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Lampiran 1. Diagram Alir

Sampel

NaOH —

Delignifikasi

Padatan

——» Analisis kadar Hemiselulosa,

Selulosa dan Lignin

Enzim Selulase —»

Hidrolisis

Analisis menggunakan RSM
L dengan menggunakan

Bakteri Z. mobilis >

software Minitab dengan
varisi suhu dan pH

—» Analisis Kadar Glukosa

Analisis menggunakan

Fermentasi

R RSM dengan

menggunakan software
Minitab dengan variasi

Filtrat

pH dan waktu fermentasi

I

Destilasi

Analisis Bioetanol

Analisis kualitatif dan analisis
kuantitatif menggunakan
refraktometer dan GC

Analisis Data
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Lampiran 2. Prosedur Penelitian

A. Persiapan Bahan (Hauwa dkk., 2019)

Kulit Singkong

— Dicuci hinga bersih lalu dipotong menjadi
bagian yang kecil

— Dikeringkan selama 5 hari dibawah sinar
matahari

Kulit Singkong Kering

B. Tahap Delignifikasi

- kulit singkong dihaluskan dengan grinder
dan diayak menggunakan ayakan 40 mesh
— dioven pada suhu + 105°C selama 2 jam.

Bubuk Kulit Singkong

(Anggraini dkk., 2020)

400 gr Bubuk Kulit Singkong

— dimasukkan kedalam Erlenmeyer

— ditambahkan 4000 mL NaOH 14%

— dishaker water bath pada suhu 60 °C
kecepatan 120 rpm selama 6 jam

— disaring menggunakan Kkertas saring

\

Filtrat

Residu

— dicuci dengan akuades sampai
diperoleh pH netral

— dioven pada suhu 105 °C selama
3 jam

Bubuk Kulit Singkong
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C. Analisis Kadar Hemiselulosa, Selulosa, dan Lignin (Angriani dkk, 2020)

2 gram Sampel (a)

ditambahkan 150 mL akuades
direfluks pada suhu 100 °C selama 1 jam

disaring

[

Filtrat

\

Residu

disaring

Filtrat

Residu

[

\

— dicuci dengan akuades panas hingga pH netral
- dikeringkan dengan oven pada suhu 105 °C

— ditimbang sampai bobot konstan (b)

— ditambahkan 150 mL H2SO4 1 M

— direfluks selama 1 jam pada suhu 100 °C dan

- dicuci dengan akuades sampai netral

- dikeringkan kemudian ditimbang (c)

- ditambahkan H2SO4 72% 10 mL

- direndam pada suhu kamar selama 4 jam
- ditambahkan 150 mL H>SO4 1 N

- direfluks selama 1 jam pada suhu 100 °C
- disaring

Filtrat

Residu

dicuci dengan akuades sampai netral
dikeringkan dalam oven pada

suhu 105 °C

Ditimbang sampai bobot konstan (d)
Diabukan

Ditimbang (e)

Hasil
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D. Proses Hidrolisis (Irfan dkk., 2016)

2 gram Serbuk kulit
singkong hasil pretreatment

Optimasi produksi gula reduksi dengan
Metode Respons Surfance Methodology
(RSM) pada suhu dan pH hidrolisis

dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL

ditambahkan enzim selulase komersial sebanyak

10 mL dalam larutan buffer sitrat dan buffer

amonia pada variasi pH 2, 3, 6, 9, 10 dan

dihomogenkan

dimasukkan kedalam shaker dan diinkubasi pada

variasi suhu (30, 36, 50, 64 dan 70 °C) dan

kecepatan 105 rpm selama 48 jam

Setelah penghentian hidrolisis enzimatik bahan

dipisahkan melalui sentrifugasi pada 10.000 rpm

selama 30 menit

Residu

Supernatan

dianalisis kadar gula reduksi

menggunakan metode DNS

Hasil
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E. Analisis kadar glukosa metode Dinitro Salicylic Acid (DNS) (Nugrahini dkk,

2016)

Sampel

dimasukkan sebanyak 1,5 mL ke dalam tabung
reaksi

ditambahkan 1,5 mL pereaksi DNS

dikocok hingga homogen menggunakan vortex
hasil pengadukan dimasukkan ke dalam air
mendidih selama 15 menit

didinginkan sampai temperatur ruangan

Bila terlalu pekat sampel diencerkan agar ter ukur
pada panjang gelombang 500-540 nm
Pengukuran blangko menggunakan akuades,
kurva standar dibuat dengan menggunakan
larutan glukosa standar 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 dan 0,5
mg/mL

Setelah itu didapat data hasil pengukuran,
kemudian hitung kadar gula pereduksi

Hasil
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F. Analisis Kadar Air (AOAC, 1970)

Cawan Kosong

dikeringkan dalam oven selama 30 menit pada
105°C

didinginkan dalam desikator selama 15 menit
ditimbang berat kosong

sampel ditimbang sebanyak 2 gram dalam
cawan, ditimbang

dikeringkan dalam oven pada suhu 100- 105 °C
selama 3 jam

didinginkan dalam desikator selama 15- 30
menit lalu ditimbang

dikeringkan kembali selama 1 jam, serta
didinginkan didalam deksikator, ditimbang
kembali

dihitung kandungan air

Hasil

G. Produksi bioetanol pada medium fermentasi (Kartika dkk., 2016)

Hidrolisat

dimasukkan kedalam media fermentasi dan
dilakukan optimalisasi pada variasi pH dan

waktu inkubasi.

Hasil
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H. Tahap Fermentasi

Filtrat (Hidrolisat)

Optimasi produksi bioetanol dalam medium
fermentasi dengan Metode Respons Surfance
Methodology (RSM) pada pH dan Waktu
Fermentasi

rpm

suhu 4 °C

- dibuat medium fermentasi masing-masing pH dan waktu
yang bervariasi dalam erlenmeyer

- ditambahkan inoculum Zymomonas mobilis 5 mL yang
sebelumnya sudah diremajakan

- erlenmeyer ditutup dengan kapas dan aluminium foil

- dishaker water bath pada suhu 37 °C dengan kecepatan 180

- disampling pada kondisi tertentu

- disentrifugasi selama 30 menit pada kecepatan 10.000 rpm

Residu Supernatan

- didestilasi pada suhu 78-80 °C

Destilat

dianalisis kadar bioetanol
menggunakan refraktometer

dianalisis kadar bioetanol
menggunakan kromatografi gas

Data

Data
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Lampiran 3. Peta Tempat Pengambilan Sampel

( 210 m
Belok kiri setelah Fuady Mart (di sebelah kiri)

assar v i
Btn Pepabri v

Perumahan Griya 9
Permata Lestari
art &

dy
Taman Sudiang Indah 9 Q
,09
"%,,é Perumahan
3 Permata Regency
INDOMARET
DG RAI\M]G
Vhya Shop @
(=}
nasa Jungle Park o
@ = Fawwaz Motoy
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1 Daya Griya Daya Permai 9
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Lampiran 4. Pembuatan Larutan

e Pembuatan NaOH 14%

berat zat terlarut
14% = x100%
volume larutan

=14g

e Pembuatan Larutan H2SOs1 N

N ~ (1000 x % x p) x Valensi
BM
10 x 96 x1,84 & x2
— mL
98,08 g/mol
=36,01 N
Vl x Nl = V2 X Nz

V| x36,01N =300mLx1N
V, = 8,33 mL

e Pembuatan larutan H2SO4 72 %
% %V, =%, x V,
72% x 20 mL =96% x V,

72% *x 20 mL
96%

v, =
v, =15mL
e Pembuatan Deret larutan standar glukosa
e Konsentrasi 0,1 mg/mL
VixM;p =V, xM,

Vi x1 = =15mLx0,1 =
mL mL

v, = 0,15 mL
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Volume akuades=15mL - 0,15mL =1,35 mL

Konsentrasi 0,2 mg/mL

Vi xM; =V, XM,
mg mg
V, x1 — =1,5mL x0,2 —
! mL > M " mL
' ~03mL

Volume akuades=15mL-0,3mL=1,2mL
Konsentrasi 0,3 mg/mL

Vix M, =V, XM,

V, x1 =2 | 5mLx03 =2
X —_— = X [—
! mL > 0  mL

V1 = 0,45 mL
Volume akuades=15mL -0,45mL =1,05 mL
Konsentrasi 0,4 mg/mL

VixM; =V, xM,

V, x1 =2 | s5mLx04 28
! mL_’m > mL

v, =0,6 mL
Volume akuades = 1,5mL — 0,6 mL = 0,9 mL
Konsentrasi 0,5 mg/mL

Vi xM,; =V, XM,

mg

Vix1 =2 —15mLx05
X _— = X
! mL > M ” mL

Vi =0,75 mL

Volume akuades =1,5mL - 0,75 mL = 0,75 mL
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5. Pembuatan Deret Larutan Standar Etanol Absolut

e Konsentrasi 15%

VixCp =V, xG

Vix96% =1mL x15%

Vi =0,15mL

Volume akuades =1 mL — 0,15 mL = 0,84 mL
e Konsentrasi 20%

VixC =V, xC,

Vi x96% =1mL x20%

V, =0,20 mL

Volume akuades =1 mL — 0,20 mL = 0,79 mL
e Konsentrasi 25%

V, x C; =V, x C,

V%x96% =1mL x25%

2 =0,26 mL

Volume akuades =1 mL — 0,26 mL = 0,74 mL
e Konsentrasi 30%

VixC, =V, xC,

V% 96% =1 mL x30%

v, =0,31 mL

Volume akuades =1 mL — 0,31 mL = 0,68 mL
e Konsentrasi 35%

VixCp =V, x(

Vx96% =1mL x35%
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V, =0,36 mL

Volume akuades =1 mL — 0,36 mL = 0,63 mL
e Konsentrasi 40%

VixC,  =VyxC,

V, x96% =1mL x40%

v, =0,41 mL

Volume akuades =1 mL — 0,41 mL = 0,59 mL
e Konsentrasi 45%

Vi xCy =V, x(C,

Vi x96% =1mL x45%

V, =0,46 mL

Volume akuades =1 mL — 0,46 mL = 0,53 mL
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Lampiran 5. Perhitungan Analisis Kadar Selulosa, Hemiselulosa dan Lignin
Sebelum proses delignifikasi, maka data yang diperoleh sebagai berikut:
Berat a=2,0003 g
Berat b= 1,4057 g
Beratc=0,7314 g
Berat d=0,3052 g
Berate=0,0136 g
Dengan persamaan (1), (2) dan (3) maka diperoleh:

b-c
Kadar Hemiselulosa = " x 100%

~ 1,4057¢-0,7314 g

1 0
2.0003g 100%

= 33,7%

c-d
Kadar Selulosa = - x 100%

10,7314 g-0,3052 ¢

0
20003g  L00%

= 15,25%

d-e
x 100%

Kadar Lignin =

10,3052 g-0,0136 ¢

0
20003g  100%

=14,57%
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Lampiran 6. Perhitungan Analisis Kadar Selulosa, Hemiselulosa dan Lignin

Setelah proses delignifikasi, maka data yang diperoleh sebagai berikut:
Berat a=2,0002 g
Berat b=2,4706 g
Beratc=1,9951 g
Berat d=0,8267 g
Berat e=0,6929 g
Dengan persamaan (1), (2) dan (3) maka diperoleh:

b-c
Kadar Hemiselulosa = " x 100%

24706 g-1,9951 g
- 2,0002 g

X 100%

=23,7%

c
Kadar Selulosa = : x 100%

1,951 g-0,8267 g
- 2,0002 g

x 100%

= 58,4%

x 100%

Kadar Lignin

_ 0,6267 g-0.4885

1000
20002g H00%

= 6,68%



Lampiran 7. Perhitungan Kadar Air

No | Bobot Kosong | Bobot cawan + Bobot Bobot awal Kadar
Cawan (g) sampel (g) konstan (g) | sampel (g) air (%)
A B C D
1 56,2527 58,2577 58,1497 2,0007 5,39%
% Kadar Air = Mo 0%
0 Wl _ WO 0

_ 58,2577 - 58,1497
58,2577 - 56,1527

x100%

= 5,39%
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Lampiran 8. Data Pengukuran Kadar Glukosa dengan Metode DNS

1. Absorbansi Larutan Standar Glukosa pada Berbagai Konsentrasi

Konsentrasi Glukosa

Absorbansi (A=523 nm)

(mg/mL)
0 0
0,1 0,546
0,2 1,530
0,3 2,586
0,4 3,336
0,5 4,353

2. Kurva standar Glukosa

>
A U1 oo

523 nm)
w
ol

= N
L RS, V)

Absorbansi (A

o
o wul

0 0.1 0.2

0.3 0.4 0.5
Konsentrasi Glukosa ( mg/mL)

0.6
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3. Data Pengukuran Glukosa Hasil Hidrolisis Kulit Singkong dengan Metode

Response Methodology (RSM)

RUN oH _Suhl_J _ Kadar Gu_la Kadar Gula Reduksi
Order | Hidrolisis Hidrolisis Reduksi FP Sebenarnya
(°C) (mg/mL) (mg/mL)
. 6 50 0,16 20 3,29
2 9 64 0,183 20 3.67
3 9 36 0,36 20 7.19
4 6 30 0,38 20 7,64
5 6 50 0,186 20 3.73
6 3 64 0,37 20 7.40
! 6 70 0,37 20 7.46
8 6 50 0,15 20 3,06
9 6 50 0,19 20 3,98
10 6 50 0,22 20 4,48
11 10 50 0,19 20 3,97
12 2 50 0,46 20 757
13 3 36 0,40 20 8,13

4. Perhitungan Konsentrasi Glukosa Hasil Hidrolisis dengan Menggunakan
Persamaan Regresi

y=ax+b

-b
x=(y—)xFP
a

y = Absorbansi

x = Konsentrasi glukosa (mg/mL)
y =9,42x — 0,3558

X =
9,42

_y+0,3558

y = Nilai Kadar Gula Reduksi

x = Konsentrasi (%)
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Penentuan Massa 2 gram Tepung Kulit Singkong untuk Hidrolisis Optimum:

a. Suhu 50°C dan pH 6

. 1,197 +0,3558
b 9,42

=0,164 mg/mL x 20 = 3,29 mg/mL

b. Suhu 64°C dan pH 9

‘o 1,373 +0,3558
2 9,42

=0,183 mg/mL x 20 =3,67 mg/mL

c. Suhu 36°C dan pH 9

©3,034+0,3558
3 9,42

=0,368 mg/mL x 20 = 7,19 mg/mL

d. Suhu 30°C dan pH 6

©3,245+0,3558
a 9,42

X4 =0,171 mg/mL x 20 = 7,64 mg/mL

e. Suhu 50°C dan pH 6

1,404 +0,3558
> 9,42

=0,186 mg/mL x 20 = 3,73 mg/mL

f. Suhu 64°C dan pH 3

N ©3,131+0,3558
6 9,42

=0,370 mg/mL x 20 = 7,40 mg/mL

g. Suhu70°C dan pH 6

3,161 +0,3558
T 9,42

=0,373 mg/mL x 20 = 7,46 mg/mL

h. Suhu 50°C dan pH 6

. 1,088 +0,3558
8 9,42

=0,15 mg/mL x 20 = 3,06 mg/mL

i. Suhu50°C dan pH 6

‘. 1,522 +0,3558
o 9,42

=0,19 mg/mL x 20 = 3,98 mg/mL
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Suhu 50°C dan pH 6

1,757 +0.3558
X10= 9.42

. Suhu 50°C dan pH 10

1,517+ 0.3558
A = 9.42

Suhu 50°C dan pH 2

3,475 + 0,3558
K12 = 9.42

. Suhu 36°C dan pH 3

3,889+ 0,3558
13 9,42

=0,22 mg/mL x 20=4,48 mg/mL

=0,19 mg/mL x 20 = 3,97 mg/mL

=0,378 mg/mL x 20 = 8,13 mg/mL

= 0,45 mg/mL x 20 =9,01 mg/mL
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Lampiran 9. Data Pengukuran Validasi Kondisi Optimum Kadar Gula Reduksi

(glukosa) menggunakan metode DNS

Kadar Gula .
Suhu (°C) pH ) Kadar Gula Reduksi
No o S Reduksi FP
Hidrolisis | Hidrolisis Sebenarnya(mg/mL)
(mg/mL)

1 50 2 3,988 20 9,22
2 50 2 4,017 20 9,28
3 50 2 3,889 20 9,01
4 50 2 3,895 20 9,02
5 50 2 4,010 20 9,26
Rata-rata 9,15

Kadar Gula Reduksi (glukosa) Validasi

y=ax+b

N

b
y—)xFP
a

y = Absorbansi

x = Konsentrasi glukosa (mg/mL)

y =9,42x — 0,3558

y +0,3558
X=-————

9,42

y = Nilai Kadar Gula Reduksi

x = Konsentrasi (%)

a. Suhu 50°C dan pH 2

~ 3,885+0,3558

X =
12 9,42

b. Suhu 50°C dan pH 2

4,017 +0,3558

X12= 9,42

=0,45 mg/mL x 20 =9,00 mg/mL

=0,46 mg/mL x 20 =9,28 mg/mL
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c. Suhu50°C dan pH 2

3,889 +0,3558
X12= 9.42

d. Suhu50°C dan pH 2

_3,895+0,3558

= 0,45 mg/mL x 20 = 9,01 mg/mL

Xy =
12 9,42

e. Suhu50°C dan pH 2

4,010 + 0,3558
K12~ 9.42

= 0,45 mg/mL x 20 =9,02 mg/mL

=0,46 mg/mL x 20 =9,26 mg/mL
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Lampiran 10. Data Pengukuran Kadar Bioetanol menggunakn Refraktometer

1.Data pengukuran Larutan standar Etanol Absolut

Konsentrasi (%) Indeks Bias
15 1.3352
20 1.3375
25 1.3385
30 1.3416
35 1.3435
40 1.3456
45 1.3477

2. Kurva Larutan Standar Etanol

1.35

1.348

=
w
=~
[}

1.344

1.342

1.34

Nilai Indeks Bias (%)

1.336

1.334

y=ax+Db

y-b
X=—

a

5 10 15

y =0,0004x + 1,3288

_y-13288

0,0004

200 25 30 35 40
Konsentrasi (%)

45

50



y = Nilai indeks bias

x = Konsentrasi (%)

Konsentrasi (%) =

Nilai indeks bias - 1,3288

0,0004

3. Data Pengukuran
Menggunakan Bakteri Zymomonas mobilis Dengan Metode Response
Surface Methodology (RSM)

Bioetanol

Hasil

Fermentasi

Kulit  Singkong

Run Waktu _ pH _ Indeks Bias Kadar Bioetanol

Order Fermentasi Fermentasi (% viv)
1 168 6 1,3439 37,75
2 87 6 1,3433 36,25
3 87 6 1,3433 36,25
4 30 9 1,3425 34,25
) 6 6 1,3424 34
6 87 2 1,3429 35,25
7 30 3 1,3425 34,25
8 87 6 1,3432 36
9 144 9 1,3433 36,25
10 87 10 1,3430 35,5
11 87 6 1,3435 36,75
12 144 3 1,3433 36,25
13 87 6 1,3432 36

4. Perhitungan Konsentrasi Hasil Fermentasi i Kulit Singkong Menggunakan
Bakteri Zymomonas mobilis Dengan Metode Response Surface Methodology

(RSM)

y=ax+b

y = 0,0004x + 1,3288

X =

_y-13288
0,0004
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y = Nilai indeks bias

x = Konsentrasi (%)

a. 168 Jam dan pH 6

o 1343903088
L= 00008 o0

b. 87 Jam dan pH 6

o 1343303288
2T T 00004 07

c. 87 Jam dan pH 6

_1,3433-0,3288

= 36,25%
0,0004 36,25%

3

d. 30 Jam dan pH 9

f o l3425-03288
T 00008 U

e. 6 Jam dan pH 6

y o l3924-0388
5T 0.0004 M7

f. 87 Jam dan pH 2

fo o 13429-03288
5= T 00004 7

g. 30 Jam dan pH 3

o 1342503288
T 00004 Uh”

h. 87 Jam dan pH 6

o L3432-03288
8= 00004 7
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I. 144 Jam dan pH 9

(oo 1343303088
T 00004 o7

J. 87 Jam dan pH 10

y 343003088
07 00004 07

k. 87 Jam dan pH 6

y, L3435-03088
BT 00004 07

I. 144 Jam dan pH 3

1,3433 - 0,3288
X2 = = 36,25%
0,0004

m. 87 Jam dan pH 6

1,3432-0,3288
X13 = = 36%
0,0004
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Lampiran 11. Data Pengukuran Validasi Kondisi Optimum Kadar Bioetanol
Menggunakan Refraktometer

Waktu pH ) Kadar Bioetanol
No ) ) Indeks Bias
Fermentasi (Jam) | Fermentasi % (VIv)
1 168 6 1,3439 37,75
2 168 6 1,3438 37,5
3 168 6 1,3436 37
4 168 6 1,3436 37
5 168 6 1,3435 36,37
Rata-rata 37,2
Kadar Bioetanol Validasi
y=ax+Db
y-b
X=—
a
y =0,0004x + 1,3288
_y-1,3288
X~ 70,0004
y = Nilai indeks bias
x = Konsentrasi (%)
a. 168 Jam dan pH 6
1,3439 - 0,3288
X1 = = 37,75%
0,0004
b. 168 Jam dan pH 6
1,3438-0,3288
X1 = = 37,5%

C.

X1=

0,0004
168 Jam dan pH 6

1,3436-0,3288
0,0004

=37%
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d. 168 Jam dan pH 6

~1,3436—-0,3288

YT 0,0004

e. 168 Jam dan pH 6

=37%

~1,3435- 10,3288

X1
0,0004

= 36,75%
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Lampiran 12. Hasil Analisis Bioetanol dengan Menggunakan Kromatografi Gas
(Gas Chromatography)

1. Data Report Gas Chromatography Standar

. Chromatogram
Intensity
L
50000000
25000000+
0
I | | |
0 1 2 3 4 5
min
Peak Table - Channel 1
Peak# | Ret.Time Area Height Cone. Units | Mark Name
1 1.804 195680006 | 62157999 0.000 B
Total 195680006 | 62157999

2. Data Report Gas Chromatography Sampel

. Chromatogram
Intensity
] E:
30000000 -
20000000
10000000
g
0 pa
T T T T
0 1 2 3 4
min
Peak Table - Channel 1
Pealc Ret. Time Area Height Conc. Umis  [Mark Name
1 1.805 111938580 [ 30982312 0.000 S
2 3.746 1428 225 0.000 T
3 3.855 1177 202 0.000 TV

3. Perhitungan Kadar Bioetanol

. Luas Area Sampel
% Bioetanol =

x Konsentrasi Standar
Luas Area Standar

111998580

% Bioetanol = ——— x
0 195680006

96%

=54,94%
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Lampiran 13. Rangkaian Alat

1. Proses analisis Hemiselulosa, Selulosa dan Lignin

ENEX|EN

Keterangan:

1. Kondensor

2. Ember berisi air, es batu dan aerator
3. Selang masuk

4. Penangas mantel

5. Labu alas bulat

6. Termometer

7. Selang keluar

8. Statif

9. Klem



2.

Proses Destilasi

10

o

Keterangan:

1.

2.

8.

9.

Labu penampung

Kondensor

. Labu alas bulat

. Penangas mantel

. Selang keluar

. Ember berisi air, es batu dan aerator
. Selang masuk

Termometer

Staif

10. Klem
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Lampiran 14. Dokumentasi Penelitian

Pembuatan deret standar
alukosa

Destilasi hasil fermentasi

Analisis hemiselulosa,
selulosa dan lianin

LI baE

Analisis kualitatif menggunakan
kalium dikromat
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Sentrifugasi Uji kuantitatif dengan
Refraktometer

Uji kuantitatif dengan
Kromatografi Gas
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