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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Bagan kerja 

1.1 Pembuatan larutan pereaksi 

A. Pembuatan larutan NaOH 3% (b/v) 

 

 

 

 

 

 

 

B. Pembuatan larutan H2SO4 72% (v/v)            C. Pembuatan larutan H2SO4 1 N 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 gram 

NaOH 

- Dimasukkan ke dalam gelas kimia 500 

mL 

 

- Dilarutkan dengan akuades hingga tanda 

batas 

Larutan  

NaOH 3% 

7,42 mL          
H2SO4 97% 

 - Dimasukkan ke dalam 

gelas kimia 10 mL 

 

- Dilarutkan dengan akuades 

hingga tanda batas 

Larutan  

H2SO4 72% 

27,45 mL          

H2SO4 97% 

 

Larutan  

H2SO4 1 N 

- Dimasukkan ke dalam 

gelas kimia 1000 mL 

 

- Dilarutkan dengan akuades 

hingga tanda batas 
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- Ditambahkan 250 mL NaOH 3%            

- Direndam Selama 24 jam dalam wadah tertutup             

- Disaring dengan menggunakan kain penyaring 

 

- Dicuci dengan akuades hingga pH netral dan lignin 

berwarna hitam pekat terlepas                                                                  

                   

- Ditambahkan 250 mL H2O2 3% dan dibiarkan semalam  

 

- Dikeringkan dalam 

oven Suhu 105oC   

   

                

 

1.2 Preparasi sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 gram Tepung 

Batang Rumput gajah 

Filtrat 

100 gram Batang 

Rumput Gajah Mini 

Tepung Batang 

Rumput Gajah Filtrat 

Tepung 

Selulosa 
Filtrat 

Analisis Selulosa 

dan Lignin 



56 

 

- Direfluks dengan 150 mL akuades selama 1 jam 

- Disaring 

 

- Ditambahkan 150 mL H2SO4 1N 

- Direfluks Selama 1 jam 

- Disaring 

 
-Dicuci dengan akuades panas hingga pH netral 

-Dikeringkan dalam Oven 105oC hingga kering (b) 

                   

 

- Dicuci dengan 300 mL 

akuades panas 

 

- Ditambahkan 10 mL H2SO4 72% & direndam selama 4 jam 

- Disaring, lalu residu direfluks menggunakan 150 mL H2SO4  

1 N dan  selama 1 jam 

 

-Dicuci dengan akuades hingga pH netral 

-Dilakukan Penimbangan bobot tetap dengan 

menggunakan oven pada suhu 105oC (c) 

 

- Diabukan dengan menggunakan Furnace pada suhu 400oC 

                   

- Ditimbang hingga bobot tetap (d) 

 

1.3 Analisis selulosa dan lignin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 gram Tepung 

Batang Rumput gajah 

Filtrat 

1 gram Batang Rumput 

Gajah Mini (a) 

Tepung Batang 

Rumput Gajah 
Filtrat 

Residu Filtrat 

Residu 

Hasil 

Filtrat 
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- Ditambahkan 4% tepung maizena,  KH2PO4 0,08%, 

Yeast Extract 1%, Bacto Agar 2% 

            

- Dipanaskan hingga larut 

- Dipipet ke dalam tabung reaksi masing-masing 10 mL 

- Disterilisasi pada suhu 121oC selama 15 menit 

menggunakan autoclave 

 

- Didinginkan dalam keadaan miring pada tabung reaksi 

- Digoreskan Stok kultur murni Bakteri C. acetobutylicum 

menggunakan ose secara zig-zag dalam kondisi aseptik 

- Diinkubasi dengan suhu 37oC selama 7 hari 

 

           
- Ditambahkan 100 mL akuades 

- Dipanaskan hingga membentuk gel         

- Ditambahkan nutrien pada Tabel 3         

- Diatur pH menjadi 5 dengan menambahkan buffer posfat 

- Dipindahkan ke dalam erlenmeyer 250 mL 

- Diencerkan dengan akuades hingga volume 150 mL        

-Ditutup dengan kapas dan aluminium foil   

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit        

- Ditambahkan Stok kultur murni bakteri C. acetobutylicum 

- Ditutup kembali lalu difermentasi dalam shaker inkubator selama 48 jam 

pada suhu 37oC dengan kecepatan 150 Rpm 

 

1.4 Peremajaaan bakteri Clostridium acetobutylicum 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1.5 Pembuatan media inokulum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok Kultur 

Murni 

100 mL Ekstrak 

daging 

Stok Kultur 

Murni 

3 gram tepung batang 

rumput gajah mini 
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- Ditambahkan 1000 mL akuades 

- Dipanaskan hingga membentuk gel         

- Ditambahkan nutrien pada tabel 4        

- Dimasukkan ke dalam masing-masing 10 buah erlenmeyer 250 mL 

sebanyak 100 mL 

- Diatur pH menjadi 5;5,5;6;6,5;7 pada setiap 2 buah erlenmeyer 

- Diencerkan hingga volume 150 mL       

- Ditutup dengan kapas dan aluminium foil 

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit        

- Ditambahkan 15 mL media inokulum menggunakan gelas ukur yang 

telah disterilkan ke dalam masing-masing erlenmeyer 

- Ditutup kembali lalu difermentasi dalam shaker inkubator selama 6, 8, 

10 dan 12 hari pada shaker inkubator suhu 37oC dengan                        

kecepatan 150  rpm 

- Dilakukan destilasi pada sampel menggunakan destilasi fraksionasi 

pada suhu 78oC 

- Dilakukan analisis kuantitatif menggunakan refraktometer  

 

 

 

 

 

 

1.6 Penentuan kondisi optimum 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30 gram tepung batang 

rumput gajah mini 

Hasil 
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- Ditambahkan 1000 mL akuades 

- Dipanaskan hingga membentuk gel         

- Ditambahkan nutrien pada tabel 4         

- Diatur sesuai pH optimum dengan menambahkan buffer posfat 

- Diencerkan dengan akuades hingga volume 1500 mL        

- Dimasukkan masing-masing sebanyak 150 mL larutan ke dalam 10 buah  

Erlenmeyer 250 mL 

- Ditutup dengan kapas dan aluminium foil 

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit        

- Ditambahkan 15 mL media inokulum menggunakan gelas ukur yang 

telah disterilkan ke dalam masing-masing erlenmeyer 

- Ditutup kembali lalu difermentasi dalam shaker inkubator selama waktu 

optimum fermentas yang diperoleh 

- Didestilasi menggunakan distilasi fraksionasi pada suhu 78oC 

- Dilakukan penambahan drying agent berupa CaO 

- Di destilasi kembali hingga diperoleh bioetanol yang murni 

- Dilakukan analisis kualitatif dan kuantitatif menggunakan refraktometer 

dan gas kromatografi 

 

 

 

1.7 Produksi bioetanol 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil 

68 gram tepung batang 

rumput gajah mini 
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Lampiran 2. Skema pembuatan ekstrak daging 
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Lampiran 3. Komposisi Media Inokulum 

 

Bahan Jumlah  

KH2PO4 

K2HPO4 

Ekstrak Ragi 

(NH4)2SO4 

MgSO4.7H2O 

MnSO4 

CoCl2.6H2O 

FeSO4.7H2O 

CaCl2 

NaCl 

Asparagin 

Sistein 

Casein 

Ekstrak Daging 

0,112 g 

0,112 g 

1,5 g 

0,3 g 

0,003 g 

0,0015 g 

0,0015 g 

0,0015 g 

0,25 g 

0,15 g 

0,3 g 

0,0075 g 

0,075 g 

15 mL 

 

 

Lampiran 4. Komposisi Media Fermentasi 

 

Bahan Jumlah  

KH2PO4 

K2HPO4 

Ekstrak Ragi 

(NH4)2SO4 

MgSO4.7H2O 

MnSO4 

CoCl2.6H2O 

FeSO4.7H2O 

CaCl2 

NaCl 

Asparagin 

Sistein 

Casein 

Ekstrak Daging 

1,12 g 

1,12 g 

15 g 

3 g 

0,03 g 

0,015 g 

0,015 g 

0,015 g 

2,5 g 

1,5 g 

3 g 

0,075 g 

0,75 g 

150 mL 
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Lampiran 5. Perhitungan 

 

 

5.1 Analisis kadar lignoselulosa sebelum delignifikasi 

 Penimbangan Sampel 

            Berat a = 1,0002 gram     Berat b = 1,0076 gram                             

            Berat c = 0,2886 gram     Berat d = 0,0442 gram 

            Berat e = 0,007 gram 

            Dengan memasukkan data penimbangan pada persamaan (1), (2) dan (3) 

maka diperoleh:  

 

Kadar Hemiselulosa  =                     x 100%  =                                            x 100% 

 

                = 71,88 % 

 

Kadar Selulosa  =                         x 100%  =                                           x 100% 

 

                       = 22,43 %    

 

Kadar Lignin     =                         x 100%  =                                       x 100% 

   

                       = 3,699 % 

5.2 Analisis kadar lignoselulosa setelah delignifikasi 

 

 Penimbangan Sampel  

            Berat a = 1,0006 gram       Berat b = 1,0169 gram                             

            Berat c = 0,7767 gram       Berat d = 0,0226 gram 

            Berat e = 0,0164 gram 

            Dengan memasukkan data penimbangan pada persamaan (1), (2) dan (3) 

maka diperoleh:  

 

Kadar Hemiselulosa  =                     x 100%  =                                            x 100% 

 

                = 24,01 % 

1,0076 g – 0,2886 g  b – c 

 a 1,0002 g 

0,2886 g – 0,0442 g  c – d 

a 1,0008 g 

d – e 0,04 g – 0,0044 g  

a 1,0008 g 

1,0169 g – 0,7767 g  b – c 

 a 1,0006 g 
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Kadar Selulosa  =                         x 100%  =                                           x 100% 

 

                       = 75,37 %    

 

Kadar Lignin     =                         x 100%  =                                          x 100% 

 

      

                       = 0,619 % 

 

5.3 Perhitungan kadar etanol pada penentuan kondisi optimum  

  

 

                                X =                     x 100%               Keterangan 

                                  y = Indeks Bias 

                                                                       x = Konsentrasi Etanol 

 pH 5 

 

X6  =                                      =   0.25 % 

 

            

             X8  =                                      = 0,75 % 

 

 

 

             X10  =                                      = 2, 25% 

 

 

 

             X12  =                                      = 0,25 % 

 

 pH 5.5 

 

     

             X6  =                                      = 1,5 % 

 

 

 

             X8  =                                      = 2 % 

 

 

1.3310 – 1.3309 

0.0004 

1.3312 – 1.3309 

0.0004 

0.0004 

0.0004 

1.3318 – 1.3309 

1.3310 – 1.3309 

1.3315 – 1.3309 

0.0004 

0.0004 

1.3317 – 1.3309 

0,7767 g – 0,0226 g  
c – d 

a 1,0006 g 

d – e 0,0226 g – 0,0164 g  

a 1,0006 g 

y – b 

 a 
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              X10  =                                    = 3 % 

 

 

 

 

              X12  =                                    = 0,75 % 

 

 

 pH 6 

             X6  =                                      = 2,25 % 

 

 

             X8  =                                      = 2,75 % 

 

 

              X10  =                                    = 4 % 

 

 

 

 

              X12  =                                    = 1,75 % 

 

 

 pH 6,5 

     

             X6  =                                      = 2,75 % 

 

 

 

             X8  =                                      = 4 % 

 

 

 

 

 

              X10  =                                    = 5,75 % 

 

 

 

 

              X12  =                                    = 2,25 % 

 

 

 

0.0004 

1.3321 – 1.3309 

0.0004 

1.3312 – 1.3309 

1.3318 – 1.3309 

0.0004 

0.0004 

0.0004 

1.3320 – 1.3309 

1.3325 – 1.3309 

0.0004 

1.3316 – 1.3309 

1.3320 – 1.3309 

0.0004 

0.0004 

0.0004 

1.3325 – 1.3309 

1.3332 – 1.3309 

0.0004 

1.3318 – 1.3309 
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 pH 7 

 

             X6  =                                      = 1,5 %      X12 = 

 

                   

                            = 1,5% 

 

             X8  =                                      = 2,75 %     

 

 

 

              X10  =                                    = 3,35 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3315 – 1.3309 

0.0004 

0.0004 

0.0004 

1.3320 – 1.3309 

1.3322 – 1.3309 

0.0004 

1.3315 – 1.3309 
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Lampiran 6. Data Pengukuran Produksi Bioetanol 

6.1 Pengukuran indeks bias etanol standar menggunakan refraktometer 

NO Konsentrasi Etanol % (v/v) Indeks Bias 

1 0 1,3295 

2 0,5 1,3302 

3 1 1,3305 

4 1,5 1,3318 

5 2 1,3322 

6 3,5 1,3329 

7 5,0 1,3335 

8 10,0 1,3352 

9 15,0 1,337 

10 45,0 1,3485 

11 60,0 1,3542 

12 90,0 1,3648 

13 X (Hasil Produksi Bioetanol) 1,3654 

 

6.2 Grafik pengukuran indeks bias etanol standar 

 

 

                                X =                     x 100%               Keterangan 

                                  y = Indeks Bias 

                                                                       x = Konsentrasi Etanol 

 

Kadar produksi etanol pada kondisi optimum =  
 

 

                       =  86,25% 

y = 0,0004x + 1,3309

R² = 0,996
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6.3 Pengukuran indeks bias dan kadar bioetanol sampel menggunakan 

persamaan regresi linear 

 

pH Waktu (Hari) Indeks Bias Kadar Bioetanol % (V/V) 

5 6 1.3310 0,25 

8 1.3312 0,75 

10 1.3318 2,25 

12 1.3310 0,25 

 

5.5 

6 1.3315 1,5 

8 1.3317 2 

10 1.3321 3 

12 1.3312 0,75 

 

6 

6 1.3318 2,25 

8 1.3320 2,75 

10 1.3325 4 

12 1,3316 1,75 

 

6.5 

6 1.3320 2,75 

8 1.3325 4 

10 1.3332 5,75 

12 1.3318 2,25 

 

7 

6 1.3315 1,5 

8 1.3320 2,75 

10 1.3322 3,35 

12 1.3315 1,5 

Produksi Bioetanol 1,3654 86,25 
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6.4 Kromatogram etanol standar 

 

6.5 Kromatogram hasil destilasi 
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Lampiran 7. Rangkaian Alat 

7.1 Rangkaian alat refluks  

 

 

 

 

    

    Keterangan 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 1 

3 

4 
5 

6 

1. Kondensor 

2. Selang Masuk 

3. Selang Keluar 

4. Hot Plate 

5. Erlenmeyer Asah 

6. Ember berisi pompa, air dan es 

batu 
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7.2 Rangkaian alat destilasi fraksionasi 

 

 

 

 
 

    

 

 

 

 

 

Keterangan 

1. Termometer suhu 

2. distilasi konektor 3 arah 

3. Selang   

4. Erlenmeyer 

5. Labu Distilat 

6.Kolom distilasi fraksionasi 

7. Kondensor 

8. Mantel Pemanas 

9. Ember berisi pompa, air dan es batu 

 

 

2 
1 

3 4 5 

6 

8 

7

=

7 
9 



71 

 

Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian 

8.1 Bahan penelitian 

 

 
                       

 

 

8.2 Proses perlakuan pendahuluan (Delignifikasi) 

 

 

 

 

Rumput gajah mini (Pennisetum Purpureum) 

Sampel yang telah digiling Perendaman sampel dengan NaOH 

Pencucian sampel dari lignin menggunakan akuades 
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Pencucian sisa lignin pada sampel yang telah direndam H2O2 

Proses bleaching menggunakan H2O2 

Sampel setelah delignifikasi 
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8.3 Peremajaan bakteri Clostridium acetobutylicum 

 

 

 

 

8.4 Proses Fermentasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penggoresan bakteri dalam media agar miring secara aseptis 

Pembuatan media inokulum Pembuatan media fermentasi 

Media fermentasi dalam shaker incubator 
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8.5 Instrumen analisis 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

                      

 

 

Refraktometer untuk analisis kuantitatif 

Kromatografi gas untuk analisis kualitatif 


