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Singkong (Manihot utilissima Pohl) merupakan sumber karbohidrat lokal
Indonesia yang menempati urutan ketiga terbesar setelah padi dan jagung. Setiap
bobot singkong akan menghasilkan kulit singkong sebesar 16% dari bobot tersebut.
Kulit singkong samapi saat ini hanya dimanfaatkan sebagai bahan pakan ternak. Kulit
singkong mengandung lignin, selulosa, protein, lemak, dan hemiselulosa.
Hemiselulosa merupakan heteropolisakarida terbesar kedua setelah selulosa dimana
komponen utamanya adalah xilan . Xilan dapat digunakan sebagai substrat endo-p-
1,4-xilanase dalam menghasilkan xilooligosakarida yang bersifat sebagai prebiotik.

Penelitian ini bertujuan mengetahui xilan dari kulit singkong dapat digunakan
sebagal substrat endo-S-1.,4-xilanase pengganti xilan oat serta untuk mengetahui
waktu inkubasi optimum yang diperlukan untuk menghidrolisis xilan dari kulit
singkong. Pada penelitian ini terdapat 4 sampel kulit singkong yang digunakan yaitu
pengurangan kandungan HCN dan delignifikasi (P.HCN.D), pengurangan kandungan
HCN dan tanpa delignifikasi (P.HCN.ND), tanpa pengurangan kandungan HCN dan
delignifikasi (TP.HCN.D), dan tanpa pengurangan kandungan HCN dan tanpa
delignifikasi (TP.HCN.ND). Xilan diekstraksi dari sampel P.HCN.D, P.HCN.ND,
TP.HCN.D, dan TP.HCN.ND dengan menggunakan NaOH dengan varias
konsentrasi 2, 4, 8, 12% (b/v). Langkah pertama yaitu xilan hasil ekstraksi dipisahkan
dan dimurnikan menggunkan kromatografi filtras gel. Langkah kedua yaitu
menghidrolisis xilan dengan endo-f-1.4-xilanase. Produk hidrolisis yang dihasilkan
diandlisis total gula pereduksi dengan menggunakan metode DNS dan kromatografi
cairan kinerjatinggi (KCKT).

vii


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

Kulit singkong yang digunakan dalam penelitian ini memiliki kandungan
kandungan HCN sebesar 235,73 ppm, kadar air sebesar 7,23%, dan kadar lignin
sebesar 19,33%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rendemen xilan tertinggi
dihasilkan pada konsentrasi NaOH 8% (b/v) yaitu sebesar 7,87% (P.HCN.D), 13,07%
(P.HCN.ND), 5,0% (T.P.HCN.D), 8,8% (T.P.HCN.ND). Analisa KLT menunjukkan
bahwa xilan hasil ekstraks yang telah dilewatkan kromatografi filtrasi gel telah murni
dan tidak mengalami hidrolisis akibat penambahan asam dan basa saat proses
ekstraksi. Analisa KCKT pada produk hidrolisis menunjukkan jenis xilooligosakarida
yaitu xilopentosa (5963,99 ppm), xilotetraosa (2,59 ppm), xilotriosa (65,55), dan
xilosa (7,67 ppm). Waktu inkubas optimum yang diperlukan untuk menghidrolisis
xilan dari kulit singkong yaitu 20 jam pada kondisi hidrolisis pH 5 dan suhu 40°C.
Total gula pereduks yang dihasilkan yaitu 2,370mg/ml (P.HCN.D), 1,959mg/ml
(P.HCN.ND) 2,254mg/ml (T.P.HCN.D) , dan 1,661mg/ml (T.P.HCN.ND). Analisis
RAL (Rancangan Acak Lengkap) perlakuan pengurangan HCN (P.HCN) berbeda
nyata dengan perlakuan tanpa pengurangan HCN (T.P.HCN). Hal ini dikarenakan
Fhitung(169.965) =Ftabel 5%(18,513) (Lampiran G.1) sehingga perlu adanya
perlakuan pengurangan HCN. Perlakuan delignifikasi (P.HCN.D) berbeda nyata juga
dengan perlakuan tanpa delignifikasi (P.HCN.ND) yang dapat dilihat dari Fhitung
(105.475) =Ftabel 5%(18,513) (Lampiran G.2)sehingga perlu juga adanya perlakuan
delignifikasi untuk menghasilkan konsentrasi total gula pereduksi yang besar.

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa xilan berhasil
diekstraks dari kulit singkong dan dapat digunakan sebagai substrat endo-f-1,4-D-
xilanase. Waktu optimum untuk menghidrolisis xilan dari kulit singkong yaitu 20 jam
dengan kondisi hidrolisis pada pH 5 dan suhu 40°C. Hidrolisis endo-f3-1,4-D-xilanase
pada substrat xilan dari kulit singkong menghasilkan produk xifooligosakarida

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

1.1 Latar Belakang

Singkong (Manihot utilissima Pohl) merupakan sumber karbohidrat lokal
Indonesia yang menempati urutan ketiga terbesar setelah padi dan jagung
(Prabawati, 2011). Singkong merupakan tanaman perdu yang berasal dari benua
Amerika, tepatnya dari negara Brasil. Tanaman ini masuk ke Indonesia pada tahun
1852 (Purwono, 2009). Produktvitas singkong di Indonesia sebesar 22.677.866
ton, sedangkan di Jawa Timur produktivitas singkong mencapai 5 juta ton (Badan
Pusat Statistika, 2012).

Daging singkong segar mempunya komposisi kimiawi terdiri dari kadar
air sekitar 60%, pati 35%, serat kasar 2,5%, kadar protein 1%, kadar lemak 0,5%
dan kadar abu 1% (Prabawati, 2011). Serat singkong mengandung selulosa 59,9%,
hemiselulosa 20% dan lignin 10,7% (Akaracharanya & Kerdlaew, 2011). Setiap
bobot singkong akan menghasilkan kulit singkong sebesar 16% dari bobot
tersebut (Hidayat, 2009), sehingga apabila dihitung kulit singkong di Jawa Timur
pada tahun 2012 mencapai 800.000 ton. Total Digestible Nutrient (TDN) dan
nutrient dalam kulit singkong yaitu TDN 74,73%, protein 4,63%, serat kasar
15,20%, hemiselulosa 2,48%, lemak kasar 1,29%, kalsium 0,63, dan fosfor 0,22%
(Adriani et al., 2012 ; Hersoelistyorini et al., 2010).

Hemiselulosa merupakan polisakarida terbanyak kedua di alam setelah
selulosa. Komponen utama hemiselulosa adalah xilan (Da Silva et al., 2007).
Xilan sebagian besar ditemukan di kayu tanaman biji tertutup sekitar 15 — 30%
sedangkan pada kayu tanaman biji terbuka sekitar 7 — 10% (Collin et al., 2005).
Komponen 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 substrat dari enzim xilanase (Collins et al., 2005).

Xilanase merupakan kelompok enzim yang memiliki kemampuan
menghidrolisis hemisdlulosa yakni xilan. Jenis — jenis xilanase yaitu

1
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endoxilanase, eksoxilanase, dan [-xilosidase (Richana, 2002). Xilanase
ditemukan di tanaman, bakteri, dan jamur dengan berat molekul berkisar 16 — 40
kDa. Xilanase dihasilkan dari jamur Aspergillus dan Trichoderma, sedangkan dari
bakteri yaitu bakteri Bacillus dan Clostridium (Trismillah & Waltam, 2009).

Enzim endo-B-1,4-D-xilanase (EC 3.2.1.8, [-1,4-D-xilanase) dikenal
sebagal xilanase, endo 1,4-B-D-xilan hidrolase, endoxilanase, [-1,4-D-xilanase,
dan B-xilanase (Collins et al., 2005; Purich & Allinson, 2000). Enzim ini dapat
menghidrolisis ikatan glikosida dengan posisi B-1->4 secara acak pada rantai
utama xilan untuk menghasilkan xilooligsakarida (Richana et al, 2002). Xilanase
selama memproduksi xilo-oligosakarida juga memproduksi xilosa sebagai produk
samping (Jiang et al., 2004).

Ekstrakas xilan telah dilakukan oleh Richana et al., (2007) dengan
memodifikas metode dari Yoshida et al., (1994) yaitu dengan mevariasikan
konsentrasi NaOCl pada proses delignifikasi. Richana et al (2007) mengekstraksi
xilan dari limbah pertanian yaitu limbah tongkol jagung dengan rendemen xilan
tertinggi diperoleh dari hasil delignifikasi dengan konsentrass NaOCI sebesar
0,5%. Xilan yang didapat diuji dengan Kromatografi Cairan Kinerja Tinggi
(KCKT) dengan kadar xilan yang diperoleh sebesar 12,95%. Ekstraksi xilan dari
tongkol jagung juga dilakukan oleh Anggraeni (2003). Anggraeni (2003)
melakukan varias metode ekstraksi yakni menggunakana metode ektraksi
netralisasi dan asidifikasi. Xilan yang memiliki kemurnian lebih tinggi dihasilkan
dari metode ekstraks asidifikasi dengan menggunakan uji kualitatif ZnCl, dan I».

Xilan dimanfaatkan di bidang industri sebagai campuran bahan pembuatan
nilon dan resin. Hidrolisis xilan menghasilkan furfural yang dapat digunakan
sebagai bahan pelarut industri minyak bumi dan pelarut reaktif untuk resin fenol.
Xilan juga dapat diproses menjadi gula xilitol melalui proses hidrolisis xilan
menjadi xilosa, kemudian dehidrogenasi menjadi xilitol. Xilitol mempunyai
kelebihan dibanding gula pasir sebagal pemanis rendah kalori, mempunyai indeks
glikemik rendah, dan dalam metabolism tidak memerlukan insulin sehingga tidak
meningkatkan gula darah (Richana et al., 2007).
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Berdasarkan uraian di atas, pada penilitian ini akan dilakukan ekstraksi
xilan dari kulit singkong. Xilan yang dihasilkan, diuji reaktivitasnya terhadap
enzim endo-B-1,4-xilanase. Pendlitian ini juga akan mengetahui waktu inkubasi
optimum yang dibutuhkan oleh endo--1,4-xilanase untuk menghidrolisis substrat

xilan dari kulit singkong.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas dapat diambil beberapa yang dapat
dijadikan sebagai rumusan masalah yakni :
1. Bagaimana pengaruh berbagai perlakuan kulit singkong terhadap profil
rendemen xilan?
2. Bagaimana reaktivitas substrat xilan dari kulit singkong dengan berbagai
perlakuan terhadap enzim endo-f3-1,4-D-xilanase?
3. Berapa waktu optimum yang dibutuhkan enzim endo-B-1,4-D-xilanase
untuk menghidrolisis substrat xilan dari kulit singkong dengan berbagai

perlakuan?

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini antaralain :

1. Pelakuan terhadap kulit singkong yaitu pengurangan dan tanpa
pengurangan kandungan HCN serta pengurangan dan tanpa pengurangan
kandungan lignin.

2. Enzim yang digunakan adalah isolat enzim endo-3-1,4-D-xilanase yang
berasal dari mikroorganisme dalam abdominal rayap.

3. Enzim yang digunakan memiliki aktivitas sebesar 0,481 U/ml.

4. Kondisi optimum enzim saat hidrolisis yaitu suhu 40°C dan pH 5.

1.4 Tujuan Pendlitian
Tujuan penelitian ini adalah :
1. Mengetahui rendemen xilan pada kulit singkong.

2. Mengetahui waktu optimum dari xilanase saat menghidrolisis xilan
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1.5 Manfaat Pendlitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk:
1. Memberikan informasi bahwa xilan dapat diekstraksi dari kulit singkong
dengan perlakuan pengurangan kandungan HCN dan lignin.
2. Memberikan pengetahuan tentang manfaat kulit singkong sebagai sumber

substrat untuk enzim endoxilanase .
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kulit Singkong

Singkong (Manihot utilisssima Pohl) merupakan salah satu sumber
karbohidrat lokal Indonesia yang menduduki urutan ketiga terbesar setelah padi
dan jagung (Prabawati, 2011). Singkong merupakan tanaman perdu yang berasal
dari benua Amerika, tepatnya dari negara Brasil, tanaman ini masuk ke Indonesia
pada tahun 1852 (Purwono, 2009). Produktvitas singkong di Indonesia sebesar
22.677.866 ton, sedangkan di Jawa Timur produktivitas singkong mencapai 5 juta
ton (Badan Pusat Statistika, 2012).

Potens kulit singkong di Indonesia sangat melimpah, seiring dengan
eksistens negara ini sebagal saah satu penghasil singkong terbesar di dunia
Setiap kilogram singkong biasanya dapat menghasilkan 15 — 20% kulit singkong
(Hidayat, 2009), sehingga apabila dihitung kulit singkong di Jawa Timur pada
tahun 2012 mencapai 800.000 ton. Kulit singkong selama ini belum dimanfaatkan
secara optimal. Kulit singkong termasuk salah satu bahan baku pakan ternak yang
mempunyai energi (TDN) tinggi dan masih mengandung bahan — bahan organik
seperti karbohidrat, protein, lemak dan minera (Juliarti & lis, 2013).

Peternak memberikan kulit singkong ke hewan ternak hanya sebatas pada
pengetahuan mereka. Di Sukabumi, peternak memberikan kulit singkong secara
langsung ke ternak. Di Bogor, peternak memberikan kulit singkong dalam bentuk
cacahan. Kulit singkong dapat diolah melalui beberapa perlakuan sebelum
diberikan ke hewan ternak, sehingga dapat meningkatkan nilai nutrisinya dan juga
memgurangi kadar sianida yang membahayakan (Hanifah et al., 2010). Senyawa
glikosida sianogenik apabila terjadi proses oksidas oleh enzim linamarase maka
dihasilkan glukosa dan asam sianida (HCN) yang ditandai dengan bercak
berwarna biru. Kadar HCN lebih dari 50 ppm akan menjadi racun apabila
dikonsumsi (Prabawati, 2011).
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Menurut hasil penelitian dari Adriani et al., (2012) kandungan kimia dari

kulit singkong sebagai berikut :

Tabel 2.1 Kandungan kimia dari kulit singkong

Air (%) 8,31
Abu (%) 6,75
Protein kasar (%) 4,63
Serat kasar (%) 13,04
Lemak kasar (%) 1,99
EB (kkal) 3510
Lignin (%) 7,88
Selulosa (%) 6,06
Hemiselulosa (%) 2,48
Asam sianida (ppm) 256,142
Glukosa (%) 7,3602
Pati (%) 30,8721

(Sumber : Adriani et al., 2012).

2.2 Pengurangan Kandungan Asam Sianida (HCN)

Asam sianida dikenal sebagai

racun yang mematikan. Kandungan

sianogenik pada singkong antara <10 mg/kg sampai >500 mg/kg (Getachew et al.,
2011). Singkong dibagi menjadi tiga jenis berdasarkan kandungan sianidanya.
Tiga jenis singkong yaitu singkong manis (HCN = 50 mg/kg), singkong (HCN =
50 — 100 mg/kg), dan singkong pahit (> 100 mg/kg) (Marlina, 2000). Menurut
Bardbury (1999), kandungan HCN yang aman berdasarkan WHO untuk tepung
singkong yakni 10mg/kg dan untuk singkong segar < 32 ppm.

Beberapa cara untuk mengurangi kandungan HCN pada singkong yaitu
pengupasan, pemotongan, pemarutan, perendaman,penjemuran, perebusan, dan
fermentasi. Semua metode tersebut mengurangi kandungan HCN dengan jumlah
yang berbeda - beda Berikut adaa metode — metode untuk mengurangi
kandungan HCN menuru Tewe (1984) :
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1. Pengupasan merupakan metode yang efektif untuk mengurangi kandungan
HCN. Hal ini dikarenakan kandungan HCN pada kulit sangat tinggi daripada
pulp. Pada sebuah penelitian menunjukkan pada jenis singkong pahit
kandungan HCN pada kulit sebesar 650 ppm dan pada pulp sebesar 310 ppm.
Pada jenis singkong manis kandungan HCN pada kulit 200 ppm dan pada
pulp 38 ppm. Pengupasan dapat mengurangi kandungan HCN 50% pada
singkong.

2. Proses perendaman dapat menghilangkan 20% sianida bebas pada chips
singkong setelah 4 jam. lkatan sianida mulai berkurang setelah dimulainya
fermentasi. Pengurangan sianida yang signifikan jika direndam dengan air
dan diganti secararutin selama 3 - 5 hari.

3. 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°C.

4. 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°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.

2.3 Xilan
2.3.1 Definisi dan Struktur Xilan

Hemiselulosa merupakan heteropolisakarida yang bercabang dengan
Dergjat Polimerisasi (DP) lebih rendah daripada selulosa, kira — kira 150 — 200
molekul (Penner, 2006). Hemiselulosa 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-gaakturonat, dan asam glukuronat
(Anggraini, 2003; Ortega & Octavio, 2006). Komposisi dan struktur hemiselulosa
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dalam kayu lunak berbeda dengan hemiselulosa dalam kayu keras. Secara umum
hemiselulosa dapat dibagi menjadi tiga subgroup yaitu xilan, mannan, dan
gal aktan (Putri, 2008).

Xilan adalah polisakarida terbesar di sel tumbuhan dan terbanyak kedua di
alam. Xilan terikat pada selulosa, pektin, lignin, dan polisakarida lainnya
membentuk dinding sel tanaman (Kulkarni et al., 1999 ; Anggraini, 2003). Xilan
merupakan komponen utama dari hemiselulosa (Collin et al., 2005). Rantai
hemiselulosa dapat terdiri atas dua atau lebih jenis monomer penyusun
(heteropolimer) seperti 4-O-metilglukoronoxilosa dan dapat pula terdiri atas satu
jenis monomer seperti xilan yang merupakan polimer xilosa (Richana et al.,
2004). Secara umum Xxilan terdiri dari rantai utama xilosa yang terikat pada p—
1->4 dan terdapat susbtituen arabinofuranosil, asam 4-O-metilglukoronat, atau
asetil melalui proses esterifikasi (Haan dan Zyl, 2003).

Keberadaan xilan dalam jaringan kayu dikotil dan monokotil sekitar 25-
35%, serta lebih dari 50% terdapat di beberapa jaringan dari rumput-rumputan
(Moure et al., 2006). Xilan terdapat hampir di semua tanaman, khususnya limbah
tanaman pangan seperti tongkol jagung, bagas tebu, jerami padi, dedak gandum,
dan biji kapas. Bahan — bahan tersebut mengandung xilan antara 16 — 40%
(Jaggle, 1975; Richana et al., 2004).
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Gambar 2.1 Struktur xilan dari kayu lunak dan kayu keras . (a) struktur dasar ~ arabino-
4-O-metilglukuronoxilan. (b) struktur dasar
O-asetil-4-O-metilglukuronoxilan (Vazquez et al., 2000).

2.3.2 Ekstraks Xilan

Ekstrakss merupakan suatu metode penarikan satu atau lebih senyawa
metabolit sekunder dari jaringan bahan alam hayati dengan menggunakan pelarut
tertentu (Sudjadi, 1988). Ekstraks juga merupakan suatu metode yang digunakan
untuk memisahkan suatu komponen dari campurannya dengan menggunakan
pelarut tertentu (Maulida & Zulkarnaen, 2010). Prinsip dasar ekstraks adalah
distribusi komponen dalam dua fase yang saling tidak bercampur tersebut.
Ekstraks berlangsung dengan meamnfaatkan adanya interaksi antara pelarut
dengan bahan alam dan konstituen metabolit sekunder berpindah dari jaringan ke
dalam pelarut (Harborne, 1987).

Xilan diperoleh dengan cara mengekstraks dari bahan berlignoselulosa.
Beberapa pelarut dapat digunakan untuk mengekstraksi xilan, diantaranya adalah
natrium hidroksida (NaOH), ammonium hidroksida (NH,OH), dan kalium
hidroksida (KOH). Menurut Richana et al., (2004), xilan dapat larut dalam larutan
alkali (NaOH atau KOH sebesar 2 — 15%) dan dalam air. Pemilihan pelarut
didasarkan pada beberapa hal, yaitu berdasarkan sifat dan jumlah pelarut. Sifat
pelarut yang dipilih adalah pelarut yang selektif (Games et al., 2002). Menurut
Hespell (1998), diantara ketiga pelarut tersebut yang paling baik adalah NaOH
karena menghasilkan xilan yang relatif bersih dari pengotor.

Ekstraks xilan dari tongkol jagung telah dilakukan oleh Anggraini (2003).
Tahap awal pada proses ekstraksi xilan yaitu delignifikasi. Delignifikas adalah

proses penghilangan lignin. Proses delignifikasi dilakukan menggunakan pelarut
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natrium hipoklorot (NaOCI) karena ion — ion hipoklorit mampu memecah ikatan

karbon dalam struktur lignin. Lignin merupakan bahan organik bukan karbohidrat

yang berbentuk amorf dan tersusun atas unit — unit fenilpropana. Delignifikasi
yang ideal adalah penghilangan total lignin tanpa merusak komponen polisakarida
dari selulosa dan hemiselulosa. Dua metode untuk delignifikasi yakni klorinasi

(termasuk ekstraksi bergantian dengan larutan akohol panas organik) dan

delignifikasi dengan larutan natrium klorit yang diasamkan (Anggraini, 2003).

Xilan dimanfaatkan dalam bidang industri sebagai :

1. Gula xilitol. Xilan menjadi xilosa melalui proses hidrolisis, kemudian
dehidrogenas menjadi xilitol. Xilitol mempunyai kelebihan dibanding gula
pasir (sukrosa), sebagai pemanis rendah kaori, indeks glutemik jauh lebih
rendah sehingga tidak meningkatkan kadar gula darah dan dimetabolisme tanpa
membutuhkan insulin. Karena itu, xilitol sangat baik utuk penderita diabetes
(Richana et al., 2004). Saat ini xilitol banyak digunakan untuk pasta gigi
karena dapat menguatkan gusi (Richana et al., 2004).

2. Furfura yang dapat digunakan sebagai bahan pelarut industri minyak bumi,
pelarut reaktif untuk resin fenol, disinfektan, dan sebagai bahan awal untuk
memproduks berbagai bahan kimia dan polimer lainnya (Mansilla et al., 1998;
Richana et al.,2004).

3. Substrat ezim xilanase yang bermanfaat dalam industri pangan maupun
pangan. Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis
xilan menjadi xilosa dan xilooligosakarida. Xilanase dapat dimanfaatkan untuk
campuran pakan ternak,penjernihan sirup,pembuatan gula xilosa, dan bahan
prose pemutih kertas (Richana et al., 2004).

2.4 Endo-B-1,4-D-Xilanase

Xilanase merupakan kelompok enzim yang memiliki  kemampuan
menghidrolisis hemiselulosa menjadi  xilan (polimer dari xilosa) dan
xilooligosakarida. Xilanase umumnya merupakan protein kecil dengan berat
molekul antara 15.000 — 30.000 Dalton, aktif pada suhu 55°C dengan pH 9. Pada
suhu 60°C dan pH normal, xilanase leih stabil. Xilanase dapat diklasifikasikan
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berdasarkan substrat yang dihidrolisis yaitu p-xilodase, eksoxilanase, dan
endoxilanase. [B-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  1-4 pada bagian

dalam rantai xilan secarateratur (Richana, 2002).

a-D-glukuronidase asetilxilanesterase
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(b)
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Gambar 2.2 (a) Struktur xilan dan sisinya yang diserang oleh enzim xilanalitik.
(b) Hidrolisis xilooligosakarida oleh B-xilodase. (Collin et al., 2005).

B-endoxilanase (1,4- [B-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). Beberapa jenis bakteri dan jamur
diketahui mampu menghasilkan xilanase ekstraseluler yang dapat menghidrolisis
hemiselulosa menjadi xilosa. Selain itu beberapa mikroorganisme yang terdapat
pada ruminansia diketahui berpotensi sebagai penghasil xilanase karena hewan
ruminansia tersebut mengkonsumsi hemiselulosa dalam jumlah besar. Genus
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Bacillus diketahui sebagai penhasil xilanase yang aktif pada suhu 50°C — 60°C
dengan pH 7 — 9 (Septiningrum et al., 2008).

Xilanase berpotemsi untuk dikembangkan pada berbaga proses industri
seperti makanan, pakan ternak, kertas, bubur kayu, tekstil, dan proses bioremidiasi
(Collins et al., 2005). Penggunaan xilanase padaindustri pulp dan kertas bertujuan
meningkatkan dergjat putih pulp, sehingga pulp tersebut sesuai untuk dibuat
kertas dengan jenis tertentu. Proses pemutihan pulp juga membuatnya stabil
sehingga tidak menguning atau kehilangan kekuatan dan dergjat putih selama
penyimpanan. Xilanase digunakan untuk meningkatkan ekstrak lignin dan
melepaskan kromofor pulp dalam tahap awa pemutihan pulp. Penggunaan enzim
ini diharapkan dapat mereduksi penggunaan bahan kimia klor yang digunakan
pada berbagai tahapan dalam prose pemutihan sehingga menjadi Iebih ramah
lingkungan (Septiningrum et al., 2008).

2.5 Kromatogr afi
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 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 melaui 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 sebaga fase diam memiliki pori yang
seragam sehingga pelarut dan analit dapat berdifusi.

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 Iebih kecil
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dari ukuran pori akan memasuki pori dan terelusi dengan waktu yang paling lama
(Manz et al., 2004).

Pori matriks

2l Molekul kecil

Molekul yang lebih besar

| Molekul besar

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

2.5.2 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi digunakan untuk memisahkan substansi campuran menjadi
komponen — komponennya. Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran
berdasarkan perbedaan kecepatan perambatan komponen dalam medium tertentu.
Pada kromatografi, komponen — komponennya akan dipisahkan antara dua fase
yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam akan menahan komponen campuran
sedangkan fase gerak akan melarutkan zat komponen campuran. Komponen yang
mudah tertahan pada fase diam akan tertinggal, sedankan komponen yang mudah
larut dalam fase gerak akan bergerak |ebih cepat (Haqgiqi, 2008).

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 (Haqgiqgi, 2008). Harga Rf (Retordation Factor) yang didefinisikan
sebagai rasio jarak noda terhadap titik awal dibagi jarak eluen terhadap titik awal.
Secara matematis dapat ditulis:

Rf=1
n
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dengan | = jarak noda dari titik awal ke titik akhir setelah proses pengembangan

dan h = jarak eluen dari titik awal ke batas akhir eluen. Harga Rf berkisar antara

0-0,999. Faktor-faktor yang mempengaruhi gerakan noda dalam kromatografi

lapis tipis sehingga mempengaruhi harga Rf antara lain struktur kimia senyawa

yang dipisahkan, sifat penyerap, teba dan kerapatan lapisan penyerap, pelarut

(fasa gerak), dergjat kejenuhan, teknik pemisahan, jumlah cuplikan, dan suhu

(Hardjono Sastrohamidjojo, 1991 ).

Faktor-faktor yang mempengaruhi harga Rf (Hardjono Sastromidjoyo,

1991) adalah :

a. Struktur senyawa yang sedang dipisahkan.

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

c. Tebal dan kerataan |apisan adsorben.

d. Pelarut fasa gerak (dan tingkat kemurnianya).

e. Dergat 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 salah satu metode
kromatografi cair yang menggunakan fasa diam yang ditempatkan dalam suatu
kolom tertutup dan juga fasa geraknya berupa pelarut yang dialirkan dengan cepat
ke dalam kolom dengan bantuan pompa/ tekanan (Anshori, 2007). KCKT adalah
jenis kromatografi yang menggunakan cairan sebagai fase gerak dan fase diam
yang dipadatkan di dalam kolom sehingga dibutuhkan tekanan tinggi agar zat cair
dapat melewati kolom (Skoog et al., 2004).

Prinsip kerja dari KCKT adalah adanya perbedaan interaksi antara analit

dengan fase diam dan fase gerak. Analit yang kurang kuat berinteraksi dengan
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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
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 gel ombang 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 :

Mampu memisahkan molekul — molekul dari suatu campuran

Mudah melaksanakannya

Kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi

Dapat dihindari terjadinya dekomposisi/ kerusakan bahan yang dianalisis
Resulasi yang baik

Dapat digunakan bermacam — macam detektor

Kolom dapat digunakan kembali

© N o g k& w0 DN PP

Mudah melakukan sample recovery

2.6 Spektrofometri UV - Vis

Spektrofometri merupakan suatu meode analisa yang didasarkan pada
pengukuran serapan sinar monomakromatis oleh larutan berwarna pada panjang
gelombang spesifik dengan menggunakan monokromator prisma atau kisi difraksi
dengan detector fototube (Day & Underwood, 1998). Spektrofotometri UV- Vis
adalah salah satu teknik analisa spektroskopik yang memakai sumber radiasi
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elektromagnetik sinar tampak dengan menggunakan instrumen spektrofometer
(Mulja & Suharman, 1995).

Spektrofometer UV — Vis adalah sgenis peralatan yang digunakan untuk
mengukur serapan molekul organic atau anorganik yang diberikan sumber cahaya
dengan rentang panjang gelombang di daerah UV - Vis ( 180 — 770 nm) (
Siswoyo & Asnawati, 2007). Spektrofometri UV - Vis didasarkan pada
kemampuan molekul untuk menyerap cahaya ultraviolet dan visible (Pavie et al.,
2001). Proses absorbs cahaya UV — Vis berkaitan dengana promosi el ektron dari
satu orbital molekul dengan tingkat energi elektronik tertentu ke orbital molekul
lain dengan energi elektronik yang lebih tinggi. Transisi elektronik tersebut
biasanya adalah o->0*, o* atau n->0* (bersesuaian dengan energi cahaya UV),
dan n->n* atau n->n* (bersesuian dengan energi cahaya Vis) (Siswoyo &
Asnawati, 2007).

a V]

Gambar 2.4 Level energi elektronik dan keadaan transisi (Pavia et al., 2001).

Panjang gelombang cahaya UV atau cahaya tampak bergantung pada
mudahnya promosi elektron. Molekul — molekul yang memerlukan lebih banyak
energi untuk promos electron, akan menyerap pada panjang gelombang yang
lebih pendek. Molekul yang memerlukan energi lebih sedikit akan menyerap pada
panjang gelombang yang lebih panjang. Senyawa yang menyerap cahaya pada
daerah tampak (senyawa berwarna) mempunyai electron yang lebih mudah

dipromosikan daripada senyawa yang menyerap pada panjang gelombang UV
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yang lebih pendek (Fessenden, 1999). Menurut Siswoyo & Asnawati (2007),
komponen spektrofometer yang paling sederhana yakni:

1
2.

Sumber cahaya

Monokromator, yang berfungsi sebagai penyeleks cahaya dengan panjang
gelombang (energi) tertentu.

Kompartemen sampel

Detektor dan pengukur intensitas cahaya.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Waktu penelitian dilakukan mulai bulan Mei sampai Desember 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 Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian digolongkan menjadi peraatan
gelas, peraatan bukan gelas, dan instrumen.

Peralatan gelas meliputi gelas beaker, labu ukur, gelas ukur, erlenmeyer
berbagal volume, pipet volum, pipet mohr, pipet tetes, kolom dengan diameter 3
mm, cawan petri, tabung sentrifuse, dan tabung reaksi.

Peralatan bukan gelas antara lain alu, mortar, spatula logam, tisu, kertas
saring, alumunium foil, timer, ball pipet, lemari asam (JAVVA FH180), pipet
mikro, bak alat, water bath (Stuart SB40), botol semprot, kertas label, dan rak
tabung reaksi.

Instrumen meliputi neraca analitik (ES 225SM-DR), stirrer magnet, hot
plate (Stuart UC-152), kulkas (Sharp), autoclave (TOMY ES-315), pH meter
(Navih F-15) , sentrifuse (HITACHI CF15RXI1), statip, spektrofotometer UV-Vis
dengan kuvet (HITACHI U-2900), oven (Froilabo), Vortex (Vortex Genie 2).

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kulit singkong,
xilosa, NaHPO, (E-Merck, Mr: 141,96 g/mol, p:1,70 g/mL), asam sitrat
CsHgO7.H,O (E-Merck, Mr: 210,14 g/moal, p:1,50 g/mL), NaOH (E-Merck, Mr:

18
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39,99 g/moal, p:2,10 g/mL), KnaTartrat C4H4sKNaOe.4H,O (E-Merck, Mr: 282,1
g/moal, p:0,63 g/mL), asam 3,5-dinitrosalisilat (E-Merck), CsHsOH (E-Merck, Mr:
94,11 g/moal, p:1,07 g/mL), Na;SO3 (E-Merck, Mr: 126,04 g/mol, p:1,56 g/mL),
NaOCl (E-Merck), HCI (E-Merck), etanol (E-Merck, Mr: 46,07 g/mol, p:0,789
g/mL), larutan H,SO,4 (E-Merck, Mr: 98,07 g/moal, p: 1,84 g/ml), a-naftol (Merck,
Mr:144,17), 1-butanol (Merck, Mr:74,12 g/mol), asam asetat (Merck, Mr:60,05),
silikagel 60F,54 (Merck, Darmstaad, Germany), Sephadex G-25, dan akuades.
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3.3 Diagram Alir Pendlitian

kulit singkong

A 4

Diukur kadar HCN, kadar

air, dan kadar lignin

Tanpa Pengurangan
Kadar HCN (T.P.HCN)

Delignifikasi
(T.P.HCN.D)

Ekstraks

Xilan

Pengurangan Kadar
HCN (P.HCN)
|
| |
Tanpa Delignifikasi Tanpa
delignifikasi (P.HCN.D) delignifikasi
(T.P.HCN.ND) | (P.HCN.ND)
| Ekstreksi |
Ekstraks Ekstraksi
| |
Xilan Xilan X ilan

pH optimum

- Dihidrolisis dengan enzim endo-
B-1,4-D-xilanase pada suhu dan

- Dioptimasi waktu inkubasi

KLT

HPLC

Hasil

Dihitung
konsentrasi
total gula
pereduks

Hasll

Gambar 3.1 Diagram Alir Penelitian

Kromatografi gel

KLT

Hasl
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Analisis Kandungan Lignin, Air, dan HCN
a. Kadar Air

Sampel sebanyak 3 gram yang telah dihaluskan dimasukkan ke dalam
cawan porselin yang diketahui berat konstannya. Kemudian, dioven selama 2 jam
pada suhu 105°C. Sampel didinginkan dalam desikator selama 15 menit dan
ditimbang. Sampel dipanaskan kembali dalam oven selama 30 menit, dinginkan
kembali dalam desikator dan ditimbang.
Kadar air (%) = b-c x 100% (3.2

a

Keterangan: a= berat sampel
b = berat sampel + cawan porselin sebelum dioven
¢ = berat sampel + cawan porselen setelah dioven
b. Kandungan Lignin (Datta, 1981)

Sebanyak 1 gram kulit singkong dimasukkan pada 100 mL erlenmeyer dan
ditambahkan 15 mL asam sulfat 72%. Campuran larutan distirer selama 2 jam
pada suhu kamar. Larutan ditambahkan 560 mL akuades dan direfluks selama 4
jam dan endapan yang terbentuk disaring. Selanjutnya, endapan dioven sampai
kering. Presentase kadar lignin dihitung dengan menggunakan persamaan 3.2.
Kadar lignin=berat akhir x 100% (3.2

berat awal

3.4.2 Pengurangan Asam Sianida (HCN) pada Kulit Singkong (Nebiyu &

Getachew, 2011 ; Purwanti, 2005 ;Tewe, 1984)

Kulit singkong yang sudah dipotong kecil — kecil, dibersihkan dengan air.
Langkah pertama yang harus dilakukan adalah pengurangan HCN. Kulit singkong
direndam dengan air selama 3 -5 hari. Setelah perendaman, kulit singkong
dikukus selama 25 menit. Kemudian kulit singkong dikeringkan dengan oven.
Kulit singkong yang sudah kering, ditentukan kadar HCN (Nebiyu & Getachew,
2011 ; Purwanti, 2005 ;Tewe, 1984).
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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.
Kadar HCN total dihitug sebagai berikut :

HCN tota (ppm) = 396 x absorbansi (3.3)

3.4.3 Ddlignifikasi (Anggraini, 2003 ; Richanaet al., 2007)

Kulit singkong yang telah digiling dengan larutan NaOCI 0,5% pada suhu
28°C selama 5 jam. Kemudian dibilas dengan akuades dan disaring. Padatan yang
diperoleh digunakan untk ekstraksi xilan pada subbab 3.4.4.

3.4.4 Ekstraks Xilan dari Kulit Singkong (Anggraini, 2003 ; Richanaet al., 2007)

Pada proses ekstraks terdapat empat sampel yaitu sampel yang telah
dikurangi kandungan HCN dengan melalui perlakuan delignifikasi dan tanpa
delignifikasi, serta sampel yang tanpa dikurangi kandungan HCN dengan melalui
perlakuan delignifikasi dan tanpa delignifikasi

Padatan yang dihasilkan direndam dalam larutan NaOH dengan varias
konsentrasi yaitu 2%, 4%, 8%, dan 12% selama 24 jam pada suhu 28°C.
Kemudian disentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit dan diambil
supernatannya. Supernatan yang dihasilkan diukur pH-nya. Kemudian supernatan
dinetralkan dengan menambahkan tetes demi tetes HCl 6 N. Sampel yang sudah
netra disentrifugas pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Hasil
sentrifugasi  dipisahkan dengan cara menambahkan etanol 95% dengan
perbandingan 1:3 (supernatant : etanol) dan disentrifugas dengan kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit. Endapan yang diperoleh dioven sampa berat
konstan. Berat xilan dapat dihitung dengan rumus :
Rendemen xilan (%) = berat akhir  x 100% (3.4)

berat awal
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3.4.5 Uji Xilan dari Kulit Singkong
a. Uji Kudlitatif Xilan dengan Kromatografi Filtrasi Gel dan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) (Ratnadewi et al., 2007)

Xilan hasil ekstraksi diuji menggunakan kromatografi filtrasi gel. Xilan
dilarutkan dengan akuades. Fase diam yang digunakan adalah Sephadex G25.
Sampel sebanyak 1000 pl diairkan ke dadam kolom dan buffer dielusikan
secukupnya (@ 200 pl) ke dalam kolom kromatografi gel. Eluen yang keluar dari
kolom ditampung pada tabung eppendorf setigp 200 pl hingga dihasilkan
beberapa fraksi.

Fraks yang dihasilkan diuji dengan KLT untuk menguji adanya xilan.
Sebanyak 6 ul (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 H,SO, dalam etanol
kemudian dioven pada suhu 100°C selama 5 menit (Ratnadewi et al., 2007).

b. Uji Kuantitatif dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) Larutan
Standar Xilan (Richanaet al., 2007)

Larutan standar xilan sebanyak 20 pl pada konsentrasi 100 ppm diinjekkan
ke dalam komatografi dan dielus menggunakan air dengan kecepatan alir
0,8mL/menit. Instrumen yang digunakan yaitu KCKT dengan jenis kolom Csg
sebagal fase diam, fase gerak : air, volume injeksi sebanyak 20 ul, detekor
refraktif indeks dengan kecepatan alir 0,8 mL/menit.

c. Uji Kuantitatid dengan KCKT Xilan dari Kulit Singkong (Richana et al., 2007)

Larutan sampel sebanyak 20 pl diinjekkan ke dalam komatografi dan
dielus menggunakan air dengan kecepatan air 0,8mL/menit. Instrumen yang
digunakan yaitu KCKT dengan jenis kolom C,g sebagai fase diam, fase gerak : air,
volume injeksi sebanyak 20 ul, detekor refraktif indeks dengan kecepatan alir 0,8

mL/menit. Analisis kuaitatif xilan dilakukan dengan membandingkan waktu
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retens xilan oleh kulit singkong yang dihasilkan dengan laruta baku xilan.
Analisis kuantitatif dilakukan dengan membandingkan puncak kromatogram xilan
uji dan luas puncak kromatogram larutan baku xilan terhadap konsentrasi larutan
baku :

Kadar sampel = luas areasampel x kadar standar (3.5

luas area standar

3.4.6 Pembuatan Kurva Standar Xilosa

Larutan standar xilosa disigpkan dengan konsentrasi yang berbeda (0,25-
1,25 mg/ml dengan selisih 0,05 mg/ml). Sebanyak 250 pL dari masing-masing
konsentrasi dicampurkan dengan 750 uL reagen Miller dalam tabung reaks.
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).

3.4.7 Optimasi Waktu Inkubasi

Enzim endoxilanase sebanyak 125 uL ditambahkan pada 125uL substrat
xilan dari kulit singkong dalam buffer fosfat — sitrat. Kemudian diinkubasi pada
40°C selama 5 jam, 10 jam, 16 jam, 20 jam, 24 jam, dan 30 jam. Selanjutnya
ditambahkan DNS sebanyak 750 pL. Campuran dipanaskan pada suhu 100°C
dalam waterbath selama 20 menit dan didinginkan dengan air es selama 20 menit.
Kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 550 nm. Hasil konsentras
total gula pereduksi paling maksimum digunakan untuk penentuan lama inkubasi

enzim endoxilanase.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Profil rendemen xilan pada kulit dengan berbagai perlakuan memiliki tren yang
sama pada setiap konsentrasi NaOH. Pada konsentrasi NaOH 2% sampai 12%
rendemen tertinggi dimiliki oleh P.HCN.ND yang kemudian diikuti T.P.HCN.ND,
P.HCN.D, dan yang terakhir T. PHCN.D. T.P.HCN.ND dan P.HCN.ND memiliki
rendemen yang lebih besar daripada T.P.HCN.D dan P.HCN.D dan P.HCN.ND
lebih besar daripada T.P.HCN.ND. Rendemen tertinggi xilan dari kulit singkong
diperoleh pada konsentras NaOH 8% sebesar 7,87 % (P.HCN.D), 13,07%
(P.HCN.ND), 5,0% (T.P.HCN.D), 8,8% (T.P.HCN.ND). Hasil delignifikas juga
mempengaruhi warna pada xilan, xilan tanpa delignifikasi memiliki warna coklat
yang lebih gelap dibandingkan xilan dengan delignifikasi.

2. Xilan dari kulit singkong reaktif terhadap enzim endo-B-1,4-xilanase yang dapat
ditunjukkan dengan total gula reduksi sebesar P.HCN.D (8,4mg/mi+0,04),
P.HCN.ND (5,46mg/mi+0,06), T.P.HCN.D (6,9mg/mI+0,05), dan T.P.HCN.ND
(4,5mg/mi£0,05). Analisis KCKT dapat mengetahui jenis XO yang dihasilkan
yaitu X5 (5963,99 ppm), X4 ((2,59 ppm), X3 (65,55 ppm), dan X1 (7,67 ppm).

3. Andliss RAL menunjukkan perlakuan pengurangan HCN dan delignifikas
berbeda nyata dengan perlakuan tanpa pengurangan HCN dan lignin.

4. Waktu inkubasi optimum ketika enzim endo-B-1,4-xilanase menghidrolisis xilan
yakni 20 jam dengan konsentrasi total gula reduksi tiap sampel sebesar P.HCN.D
(2,370mg/mi+0,014), P.HCN.ND (1,959mg/mi+0,016), T.P.HCN.D
(2,254mg/mi£0,005), dan T.P.HCN.ND (1,661mg/mi+0,007).

45
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5.2 Saran

1. Ekstraks xilan harus melalui proses delignifikasi terlebih dahulu untuk
memaksimalkan proses hidrolisis dengan enzim.

2. Xilan hasil ekstraksi belum diketahui jenis xilannya sehingga perlu adanya analisis
penentuan jenis xilan.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Pembuatan L arutan dan Reagent

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

Sebanyak 2, 4, 8, dan 12 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 HClI 6 M
Larutan induk HCI 12 M sebanyak 50 mL dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL.

Kemudian diencerkan dengan akuades sampai tanda batas.

A.3 Pembuatan Larutan H,SO,4 72% (v/v)
Larutan induk H,SO,4 98% sebanyak 73,5 mL H,SO, 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 60ml HO

b. 1 gram NaOH

c. 18,2 gram K/NaTartat

d. 1gram 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.
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Lampiran B. Kandungan Lignin, Air, dan HCN pada Kulit Singkong

Kadar lignin = Beratakhir x 100%
Berat awal
- 0,
K adar Air _ baC X 100%

Keterangan : a= berat sampel
b = berat sampel + cawan porselin sebelum dioven

¢ = berat sampel + cawan porselen setelah dioven

Kadar HCN = 396 x absorbansi (ppm)
B.1 Kandungan Lignin, Air, dan HCN
Kandungan Kadar Standar
Devias
Ulangan Ulangan Ulangan Rata-
1 2 3 rata
Lignin (%) 20 20 18 19,33 1,15
Air (%) 6,67 7,3 8,0 7,23 0,67

HCN (ppm) 2342 235,8 2372 23573 150
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B.2 Pengurangan Kandungan HCN dengan Perendaman

55

Hari ke- Ulangan Ulangan Ulangan  Rata- rata SD
1 2 3
1 170,22 171,44 172,33 171,89 0,91
2 131,47 132,55 130,9 131,73 0,69
3 96,23 95,22 97,01 96,12 0,73
4 87,52 86,55 88,73 87,64 0,89
5 71,68 70,99 72,31 71,65 0,54

B.3 Pengurangan Kandungan
Setelah Dilakukan Perendaman

HCN dengan Pengukusan Selama 25 Menit

Hari ke- Ulanganl Ulangan2 Ulangan3 Rata-rata SD
1 138,2 137,22 139,01 138,14 0,73
2 123,95 125,01 121,9 123,62 1,29
3 67,71 65,85 67,01 66,87 0,77
4 41,97 42,23 40,55 41,58 0,74
5 23,44 23,66 22,33 23,14 0,58
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Lampiran C. Rendemen Xilan dari Kulit Singkong

Rendemen xilan= Berat akhir  x 100%

56

Berat awal
Sampel Rendemen Xilan (%) Stan.da_r
Ulangan Ulangan Ulangan Rata- pevias
1 2 3 rata

NaOH P.HCN D 4,2 4,4 4,0 4,2 0,2
v P.HCN.ND 1,4 7,6 7,6 7,53 0,12
T.PHCN D 34 3,6 3,6 3,53 0,12
T.P.HCN.ND 7,2 7,4 7,6 74 0,2

NaOH P.HCN D 7,0 7,2 7,2 7,13 0,12
o P.HCN.ND 12,0 12,2 12,2 12,13 0,12
T.PHCN D 4 4,2 4,4 4,2 0,2
T.P.HCN.ND 7,6 7,6 7,8 7,67 0,12

NaOH P.HCN D 7,8 7,8 8,0 7,87 0,12
% P.HCN.ND 13,0 13,0 13,2 13,07 0,12
T.PHCN D 4.8 5 54 5 0,2
T.P.HCN.ND 8,6 8,8 9 8,8 0,2

NaOH P.HCN D 5.4 54 5,6 5,47 0,12
- P.HCN.ND 8,0 8,0 9,0 8,33 0,12
T.P.HCN D 34 3,6 38 3,6 0,2
T.P.HCN.ND 6,6 6,8 7 6,8 0,2
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Lampiran D. Kurva Standar Xilosa pada 550 nm

Konsentrasi xilosa Absorbansi
(mg/ml) (nm)
0,25 0,024
0,5 0,182
0,75 0,4
1 0,679
1,25 0,957
Standar Xilosa
1.2 -
y=0.942x-0.258
* R?=0.987
T 08 -
L
wm 0.6 -
[ =
[5+]
= oS
2
2 02
0 :
02 ¢ 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
[Xilosa] (mg/ml)

57


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

58

Lampiran E. Produk Hidrolisis Inkubas Xilan dari Kulit Singkong selama 16

Jam
Total Gula Pereduks
Sampel Absorbans (mg/ml) Stan_da.r
(nm) Sampel  Rata-rata Devias
0,591 2,102
P.HCN.D 2,098 0,006
0,601 2,094
0,560 1,375
P.HCN.ND 1,364 0,016
0,553 1,353
0,496 1,738
T.P.HCN.D 1,729 0,013
0,490 1,719
0,453 1,130
T.P.HCN.ND 1,121 0,013

0,447 1,111
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Lampiran F. Variass Waktu Inkubasi Endo-B-1,4-xilanase

59

Waktu Sampel Total Gula Pereduks (mg/mL) Standar
(Jam) Deviasi
Abs Abs Ulangan Ulangan 2 Rata-
1 2 1 rata

5 P.HCN D 0,760 0,752 1,595 1,578 1,587 0,012
P.HCN.ND 0,365 0,372 0,861 0,883 0,872 0,016
T.P.HCN.D 0,653 0,650 1,395 1,389 1,392 0,004
TPHCN.ND 0,334 0,335 0,703 0,707 0,705 0,003

10 P.HCN.D 0,503 0,509 1,815 1,835 1,825 0,014
P.HCN.ND 0,729 0,733 0,983 0,991 0,987 0,006
T.P.HCN.D 0,360 0,354 1,471 1,452 1,462 0,013
TPHCN.ND 0424 0,419 0,921 0,905 0,913 0,011

20 P.HCN.D 0,650 0,645 2,380 2,360 2,370 0,014
P.HCN.ND 0,698 0,705 1,948 1,970 1,959 0,016
T.P.HCN.D 0,575 0,577 2,250 2,257 2,254 0,005
T.P.HCN.ND 0,563 0,566 1,656 1,666 1,661 0,007

24 P.HCN.D 0,500 0,496 1,933 1,907 1,920 0,018
P.HCN.ND 0,515 0,509 1,344 1,325 1,335 0,013
T.P.HCN.D 0,443 0,451 1,757 1,783 1,770 0,018
T.P.HCN.ND 0,496 0,501 1,267 1,283 1,275 0,011

30 P.HCN.D 0,653 0,660 1,454 1,469 1,462 0,011
P.HCN.ND 0,689 0,691 1,170 1,174 1,172 0,002
T.P.HCN.D 0,605 0,614 1,346 1,365 1,356 0,013
T.P.HCN.ND 0,615 0,621 1,038 1,051 1,045 0,009
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Lampiran G. Rancangan Acak Lengkap (RAL) dari Total Gula Pereduksi
G.1RAL antara P.HCN dan T.P.HCN

Perlakuan Ulangan Total
1 2

P.HCN 2,380 2,360 4,740
T.P.HCN 2,250 2,257 4,510
SP 2

>U 2

FK 2.31175

KT 19.08

JKP 19.0786

JKE 0.00022

Tabel Anova
SK db JK KT FHitung Ftabel F tabel Keterangan

5% 1%

Perlakuan 1 19,1 19,1 169.965 18,513 98,503 **
Error 2 0,00022 0,00011

Total 3 19,08



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

61

G.2RAL antara P.HCN.D dan P.HCN.ND

Perlakuan Ulangan Total
1 2

P.HCN.D 2,380 2,360 4,740

P.HCN.ND 1,948 1,970 3,920

>P 2

SU 2

FK 2,0285

KT 14,45

JKP 14,4501

JKE 0,00027

Tabel Anova
SK db JK KT FHitung Ftabel F tabel Keterangan
5% 1%

Perlakuan 1 14,45 14,5 105475 18,513 98,503 **
Error 2 0,00027 0,00013

Total 3 14,45

Keterangan : ** = berbeda sangat nyata
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Lampiran H. Kromatogram KCKT

H.1 Standar Xilosa

quDOI}U

17500 i

15000

I2.500~.

10000

7500

5000+

2500-

0.0 2.5 5.0 1.3 10.0 12.5 15.0 17.5 Z_U.IJ

Puncak Waktu Retensi LuasPuncak  Tinggi Puncak

1 7,169 2496 99

2 14,582 644536 17130

3 16,647 7852 180
Total 654884 17409
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H.2 Standar Xilobiosa

UV 20000

17500

1o

15000

1
12500
10000
7500
suoo-}

2500+

0.0. . 25 50 7.5 10.0 125 150 17.5 20.0

min

Puncak Waktu Retenss LuasPuncak Tinggi Puncak

1 11,917 484622 15277

Total 484622 15277
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H.3 Standar Xilooligosakrida

V15000 - -
12500 .. :w:
10000--! " I
| -
]
7500
1 g
5000 A
|
2500 |
'f B . 1N A L |
OL'IO_. =1 _7 5 : 5:0 :'; 11.3,_0““ !2.5_ 1<. 0 i 17.5 “?S.D
Puncak Waktu retens L uas 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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H.4 Hasil Hidrolisis Xilan dari Kulit Singkong

"% 50000
zzsooc@
] 3
200000~ 5
175000 ’
150000
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125000 /
100000 }
75000
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Puncak Waktu Retensi Luas puncak Tinggi
Puncak
1 1,339 10192 233
2 8,365 6529881 194539
3 9,738 2845 146
4 10,864 71773 2467
5 13,957 4950 253
6 16,849 45653 846
7 19,206 26270 1007
8 20,433 4338 195
9 20,925 13065 370
Tota 6708967 200057
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Lampiran |. Perhitungan Kadar Hasil Hidrolisis

|.1 Standar Xilooligosakarida

67

Jenis Waktu retens L uas puncak Kadar standar
standar XO standar (min) standar (ppm)
X5 8,853 439519 401,43
X4 9,392 88987 81,27
X3 10,472 194921 178,03
X2 11,917 484622 1000
X1 14,582 644536 1000
|.2 Kadar Hasil Hidrolisis Xilan dari Kulit Singkong
Kadar sampel (ppm) = 113:55 z:: :f:ii:i_ X kadar standar (ppm)
Jenis Standar s Vi Luas Kandungan
(menit) Puncak (ppm)
X5 8,365 6529881 5963,99
X4 9,738 2845 2,59
X3 10,864 71773 65,55
X1 13,957 4950 7,67
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