukuran pH 

larutan buffer dilakukan dengan menggunakan pH meter.pH yang digunakan 

adalah 5. 

e. Reagen Bradford (Bollag dan Edelstein, 1996) 

Reagen Bradford yang digunakan terbagi menjadi dua jenis larutan yaitu 

larutan stok dan larutan kerja. Larutan stok dibuat dengan melarutkan sebanyak 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


18 

 

350 mg CBB, 100 mL etanol 95% dan 200 mL asam fosfat 88% dan kemudian 

disimpan pada suhu ruang. Larutan kerja diperoleh dengan mengambil sebanyak 

30 mL larutan stok dicampurkan dengan 15 mL etanol 95% dan 30 mL asam 

fosfat 88% pada labu ukur 500 mL. Larutan selanjutnya disimpan pada botol kaca 

gelap pada suhu ruang dan larutan ini dapat digunakan selama beberapa minggu 

dengan dilakukan penyaringan dengan kertas saring tiap kali sebelum digunakan. 

f. Reagen Miller 

Reagen miller dibuat dengan cara yang diadopsi dari Miller (1959) yaitu 

melarutkan 18,2 g kalium tartarat; 1 g DNS; 1 g NaOH; 0,2 g fenol; 0,055 gram 

natrium sulfit dalam akuades 50 mL. Larutan di aduk hingga homogen.Larutan 

yang telah homegen selanjutnya di masukkan dalam labu ukur 100 mL dan 

ditambahkan akuades hingga tanda batas. 

g. Xilan Oat 

Larutan xilan oat dibuat dengan cara melarutkan bubuk xilan oat sebanyak 

0,08 gram dengan buffer sitrat-fosfat pH 5 sampai volume larutan menjadi 10 mL. 

Larutan selanjutnya di autoklaf selama 15 menit pada suhu 121C. Konsentrasi 

larutan xilan oat yang diperoleh adalah 0,8%. 

3.3.2 Produksi dan Pemurnian Endo-𝛽-1,4-D-xilanase 

Produksi enzim dilakukan dengan menumbuhkan bakteri Bacillus sp. pada 

LB padat yang terdapat pada cawan petri. Kemudian diinkubasi pada suhu 37 C 

selama 16 jam. Bakteri yang telah tumbuh diambil satu koloni dengan kawat ose, 

kemudian dimasukkan dalam media inokulum cair 5 mL. Inokulum cair 

selanjutnya dishaker pada suhu 37 ℃ selama 16 jam dengan kecepatan 150 rpm. 

Isolat bakteri yang telah tumbuh diambil sebanyak 1 mL kemudian dimasukkan 

dalam 100 mL media produksi. Media produksi selanjutnya digojok dengan 

menggunakan shaker selama 16 jam dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 37C. 

Media yang telah dishaker selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 

rpm selama 15 menit pada suhu 25℃. Proses sentrifugasi menghasilkan 

supernatan dan pelet. Supernatan diambil sebagai ekstrak kasar enzim. Enzim 

yang diperoleh selanjutnya diuji aktivitasnya dengan metode miller dan 

selanjutnya dilakukan pemurnian. 
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Pemurnian endo-𝛽-1,4-D-xilanase meliputi dua tahap. Tahap pertama 

adalah pemurnian dengan fraksinasi amonium sulfat dan tahap kedua yaitu 

dialisis.Tahap pemurnian ammonium sulfat didasarkan pada penelitian Masnia 

(2014). Ekstrak kasar endo-𝛽-1,4-D-xilanase sebanyak 100 mL dicampurkan 

dengan bubuk amonium sulfat jenuh dengan  konsentrasi 40%. Enzim yang telah 

ditambahkan bubuk amonium sulfat selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 

10.000 rpm selama 20 menit dengan suhu 4℃. Kemudian proses fraksinasi 

dilanjutkan dengan menggunakan bubuk amonium sulfat jenuh dengan  

konsentrasi 50% dengan cara yang sama. Proses sentrifugasi ini memperoleh 

supernatan dan pelet. Pelet yang diperoleh dilarutkan dalam buffer sitrat sebanyak 

setengah volume enzim awal kemudian di uji aktivitas dan kadar proteinnya. 

Pemurnian yang kedua yaitu dialisis.Dialisis dilakukan dengan memasukkan 

larutan enzim dalam kantung dialisis kemudian dicelupkan pada gelas beker yang 

berisi buffer sitrat-fosfat pH 5 dan anak stirer.Dialisis dilakukan pada suhu 4℃. 

Larutan buffer yang digunakan harus diganti pada jam ke 2, 4, 6 dan 12 dari awal 

mulai dialisis. Enzim yang diperoleh pada proses dialisis ini kemudian diuji 

aktivitas dan kadar protein. 

3.3.3 Penentuan Aktivitas Endo-𝛽-1,4-D-xilanase 

Penentuan aktivitas enzim dilakukan dengan mengukur jumlah gula 

pereduksi dengan reagen Miller. Endo-𝛽-1,4-D-xilanase diambil sebanyak 125 µl 

dan dicampurkan dengan xilan oat 0,8% sebanyak 125 µl. Campuran antara enzim 

dan xilan oat 0,8% diinkubasi pada suhu 40oC selama 60 menit. Hasil inkubasi 

selanjutnya ditambahkan reagen Miller sebanyak 750 µl, didihkan selama 15 

menit dan didinginkan selama 20 menit.Campuran tersebut kemudian diukur 

absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 550 

nm.Tahapan ini membutuhkan larutan kontrol sebagai pembanding. Kontrol 

dibuat dengan menginaktivasi enzim dengan cara mengambil 125 µl enzim 

kemudian dipanaskan selama 1 jam. Enzim inaktif ini selanjutnya dilakukan 

perlakuan yang sama seperti  pengukuran enzim, kemudian diukur absorbansinya 

pada panjang gelombang 550 nm. Perhitungan Aktivitas ekstrak kasar enzim 

dihitung dengan menggunakan persamaan 3.1. 
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𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚 (𝑈. 𝑚𝑙−1) =
([𝑠]−[𝑘]×𝑓𝑝×(

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
𝑉𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚

))

𝑡×𝐵𝑀 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑎
……………..(3.1) 

Keterangan,  [s]  : konsentrasi sampel (mg/mL) 

[k]  : konsentrasi kontrol (mg/mL) 

Fp  : Faktor pengenceran 

Vt   : volume total (µL) 

Ve   : volume enzim (µL) 

t    : waktu hidrolisis substrat oleh enzim (menit) 

BM : Berat molekul xilosa (g/mol) 

Konsentrasi sampel dan konsentrasi kontrol diperoleh dengan memasukkan nilai 

absorbansi pada persamaan yang diperoleh dari kurva standar xilosa. 

Kurva standar xilosa dibuat dengan menyiapkan larutan standar xilosa. 

Larutan induk xilosa dibuat dengan cara melarutkan xilosa sebanyak 20 mg 

dengan buffer sitrat-fosfat pH 5 sampai 10 mL. Laruatan induk tersebut 

selanjutnya diencerkan menjadi beberapa variasi konsentrasi yaitu 0 – 0,37 

mg/mL, selanjutnya dibuat kurva kalibrasi. Larutan standar xilosa masing-masing 

konsentrasi diambil sebanyak 250 µl dan dicampurkan dengan reagen Miller 

sebanyak 750 µl. Larutan selanjutnya dipanaskan selama 15 menit dan 

didinginkan pada air es selama 20 menit, kemudian diukur pada panjang 

gelombang 550 nm. Pembuatan kurva standar xilosa dibuat dengan membuat 

grafik x dan y dimana x merupakan konsentrasi larutan standar xilosa dan y 

merupakan absorbansi dengan persamaan kurva y= mx + C.  

3.3.4 Penentuan Kadar Protein Endo-𝛽-1,4-D-xilanase 

Penentuan kadar protein diawali dengan membuat larutan stok BSA. Stok 

ini dibuat dengan cara melarutkan 5 mg padatan BSA dengan buffer sitrat-fosfat 

sampai volume menjadi 5 mL. Konsentrasi Stok BSA yang diperoleh adalah 1 

mg/mL. Larutan stok BSA selanjutnya dibuat menjadi larutan standar dengan 

variasi konsentrasi yang berbeda yaitu 0-0,75 mg/mL. Masing-masing Larutan 

standar diambil sebanyak 100 µL dan dicampurkan dengan 1 mL reagen Bradford 

kemudian diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada panjang 
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gelombang 595 nm. Hasil dari pengukuran akan diperoleh persamaan regresi yaitu 

y = mx + C dimana sumbu x (konsentrasi BSA) dan y (nilai absorbansi). 

Penentuan kadar protein menggunakan metode Bradford (Bollag et al., 

1996). Enzim yang diperoleh dari hasil produksi diambil sebanyak 100 𝜇l dan 

dicampurkan dengan reagen Bradford sebanyak 1 mL. Campuran divortex dan 

didiamkan selama 2-5 menit kemudian diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 595 nm. Kadar protein dapat dihitung dengan menggunakan 

persamaan 3.2. 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
) =

𝑎𝑏𝑠±𝐶

𝑚
…………………………(3.2) 

Keterangan, Abs : absorbansi pada panjang gelombang 595 nm 

C    : nilai intercept dari persamaan kurva standar BSA 

m   : nilai gradient dari persamaan kurva standar BSA 

3.3.5 Penentuan Aktivita Enzim Spesifik 

 Penentuan aktivitas enzim spesifik dilakukan dengan menggunakan 

persamaan 3.3 

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑠𝑝𝑒𝑠𝑖𝑓𝑖𝑘 =
𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
……………(3.3) 

3.3.6  Sintesis Silika Nanopartikel  

 Sintesis silika nanopartikel dengan metode sol-gel dilakukan dengan 

menggunakan larutan Tetraethylorthosilicate (TEOS) sebagai prekursor yang 

diadopsi dari Bracho et al (2012). Rasio mol H2O : TEOS : EtOH dipertahankan 

konstan yaitu  4:1:8, sedangkan jumlah amoniak divariasi untuk pengendalian 

ukuran partikel, dengan menggunakan variasi mol NH3/TEOS 0,03 ; 0,06 ; 0,12. 

Tabel 3.1 menunjukkan volume  H2O, TEOS,  EtOH, dan NH3 yang digunakan 

untuk setiap variasi. Larutan TEOS dan etanol 90% dicampur menggunakan 

magnetik stirer yang dilengkapi dengan pemanas. Kemudian, larutan kedua yang 

mengandung  akuades dan amonia ditambahkan tetes demi tetes secara berkala 

sambil  diaduk selama 5 jam pada suhu  50 ± 2ºC untuk menghasilkan sol. Pelarut 

kemudian diuapkan pada suhu 70 º C, hingga diperoleh bubuk putih halus yang 

dihomogenisasi dengan cara penggerusan. Bubuk putih yang diperoleh kemudian 

dikalsinasi pada suhu 400ºC selama 8 jam. 
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Tabel 3.1. Volume  H2O, TEOS,  EtOH, dan NH3 

Perbandingan 

𝑁𝐻3

𝑇𝐸𝑂𝑆
 

Volume (mL) 

Air TEOS Etanol NH3 

0,03 
2,3 7,3 15,3 0,07 

0,06 
2,3 7,3 15,3 0,15 

0,12 
2,2 7,3 15,3 0,29 

3.3.7  Karakterisasi SEM 

Karakterisasi silika nanopartikel menggunaan SEM diawali dengan 

merekatkan sampel dengan stab yang terbuat dari logam. Pemotretan dilakukan 

setelah memilih bagian tertentu dari objek (sampel) dan perbesaran yang 

diinginkan sehingga diperoleh foto yang baik dan jelas. 

3.3.8  Modifikasi Gugus Fungsi Silika Nanopartikel  

 Modifikasi pemberian gugus fungsi aldehida terhadap silika nanopartikel 

diadopsi dari Singh et al (2010), dilakukan dengan mencuci silika nanopartikel 

menggunakan akuades sebanyak 2 kali dan dipisahakan dengan cara sentrifugasi. 

Silika nanopartikel kemudian dicampur glutaraldehida 3 mL dan disentrifugasi 

(150 rpm) selama 4 jam pada suhu ruang. Silika nanopartikel yang telah 

termodifikasi dicuci menggunakan akuades 30 mL sebanyak tiga kali untuk 

menghilangkan glutaraldehida yang tidak berikatan dengan silika. 

3.3.9  Imobilisasi  Endo-𝛽-1,4-D-xilanase  

 Metode imobilisasi endo-𝛽-1,4-D-xilanase diadopsi dari Singh et al 

(2010), dilakukan dengan cara menshaker (150 rpm) enzim dengan silika 

nanopartikel yang telah termodifikasi pada suhu 25ºC selama 36 jam. Enzim yang 

tidak terimobilisasi dihilangkan dengan cara mencuci menggunakan akuades  

sebanyak 3 mL. Enzim yang telah terimobil disimpan didalam buffer sitrat-fosfat 

pH 5 pada suhu 25ºC untuk selanjutnya digunakan menghidrolisis substrat. 
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3.3.10  Penentuan Efisiensi Imobilisasi dan Yield Imobilisasi  

  Penentuan efisiensi imobilisasi dan yield imobilisasi diadopsi dari Singh et 

al (2010). Enzim yang tidak membentuk ikatan kovalen selama proses imobilisasi 

dapat diketahui dengan cara mencuci silika nanopartikel menggunakan akuades 

dan buffer sitrat-fosfat pH 5. Larutan sisa pencucian ditampung dan digunakan 

untuk menghitung kadar protein. Efisiensi imobilisasi dapat dihitung 

menggunakan persamaan 3.4 

% 𝐸𝑓𝑖𝑠𝑖𝑒𝑛𝑠𝑖 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑠𝑎𝑠𝑖 =
𝛼𝑖

𝛼𝑓
 𝑥 100% .............................................(3.4) 

Keterangan, αi : total aktivitas enzim terimobilisasi 

αf : total aktivitas enzim bebas tanpa imobilisasi 

Yield imobilisasi dapat dihitung menggunakan persamaan 3.5 

% 𝑌𝑖𝑒𝑙𝑑 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑠𝑎𝑠𝑖 =
𝑃𝑖  − (𝑃𝑤+𝑃𝑠)

𝑃𝑖
 𝑥 100%..........................................(3.5) 

Keterangan,  Pi : total protein yang tergandung dari endo-𝛽-1,4-D-xilanase 

Pw : total protein yang terkandung pada larutan sisa pencucian 

Ps : total protein yang terkandung pada supernatan setelah 

imobilisasi 

3.3.11  Hidrolisis Xilan Oat 

Hidrolisis dilakukan dengan mencampurkan endo-𝛽-1,4-D-xilanase dengan 

substrat xilan oat 0,8 % (b/v) dengan perbandingan 1:1 (v/v). Campuran substrat 

dan enzim diinkubasi pada suhu 40℃ dalam water bath selama 1 jam. Kontrol 

yang digunakan untuk membandingkan hasil yang diperoleh adalah  endo-𝛽-1,4-

D-xilanase yang telah diinaktifkan. Inaktivasi endo-𝛽-1,4-D-xilanase dilakukan 

dengan mengambil 125 µl enzim kemudian dipanaskan  pada suhu 100℃ selama 

60 menit. Hidrolisis enzimatis pada senyawa xilan menghasilkan 

xilooligosakarida. Xilooligosakarida hasil hidrolisis dikarakterisasi dengan  KLT 

dan gula pereduksi. 

a. Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Analisis KLT dilakukan dengan cara mentotolkan 6-10 µl produk 

xilooligosakarida pada kromatoplat yang telah diberi tanda penotolan. Sebagai 

pembanding digunakan standar campuran xilooligosakarida dan standar xilosa, 
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xilobiosa, xilotriosa, xilotetrosa, xilopentosa dan xiloheksosa. Kromatoplat 

dicelupkan dalam wadah yang telah berisi fase gerak n-butanol, asam asetat, dan 

akuades dengan perbandingan 2:1:1 (Kubata et al., 1994). Kromatoplat diambil 

dari wadah ketika fasa gerak telah mencapai garis batas atas dari kromatoplat. 

Kromatoplat kemudian dikeringkan dan disemprotkan dengan larutan penampak 

noda yang berisi campuran 𝛼-naftol, asam sulfat, dan etanol dengan perbandingan 

1:10:200 (Ratnadewi dan Handayani, 2007). Kromatoplat yang telah disemprot 

selanjutnya diletakkan dalam oven dengan suhu 100℃ selama 5 menit sampai 

menunjukkaan adanya noda. Noda yang dihasilkan akan terdapat perbedaan, 

karena adanya perbedaan kepolaran atau kelarutan dengan fasa geraknya. Noda 

yang terbentuk selanjutnya diukur jaraknya dari batas bawah kemudian digunakan 

untuk menentukan faktor retensi yang diperoleh dengan menggunakan persamaan 

3.6, 

𝑅𝑓 =
𝑟𝑠

𝑟𝑠𝑝
…………………………………………………..(3.6) 

Keterangan ,𝑟𝑠  : jarak migrasi yang ditempuh sampel (cm) 

𝑟𝑠𝑝 : jarak migrasi yang ditempuh fasa gerak (cm) 

b. Gula Pereduksi 

Perhitungan total gula pereduki dilakukan dengan mengambil 1 mL 

masing-masing sampel xilooligosakarida yang diperoleh. Sampel tersebut 

selanjutnya di sentrifugasi pada suhu 4C selama 10 menit dengan kecepatan 

10.000 rpm. Hasil sentrifugasi yang berupa supernatan selanjutnya ditentukan 

gula pereduksinya dengan menggunakan metode Miller. 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

1.Karakteristik silika hasil sintesis  dengan perbandingan mol NH3 :TEOS 0,03 ; 

0,06 ; 0,12  berturut-turut menghasilkan : 

a. ukuran partikel adalah 88,48 nm ; 271,31 nm ; 473,52 nm  

b. persen yield imobilisasi adalah 30,49% ; 15,10% ; 10,57% 

2. Aktifitas endo-𝛽-1,4-D-xilanase mengalami penurunan setelah digunakan 

empat kali hidrolisis dan menghasilkan persen effisiensi dari imobilisasi 

menggunakan silika ukuran 88,48 nm ; 271,31 nm ; 473,52 nm berturut-turut 

adalah 41,25% ; 31,88% ; 19,38%. 

3. Xilooligosakarida yang dihasilkan pada semua hasil hidrolisis menggunakan 

endo-𝛽-1,4-D-xilanase terimobilisasi dengan silika ukuran 88,48 nm ; 271,31 nm ; 

473,52 nm adalah xilopentosa (X5) 

 

5.2 Saran 

Saran pada peneliti selanjutnya yaitu melakukan optimasi pada metode sintesis 

silika supaya dapat menghasilkan  ukuran nanopartikel. Selain itu, metode 

pencucian silika juga perlu dipelajari lebih lanjut supaya glutaraldehida yang tidak 

berikatan dengan silika  benar-benar hilang dari campuran. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 3.3 Penentuan Aktivitas Endo-𝜷-1,4-D-xilanase 

3.3.1 Kurva Standar Xilosa 

Xilosa 

(mg/mL)  

Absorbansi 
Rata-Rata Standar Deviasi 

I II III 

0 0 0 0 0 0 

0,070 0,105 0,105 0,072 0,094 0,019 

0,120 0,246 0,248 0,248 0,247 0,001 

0,170 0,385 0,446 0,446 0,426 0,035 

0,220 0,593 0,604 0,600 0,599 0,006 

0,270 0,747 0,783 0,695 0,742 0,044 

0,320 0,949 0,950 0,952 0,950 0,002 

0,370 0,962 0,981 1,219 1,054 0,143 

 

 

3.3.2  Pengukuran Aktivitas Endo-β-1,4-D- Xilanase dengan Metode 

Miller 

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚 (𝑈. 𝑚𝑙−1) =

([𝑠] − [𝑘] × 𝑓𝑝 × (
𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑉𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚
))

𝑡 × 𝐵𝑀 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑎
 

Keterangan,  

[s] : konsentrasi sampel (mg/mL) 

[k] : konsentrasi kontrol (mg/mL) 

y = 3.0546x - 0.074
R² = 0.9884
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Fp : Faktor pengenceran 

Vt : volume total (µL) 

Ve : volume enzim (µL) 

t : waktu hidrolisis substrat oleh enzim (menit) 

BM : Berat molekul xilosa (g/mol) 

 

Sampel Absorbansi 
Kadar 

Xilosa 

Aktivitas 

Enzim 

(U/mL) 

Aktivitas 

Enzim 

Rata-Rata 

(U/mL) 

Standar 

Deviasi 

Crude 

Kontrol 

1 0,542 0,202 

 

0,048 

0,006 

  

Kontrol 

2 0,539 0,200   

  

Kontrol 

3 0,530 0,199   

  Sampel 1 0,757 0,272 0,051 

0,0287 

  Sampel 2 0,762 0,274 0,052 

  Sampel 3 0,710 0,257 0,040 

Fraksinasi 

Kontrol 

1 0,509 0,191 0,202 

0,059 

0,029 

50% 

Kontrol 

2 0,560 0,208   

  

Kontrol 

3 0,560 0,208   

  Sampel 1 0,762 0,274 0,051 

0,063 

  Sampel 2 0,872 0,310 0,077 

  Sampel 3 0,764 0,274 0,050 

Dialisat 

Kontrol 

1 0,534 0,199 0,204 

0,0908 

0,012 

  

Kontrol 

2 0,556 0,206   

  

Kontrol 

3 0,556 0,206   

  Sampel 1 0,878 0,312 0,077 

0,054 

  Sampel 2 0,980 0,345 0,100 

  Sampel 3 0,959 0,338 0,095 
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Lampiran 3.4 Penentuan Kadar Protein Endo-𝜷-1,4-D-xilanase 

3.4.1 Kurva Standar BSA 

BSA (mg/mL) 
Absorbansi 

Rata-Rata 
Standar 
Deviasi I II III 

0 0 0 0 0 0 

0,05 0,186 0,188 0,190 0,188 0,002 

0,15 0,325 0,325 0,313 0,321 0,007 

0,25 0,404 0,458 0,478 0,447 0,038 

0,35 0,597 0,595 0,561 0,584 0,020 

0,45 0,734 0,741 0,728 0,734 0,007 

0,55 0,821 0,714 0,849 0,795 0,071 

0,65 0,914 0,714 0,915 0,848 0,116 

0,75 0,988 0,714 1,015 0,906 0,167 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.3974x - 0.0069
R² = 0.9912
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3.4.2  Perhitungan Kadar Protein 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 (𝑚𝑔/𝑚𝑙) =
𝐴𝑏𝑠 ± 𝐶 × 𝑓𝑝

𝑚
 

dimana, 

Abs : nilai absorbansi pada λ595 nm 

C : nilai intercept dari persamaan kurva standar BSA 

fp : faktor pengenceran 

m : nilai kemiringan (gradient) dari persamaan kurva standar 

 

Sampel Absorbansi 

Kadar 

Protein 

Kadar 

Protein 

Rata- Rata 

(mg/mL) 

SD 

(mg/mL) 

Crude Sampel 1 0,294 0,279 

0,278 0,005 

  Sampel 2 0,288 0,273 

  Sampel 3 0,298 0,283 

Fraksinasi Sampel 1 0,267 0,252 

0,256 0,006 

50% Sampel 2 0,278 0,263 

  Sampel 3 0,268 0,253 

Dialisat Sampel 1 0,219 0,204 

0,189 0,013 

  Sampel 2 0,196 0,181 

  Sampel 3 0,198 0,183 

 

 

Lampiran 3.5 Penentuan Aktivita Enzim Spesifik 

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑠𝑝𝑒𝑠𝑖𝑓𝑖𝑘 =
𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
 

Sampel 
Akktivitas 

Enzim (U/mL) 

Kadar Protein 

(mg/mL) 

Aktivitas Enzim 

Spesifik (U/mL) 

Crude 0,048 0,754 0,064 

Fraksinasi 50% 0,060 0,698 0,086 

Dialisat 0,090 0,530 0,170 
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Lampiran 3.6  Sintesis Silika Nanopartikel  

3.6.1 Menentukan volume air 

Mol air = 1 mol 

𝑚𝑜𝑙 =
𝑚

𝑀𝑟
 

1 𝑚𝑜𝑙 =
 𝑔

18
 𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

           = 18 g 

 

 

 

 

 

3.6.2  Menentukan volume TEOS 

Mol TEOS = 0,25 mol 

𝑚𝑜𝑙 =
𝑚

𝑀𝑟
 

0.25 𝑚𝑜𝑙 =
𝑔

208,33
 𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

           = 52,082 g 

 

 

 

 

 

 

3.6.3 Menentukan volume etanol  

Mol etanol = 2 mol 

𝑚𝑜𝑙 =
𝑚

𝑀𝑟
 

2 𝑚𝑜𝑙 =
𝑔

46,07 
 𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

           = 92,14 g 

  

𝜌 =
𝑚

𝑉
 

0,94 
𝑔

𝑚𝐿⁄  =
52,082 𝑔

𝑉
 

                       = 55,406 mL 

 

𝜌 =
𝑚

𝑉
 

0,7893 
𝑔

𝑚𝐿⁄  =
92,14 𝑔

𝑉
 

                         = 116,7363 mL 

 

𝜌 =
𝑚

𝑉
 

0,997 
𝑔

𝑚𝐿⁄  =
18 𝑔

𝑉
 

                       = 18,054 mL 
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3.6.4 Menentukan volume NH3   

NH4OH 27% 

𝜌 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,9 
𝑔

𝑚𝐿⁄   

𝑀𝑟 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 35,04 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄  

𝑀𝑟 𝑁𝐻3 = 17,03
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄  

 

I mL larutan 

𝜌 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒
 

0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄ =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

1 𝑚𝑙
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 = 0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄ 𝑥 1 𝑚𝑙 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 = 0,9 𝑔 

 

Massa NH3 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 =
27

100
 𝑥 0,9 𝑔 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 = 0,243 𝑔 

 

 

 

 

 

Mol NH3 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3

𝑀𝑟 𝑁𝐻3
 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 =
0,243 𝑔

17,03 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 = 0,0142 𝑚𝑜𝑙 

 

 

Massa Air 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝐴𝑖𝑟 =
73

100
 𝑥 0,9 𝑔 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝐴𝑖𝑟 = 0,657 𝑔 

 

Mol air 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑀𝑟 𝑎𝑖𝑟
 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
0,657 𝑔

18 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 = 0,0365 𝑚𝑜𝑙 
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3.6.5 Perbandingan molar NH3/ TEOS 0,03 

 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3

𝑚𝑜𝑙 𝑇𝐸𝑂𝑆
= 0,03 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3

0,25
= 0,03 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 = 75. 10−4 

 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

𝑀𝑟
 

75. 10−4𝑚𝑜𝑙 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

17,03
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 = 0,127 𝑔 

 

27

100
 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3  

27

100
 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,127 𝑔 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,127 𝑔 𝑥 
100

27
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,470 𝑔  

 

𝜌 𝑁𝐻4𝑂𝐻 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻
 

0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄ =
0,470 𝑔 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻
 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻 =
0,470 𝑔

0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄
 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,52 𝑚𝑙 

 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 +  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 

0,470 𝑔 = 0,127 𝑔 +  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 = 0,470 𝑔 −  0,127 𝑔 
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𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 = 0,343 𝑔 

 

Mol air pada NH3 0,0075 mol  

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑀𝑟 𝑎𝑖𝑟
 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
0,343 𝑔

18 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 = 0,02 𝑚𝑜𝑙 

 

Mol air yang digunakan pada perbandingan NH3/TEOS 0,03 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 = 1 𝑚𝑜𝑙 − 0,02 𝑚𝑜𝑙 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 = 0,97 𝑚𝑜𝑙 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑀𝑟 𝑎𝑖𝑟
 

0,97 𝑚𝑜𝑙 =
 𝑔

18
 𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

           = 17,62 g 

 

𝜌 𝑎𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑖𝑟
 

0,997 
𝑔

𝑚𝐿⁄  =
17,62 g

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑖𝑟
 

                       = 17,673 mL 

 

 

3.6.6 Perbandingan molar NH3/ TEOS 0,06 

 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3

𝑚𝑜𝑙 𝑇𝐸𝑂𝑆
= 0,06 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3

0,25
= 0,06 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 = 0,015 𝑚𝑜𝑙 
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𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

𝑀𝑟
 

0,015 𝑚𝑜𝑙 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

17,03
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 = 0,26 𝑔 

 

27

100
 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3  

27

100
 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,26 𝑔 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,26 𝑔𝑥 
100

27
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,96 𝑔  

 

𝜌 𝑁𝐻4𝑂𝐻 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻
 

0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄ =
0,96 𝑔

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻
 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻 =
0,96 𝑔

0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄
 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 1,07 𝑚𝑙 

 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 +  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 

0,96 𝑔  = 0,26 𝑔 +  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 = 0,96 𝑔   −  0,26 𝑔 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 = 0,70 𝑔 

 

Mol air pada NH3 0,015 mol  

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑀𝑟 𝑎𝑖𝑟
 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
0,70 𝑔

18 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
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𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 = 0,04 𝑚𝑜𝑙 

 

Mol air yang  digunakan pada perbandingan NH3/TEOS 0,06 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 = 1 𝑚𝑜𝑙 − 0,04 𝑚𝑜𝑙 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 = 0,96 𝑚𝑜𝑙 

 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑀𝑟 𝑎𝑖𝑟
 

0,96 𝑚𝑜𝑙 =
 𝑔

18
 𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

           = 17,28 g 

 

𝜌 𝑎𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑖𝑟
 

0,997 
𝑔

𝑚𝐿⁄  =
17,28 g

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑖𝑟
 

                       = 17,331 mL 

 

3.6.7  Perbandingan molar NH3/ TEOS 0,12 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3

𝑚𝑜𝑙 𝑇𝐸𝑂𝑆
= 0,12 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3

0,25
= 0,12 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 = 0,03 𝑚𝑜𝑙 

 

𝑚𝑜𝑙 𝑁𝐻3 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

𝑀𝑟
 

0,03 𝑚𝑜𝑙 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎

17,03
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 = 0,5 𝑔 

 

27

100
 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3  
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27

100
 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,5 𝑔 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 0,5 𝑔𝑥 
100

27
 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 1,85 𝑔  

 

𝜌 𝑁𝐻4𝑂𝐻 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻
 

0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄ =
1,85 𝑔 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻
 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻 =
1,85 𝑔

0,9 
𝑔

𝑚𝑙⁄
 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 2,07 𝑚𝑙 

 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻4𝑂𝐻 = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑁𝐻3 +  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 

1,85 𝑔  = 0,5 𝑔 +  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 = 1,85 𝑔 −  0,5 𝑔 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟 = 1,35 𝑔 

 

Mol air pada NH3 0,03 mol  

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑀𝑟 𝑎𝑖𝑟
 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 =
1,35 𝑔

18 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑖𝑟 = 0,08 𝑚𝑜𝑙 

 

Mol air yang digunakan pada perbandingan NH3/TEOS 0,12 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 = 1 𝑚𝑜𝑙 − 0,08 𝑚𝑜𝑙 

𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 = 0,92 𝑚𝑜𝑙 
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𝑚𝑜𝑙 𝑎𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑀𝑟 𝑎𝑖𝑟
 

0,92 𝑚𝑜𝑙 =
 𝑔

18
 𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄
 

           = 16,56 g 

 

𝜌 𝑎𝑖𝑟 =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑖𝑟

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑖𝑟
 

0,997 
𝑔

𝑚𝐿⁄  =
16,56 g

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑖𝑟
 

                       = 16,609 mL 

 

Perbandingan 

𝑁𝐻3

𝑇𝐸𝑂𝑆
 

Volume (mL) 

Air TEOS Etanol NH3 

0,03 17,673 55,405 116,736 0,56 

0,06 17,331 55,405 116,736 1,15 

0,12 16,609 55,405 116,736 2,22 

 

 

Perbandingan 

𝑁𝐻3

𝑇𝐸𝑂𝑆
 

Volume (mL) 

Air TEOS Etanol NH3 

0,03 
2,3 7,3 15,3 0,07 

0,06 
2,3 7,3 15,3 0,15 

0,12 
2,2 7,3 15,3 0,29 
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Lampiran 3.7  Karakterisasi SEM 

3.7.1. Hasil SEM Sintesis Silika Perbandingan NH3 : TEOS 0,03 
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3.7.2 Hasil SEM Sintesis Silika Perbandingan NH3 : TEOS 0,06
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3.7.3 Hasil SEM Sintesis Silika Perbandingan NH3 : TEOS 0,12 
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Lampiran 3.10  Penentuan Efisiensi Imobilisasi dan Yield Imobilisasi  

3.10.1  Perhitungan Persen Yield Imobilisasi 

% 𝑌𝑖𝑒𝑙𝑑 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑠𝑎𝑠𝑖 =
𝑃𝑖  −  (𝑃𝑤 + 𝑃𝑠)

𝑃𝑖
 𝑥 100% 

Keterangan,  Pi : total protein yang tergandung dari enzim endoxilanase 

Pw : total protein yang terkandung pada larutan sisa pencucian 

Ps : total protein yang terkandung pada supernatan setelah 

imobilisasi 

 

Ukuran Silika 

(nm) 

Absorbansi 

SD 

Kadar 

Protein 

(mg/mL) 

Kadar 

protein 

Rata-Rata 

(Larutan Sisa 

Cucian) 
(mg/mL) 

88,47 0,129 

0,004 

0,341 

0,330 

  0,125 0,330 

  0,122 0,324 

          

271,31 0,189 

0,004 

0,491 

0,480 

  0,183 0,476 

  0,182 0,473 

          

473,51 0,190 

0,003 

0,494 

0,492 

  0,186 0,484 

  0,192 0,499 

          

20,00  0,091 

0,002 

0,244   

  0,09 0,242 0,241 

  0,088 0,237   
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Ukuran Silika (nm) 

Absorbansi Kadar Protein 

(mg/mL) 

Kadar Protein  

(mg) (Supernatan) 

88,47 0,102 0,272 0,272 

  0,098 0,262 0,262 

  0,118 0,312 0,312 

271,31 0,117 0,309 0,309 

  0,090 0,242 0,242 

  0,095 0,254 0,254 

473,51 0,126 0,332 0,332 

  0,113 0,299 0,299 

  0,096 0,257 0,256 

20,00  0,078 0,212 0,212 

  0,080 0,217 0,217 

  0,070 0,191 0,191 

 

 

Ukuran 

Silika 

(nm) 

Kadar 

Protein 

Enzim 

(mg) 

Kadar 

Protein Sisa 

Penncucian 

(mg) 

Kadar 

Protein 

Supernatan 

(mg) 

Total 

Protein 

Lepas 

(mg) 

Total 

Protein 

Terikat 

(mg) 

% Yield 

Imobilisasi 

88,47 2,650 0,992 0,850 1,842 0,808 30,491 

271,31 2,650 1,441 0,810 2,251 0,399 15,057 

473,51 2,650 1,480 0,890 2,370 0,280 10,566 

20,00 2,700 0,720 0,620 1,340 1,360 50,370 

 

 

3.10.2  Perhitungan Persen Effisiensi  Imobilisasi 

% 𝐸𝑓𝑖𝑠𝑖𝑒𝑛𝑠𝑖 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑠𝑎𝑠𝑖 =
𝛼𝑖

𝛼𝑓
 𝑥 100% 

Keterangan, αi : total aktivitas enzim terimobilisasi 

αf : total aktivitas enzim bebas tanpa imobilisasi 

aktivits enzim bebas 12 jam 

   

 

Absorbansi kadar xilosa aktivitas enzim rata rata 

 

0,992 0,349 0,010 

0,010  
0,989 0,348 0,010 

 

0,996 0,350 0,010 
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aktivits enzim bebas 24 jam 
   

 

Absorbansi kadar xilosa aktivitas enzim rata rata 

 

0,986 0,347 0,005 

0,005  

0,989 0,348 0,005 

 
0,988 0,348 0,005 

     

     aktivits enzim bebas 36 jam 

   

 

Absorbansi kadar xilosa aktivitas enzim rata rata 

 
0,882 0,313 0,003 

0,003  

0,879 0,312 0,003 

 

0,896 0,318 0,003 

     

     aktivits enzim bebas 48 jam 

   

 

Absorbansi kadar xilosa aktivitas enzim rata rata 

 

0,852 0,303 0,002 

0,002  
0,869 0,309 0,002 

 

0,886 0,314 0,002 

 

 

Ukuran 

Silika  

Penggunaan 

Enzim (jam) 

Aktivitas 

Enzim 

Imobilisasi 

(U/mL) 

Aktivitas 

Enzim 

Bebas 

(U/mL) 

% Efisiensi 

Imobilisasi 

Rata- Rata % 

Effisiensi 

Imobilisasi 

88,47 nm 12 0,006 0,02 30,00 

41,250  
24 0,004 0,008 50,00 

 
36 0,003 0,005 60,00 

 
48 0,001 0,004 25,00 

271,31 

nm 
12 0,005 0,020 25,00 

31,875 
 

24 0,003 0,008 37,50 

 
36 0,002 0,005 40,00 

 
48 0,001 0,004 25,00 

473,51 

nm 
12 0,004 0,020 20,00 

19,375 
 

24 0,002 0,008 25,00 

 
36 0,001 0,005 20,00 

 
48 0,0005 0,004 12,50 

20 nm 12 0,008 0,020 40,00 

60,417  
24 0,006 0,008 75,00 

 
36 0,003 0,005 60,00 

 
48 0,002 0,003 66,67 
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Lampiran 3.11 Karakteristik XOS 

3.11.1 Perhitungan Rf 

Rf = 
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛
 

Sampel Jarak Eluen (cm) 
Jarak Sampel 

(cm) 
Rf 

X1 5,00 3,50 0,70 

X2 5,00 3,00 0,60 

X3 5,00 2,50 0,50 

X4 5,00 2,00 0,40 

X5 5,00 1,70 0,340 

X6 5,00 1,50 0,30 

Silika 88,37 nm 5,00 1,70 0,34 

Silika 271,31nm 5,00 1,70 0,34 

Silika 473,51 nm 5,00 1,70 0,34 

Enzim Bebas 5,00 1,80 0,36 

Silika 20,00 nm 5,00 1,80 0,36 
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3.11.2 Perhitungan Kadar Gula Pereduksi Enzim Terimobil 

Ukuran 

Silika 

(nm) 

Penggunaan 

Enzim 

(jam) 

Kadar 

Xilosa 

(mg/mL) 

Total Kadar 

Xilosa (mg/mL) 

88,47 

12 0,216 

0,727 
24 0,192 

36 0,167 

48 0,152 

271,31 

12 0,196 

0,666 
24 0,172 

36 0,154 

48 0,144 

473,51 

12 0,193 

0,641 
24 0,165 

36 0,145 

48 0,138 

20,00 

12 0,249 

0,785 
24 0,218 

36 0,166 

48 0,152 
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