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Lampiran 1. Diagram Alir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparasi Sampel 

Tahap Delignifikasi 
Analisis Kadar Hemiselulosa, 

Selulosa, dan Lignin 

Hidrolisis secara enzimatis Analisis Kadar Glukosa 

Analisis Kadar Air 

Peremajaan Bakteri 

Fermentasi 

Tahap Pemurnian Menggunakan Distilasi 

Tahap Pengujian 

Refraktometer 

GC 
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Lampiran 2. Bagan Kerja 

 

 

1. Persiapan Bahan Kulit Buah Kakao (Fauzi dkk., 2012)  

 

 

- dicuci dengan air agar bersih dari kotoran 

- dipotong kecil-kecil lalu dikeringkan dengan cara dijemur 

dan diangin-anginkan atau dimasukkan ke dalam oven pada 

suhu 120 
o
C sampai berwarna kehitaman atau kering. 

- dihaluskan dengan cara diblender atau menggunakan 

lumpang dan alu sehingga menjadi serbuk halus. 

- disaring atau diayak dengan ukuran 60 mesh 

- disimpan pada suhu ruang 

 

 

2. Pembuatan Larutan dan Media Fermentasi 

2.1 Persiapan Media Luria Broth (Dompeipen dan Dewa, 2015) 

 

 

- dilarutkan dengan 100 mL akuades ke 

dalam Erlenmeyer 250 mL sambil di 

aduk 

- disterilkan dengan autoclave pada 

suhu 121 
o
C selama 15 menit ke  

- didinginkan hingga suhu kamar 

 

 

Kulit buah kakao 

Serbuk kulit buah kakao 

 ,1 g NaCl  ,1 g pepton  , 5 g beef exctract 

Media Luria Broth 
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2.3 Persiapan Medium Fermentasi (Dompeipen dan Dewa, 2015) 

 

- ditambahkan 10 mL hidrolisat 

hasill hidrolisis dilarutkan dan 

dihomogenkan dengan akuades 

sebanyak 100 mL di dalam 

erlenmeyer 250 mL 

- diatur pH larutan pada daerah 2-

10 menggunakan buffer sitrat dab 

buffer amonia 

- disterilkan dalam autoclave pada 

suhu 121 
o
C selama 15 menit  

- didinginkan sampai suhu kamar 

 

 

3. Tahap Delignifikasi (Anggiani dkk, 2020)  

 

 

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer 

- ditambahkan 500 mL NaOH 10% dan diaduk 

hingga merata 

- direndam selama 24 jam pada suhu ruang 

- dipanaskan menggunakan autoclave pada suhu   

160 
o
C dan di shaker dengan kecepatan 100 rpm 

selama 30 menit. 

- disaring menggunakan corong buchner 

 

 

 

100 g serbuk kulit buah kakao 

Filtrat Residu 

 , 1 g KH
 
PO

4
   , 1 g Mg O

4
.7H

 
O  , 1 g (NH4)2SO4 

Medium Fermentasi 
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- dicuci dengan akuades hingga 

mencapai pH netral 

- disaring  

 

 

- dikeringkan ke dalam oven 

pada suhu 105 
o
C selama 2 

jam 

    

 

4. Analisis Kadar Hemiselulosa, Selulosa, dan Lignin (Angiani dkk, 2020) 

 

  

- ditambahkan 150 mL akuades ke dalam labu alas bulat 

- direfluks pada suhu 100 
o
C selama 2 jam 

- disaring 

 

 

- dicuci dengan akuades panas hingga mencapai 

pH netral 

- dikeringkan ke dalam oven pada suhu 100 
o
C 

- ditimbang hingga mencapai bobot tetap (b) 

- ditambahkan 150 mL H2SO4 1 N 

- direfluks selama 2 jam pada suhu  100 
o
C  

- disaring 

-  

1 g serbuk kulit buah kakao (a) 

Filtrat Residu 

Filtrat Residu  

Filtrat 

Serbuk kulit kakao hasil delignifikasi 

Residu 

Filtrat Residu 
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- dicuci dengan akuades 

hingga mencapai pH netral 

- dikeringkan ke dalam oven 

pada suhu 100 
o
C 

- ditimbang (c) 

- ditambahkan 10 mL H2SO4 

72%  

- direndam pada suhu kamar 

selama 4 jam 

- ditambahkan 150 mL H2SO4 

1 N 

- direfluks selama 2 jam 

- disaring 

 

 

- dicuci dengan akuades hingga 

mencapai pH netral 

- dikeringkan dalam oven pada suhu      

100 
o
C 

- ditimbang hingga mencapai bobot 

tetap  (d) 

- diabukan dan ditimbang (e) 

 

 

 

 

 

Filtrat Residu 

Hasil 

Residu Filtrat 
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5. Proses Hidrolisis (Irfan dkk., 2016) 

 

 

- dimasukkan sebanyak 20 g ke dalam masing-masing 

Erlenmeyer 250 mL 

- ditambahkan enzim selulase sebanyak 10 mL ke dalam 

larutan buffer sitrat dan buffer amonia pada variasi pH 

2-10 

- dihomogenkan 

- dimasukkan ke dalam shaker waterbath dan diinkubasi 

pada variasi suhu (30-70 
o
C) dengan kecepatan 140 rpm 

selama 8 jam 

- dipisahkan hidrolisat dengan disentrifugasi pada 

kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit. 

 

 

  

- dianalisis kadar gula reduksi menggunakan 

metode DNS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 g serbuk kulit kakao hasil delignifikasi 

Residu Supernatan 

Hasil 
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6. Analisis Kadar Glukosa Metode Dinitro Salicylic Acid (DNS) (Nugahini 

dkk, 2016)  

 

 

  

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

- ditambahkan 3 mL pereaksi DNS 

- dihomogenkan menggunakan vortex 

- dipanaskan ke dalam air mendidih selama 15 

menit 

- didinginkan hingga mencapai suhu ruang 

- diukur konsentrasinya menggunkana 

Spektrofotometri UV-Vis dengan panjang 

gelombang 540 nm 

 

 

7. Analisis Kadar Air (AOAC, 1995) 

 

- dimasukkan pada cawan yang telah diketahui 

bobotnya (W0) 

-  dikeringkan dalam oven pada suhu 100- 105 
o
C   

selama 3 jam 

-  didingnikan dalam desikator selama selama      

15- 30 menit dan ditimbang (W1) 

-  dikeringkan kembali selama 1 jam ke dalam 

oven  pada suhu 100- 105 
o
C 

-  dikeringkan di dalam desikator  

-  ditimbang (W2) dan dihitung kadar airnya 

 

 

1 mL supernatan hasil hidrolisis 

Hasil 

   g serbuk kulit kakao hasil delignifikasi 

Hasil 
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8. Peremajaan Bakteri Zymomonas mobilis (Albert dkk., 2015)  

 

 

- diinokulasi ke dalam media Luria Broth sebanyak 1 

mL  

- diinkubasi selama 18-24 jam dengan dishaker pada 

kecepatan 125 rpm dan suhu 30
 o
C. 

 

 

9. Optimasi Bioetanol Pada Medium Fermentasi (Oyeleke dkk., 2012) 

 

 

- dimasukkan ke dalam media fermentasi  

- dilakukan optimalisasi pada variasi pH dan waktu 

inkubasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biakan murni bakteri Zymomonas mobilis 

Inokulum bakteri Zymomonas mobilis 

1  m  Hidrolisat hasil hidrolisis  

Hasil 
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9.1 Penentuan pH dan Waktu Optimum  

  

  

- diberi perlakukan pengaturan pH menggunakan buffer 

ammonia dan buffer sitrat pada variasi 2-10. 

- disterilkan dalam autoclave 

- diinokulasikan sebanyak 5 mL inokulum bakteri Z. moblis 

ke dalam setiap media fermentasi 

- ditutup erlenmeyer yang berisi media fermentasi 

menggunakan kapas dan aluminium foil 

- diinkubasi selama 6-168 jam 

- disenterifugasi selama 20 menit pada kecepatan 10.000 rpm 

dan suhu 4 
o
C 

 

 

 

- didestilasi dan dianalisis kadar bioetanol 

menggunakan alat refrakometer dan GC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Media fermentasi  

Residu  upernatan 

Hasil 
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10. Tahap Pemurnian Menggunakan Distilasi (Witanri dkk, 2016) 

 

 

- disaring 

 

 

- dilakukan proses distilasi pada suhu 75 °C sampai 

80 °C selama 1-2 jam  

 

- dianalisis kuantitatif  bioetanol dengan 

menggunakan refraktometer dan GC 

 

 

11. Tahap Pengujian 

11. 1 Analisis Kuantitatif Menggunakan Refraktometer (Iswara dkk., 2014) 

 

 

- diteteskan pada permukaan prisma 

- ditutup dan dibiarkan berkas cahaya memasuki dan 

melewati sampel 

- diatur prisma agar warna cahaya pada layar menjadi 

dua warna dengan batas yang jelas 

- digeser tanda batas dengan menggunakan knop 

pengatur sampai memotong titik perpotongan dua garis 

diagonal yang saling berpotongan 

- diamati dan dibaca hasil pengukuran dan dibersihkan 

permukaan prisma 

 

  upernatan hasil fermentasi 

Filtrat Residu 

Distilat 

 ampel 

Hasil 

Hasil 
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Lampiran 3. Tempat Pengambilan Sampel 
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Larutan 

 

 Pembuatan 100 mL Larutan NaOH 14% 

       berat zat terlarut
volume larutan

 1    

   = 14 g 

 Pembuatan 300 mL Larutan H2SO4 1 N 

 N   (1           )   valensi
 M

 1    

                N   (1    96   1,84 g m )    
98, 8 g mol

 1     

   N = 36, 01 N 

  V1 x N1     =  V2  x N2 

   V1 x 36,01 N  =  300 mL  x 1 N 

   V1      =  8,33 mL   

 

 Pembuatan 20 mL Larutan H2SO4 72% 

 %1 x V1    =  %2  x V2 

96% x V2      =  72%  x 20 mL  

 V2      =  15 mL  

 

 Pembuatan Larutan Deret Standar Glukosa 

1.  Konsentrasi 0,025 mg/mL 

V1 x M1     =  V2  x M2 
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V1 x 1 mg/mL    =  1,5 mL  x 0,025 mg/mL 

V1     =  0,0375 mL   

Volume akuades = 1,5 mL – 0,0375 = 1,4625 mL 

2. Konsentrasi 0,05 mg/mL 

V1 x M1     =  V2  x M2 

V1 x 1 mg/mL    =  1,5 mL  x 0,05 mg/mL 

V1     =  0,075 mL   

Volume akuades = 1,5 mL – 0,075 = 1,425 mL 

3. Konsentrasi 0,1 mg/mL 

V1 x M1     =  V2  x M2 

V1 x 1 mg/mL    =  1,5 mL  x 0,1 mg/mL 

V1     =  0,15 mL   

Volume akuades = 1,5 mL – 0,15 = 1,35 mL 

4. Konsentrasi 0,2 mg/mL 

V1 x M1     =  V2  x M2 

V1 x 1 mg/mL    =  1,5 mL  x 0,2 mg/mL 

V1     =  0,3 mL   

Volume akuades = 1,5 mL – 0,3 = 1,2 mL 

 

5. Konsentrasi 0,4 mg/mL 

V1 x M1     =  V2  x M2 

V1 x 1 mg/mL    =  1,5 mL  x 0,4 mg/mL 
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V1     =  0,6 mL   

Volume akuades = 1,5 mL – 0,6 = 0,9 mL 

 

 Pembuatan Deret Larutan Standar Etanol Absolut 

1. Konsentrasi 0,5% 

 1   C1               C  

 1   99,8    1 m     ,5  

 1                  ,  5 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,005 mL = 0,995 mL 

2. Konsentrasi 1% 

 1   C1               C  

 1  99,8    1 m    1   

 1                 , 1 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,01 mL = 0,99 mL 

3. Konsentrasi 1,5% 

 1   C1               C  

 1  99,8    1 m    1,5   

 1                  , 15 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,015 mL = 0,985 mL 

4. Konsentrasi  2% 

 1   C1               C  

 1   99,8    1 m      

 1                  ,   m  

Volume akuades = 1 mL – 0,02  mL = 0,98 mL 

 



 
 
 

75 

 

5. Konsentrasi  3,5% 

 1   C1               C  

 1   99,8    1 m     ,5  

 1                  ,  5 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,035  mL = 0,965 mL 

6. Konsentrasi  5% 

 1   C1               C  

 1   99,8    1 m   5   

 1                   , 5 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,05  mL = 0,95 mL 

7. Konsentrasi  10% 

 1   C1               C  

 1   99,8   1 m    1    

 1                      , 1 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,1  mL = 0,90 mL 

8. Konsentrasi  15% 

 1   C1               C  

 1   99,8   1 m    15  

 1                       , 15 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,15  mL = 0,85 mL 

9. Konsentrasi  45% 

 1   C1               C  

 1   99,8    1 m   45  

 1                       ,45 m  

Volume akuades = 1 mL – 0,45  mL = 0,55 mL 
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10. Konsentrasi  60% 

 1   C1               C  

 1   99,8    1 m    6   

 1                      ,6  m  

Volume akuades = 1 mL – 0,60  mL = 0,40 mL 

11. Konsentrasi  90% 

 1   C1               C  

 1   99,8    1 m    9    

 1                       ,9  m  

Volume akuades = 1 mL – 0,90  mL = 0,10 mL 
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Lampiran 5. Perhitungan Analisis Kadar Selulosa, Hemiselulosa dan Lignin 

Sebelum dan Sesudah Delignifikasi 

 

 Sampel Delignifikasi Menggunakan NaOH 14% 

 Berat a = 1 g 

 Berat b = 0,8672 g 

 Berat c = 0,7851 g 

 Berat d = 0,2964 g 

 Berat e = 0,0986 g 

Dengan persamaan (1), (2) dan (3) maka diperoleh:  

 

Kadar Hemiselulosa  
b c

a
 1    

                                   
 ,867  g    ,7851 g

1 g
  1    

                                    8, 1  

Kadar  elulosa            
c d

a
 1    

                                    
 ,7851 g    , 964 g 

1 g
  1    

                                    48,87  

Kadar  ignin                
d e

a
 1    

                                     
 , 964 g   , 986 g 

1 g
  1    

= 19,78% 

 Sampel Tanpa Delignifikasi 

Berat a = 1 g 

 Berat b = 0,8943 g 

 Berat c = 0,7439 g 

 Berat d = 0,5297 g 

 Berat e =  0,1324 g 
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Dengan persamaan (1), (2) dan (3) maka diperoleh: 

  

Kadar Hemiselulosa  
b c

a
 1    

                                   
 ,894  g    ,74 9 g

1 g
  1    

                                     15, 4  

Kadar  elulosa            
c d

a
 1    

                                    
 ,74   g    ,5 97 g 

1 g
  1    

                                     1,4   

Kadar  ignin                
d e

a
 1    

                                     
 ,5 97 g    ,1  4 g 

1 g
  1    

= 39,73% 
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Lampiran 6. Perhitungan Kadar Air 

 

No Bobot Kosong 

Cawan (g) 

A 

Bobot cawan 

+ sampel (g) 

B 

Bobot 

konstan (g) 

C 

Bobot awal 

sampel (g) 

D 

Kadar 

air (%) 

 

1 43,8574 45,8574 45,7646 2,000 4,64% 

 

Kadar Air                     1 -   

 1 -   
 1     

                                 
45,8574 - 45,7646 

45,8574 - 4 ,8574
  1     

                                 
 , 9 8 

 
  1     

                                            4,64   
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Lampiran 7. Data Pengukuran Kadar Glukosa Menggunakan Metode DNS 

 

1. Absorbansi Pengukuran Kadar Glukosa pada Berbagai Konsentrasi  

Konsentrasi (mg/mL) Absorbansi (λ = 535 nm) 

0 0 

0,025 0,011 

0,05 0,230 

0,1 0,804 

0,2 2,100 

0,4 3,601 

 

2. Kurva Standar Glukosa 

 

 

 

 

y = 9,5665x - 0,1113 

R² = 0,9859 

-0,5

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

A
b

so
rb

a
n

si
 (

λ
=

 5
2
5
) 

Konsentrasi (mg/mL) 
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3. Data Pengukuran Glukosa Hasil Hidrolisis Kulit Buah Kakao dengan 

Refraktometer 

Run Order Suhu (
o
C) pH 

Kadar Glukosa mg/mL 

(FP 100) 

1 50 2 22,97 

2 50 6 12,72 

3 50 6 12,27 

4 50 6 13,22 

5 70 6 12,48 

6 50 10 4,21 

7 30 6 20,64 

8 50 6 11,51 

9 64 3 16,99 

10 50 6 16,11 

11 36 9 15,88 

12 64 9 8,78 

13 36 3 23,79 

 

4. Perhitungan Kadar Glukosa Hasil Hidrolisis dengan Menggunakan 

Persamaan Regresi 

y = ax + b 

x = (
y - b

a
) x FP 

Ket :  y = absorbansi 

  x = konsentrasi glukosa (mg/mL) 

y = 9,5665x – 0,1113 

x = 
y    ,111 

9,5665
 x FP 
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 Run Order 1 

 

x = 
 , 87    ,111 

9,5665
 x 100 

 = 22,97 mg/mL 

 Run Order 2 

x = 
1,1 6    ,111 

9,5665
 x 100 

= 12,72 mg/mL 

 Run Order 3 

x = 
1, 6     ,111 

9,5665
 x 100 

= 12,27 mg/mL 

 Run Order 4 

x = 
1,154    ,111 

9,5665
 x 100 

= 13,22 mg/mL 

 Run Order 5 

x = 
1, 8     ,111 

9,5665
 x 100 

= 12,48 mg/mL 

 Run Order 6  

x = 
 , 9     ,111 

9,5665
 x 100 

= 4,21 mg/mL 
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 Run Order 7  

x = 
 , 9     ,111 

9,5665
 x 100 

= 20,64 mg/mL 

 Run Order 8 

x = 
 ,99     ,111 

9,5665
 x 100 

= 11,51 mg/mL 

 Run Order 9 

x = 
1,515    ,111 

9,5665
 x 100 

= 16,99 mg/mL 

 Run Order 10 

x = 
1,4      ,111 

9,5665
 x 100 

= 16,11 mg/mL 

 Run Order 11 

x = 
1,4 8    ,111 

9,5665
 x 100 

= 15,88 mg/mL 

 Run Order 12 

x = 
 ,7 9    ,111 

9,5665
 x 100 

= 8,78 mg/mL 
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 Run Order 13 

x = 
 ,165    ,111 

9,5665
 x 100 

= 23,79 mg/mL 
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Lampiran 8. Data Pengukuran Hasil Validasi Kondisi Optimum Kadar Glukosa 

Menggunakan Metode DNS 

 

 

No Suhu (
o
C) pH 

Kadar Glukosa 

mg/mL (FP 100) 

1 30 2 21,41 

2 30 2 20,63 

3 30 2 21,70 

4 30 2 20,66 

5 30 2 21,49 

Rata-Rata 21,18  

 

y = ax + b 

x = (
y - b

a
) x FP 

Ket :  y = absorbansi 

  x = konsentrasi glukosa (mg/mL) 

y = 9,5665x – 0,1113 

x = 
y    ,111 

9,5665
 x FP 

 Validasi 1 

 1 
1,9 7    ,111 

9,5665
   1      1,41  

 Validasi 2 

   
1,86     ,111 

9,5665
   1       ,6   
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 Validasi 3 

 4 
1,965    ,111 

9,5665
   1      1,7   

 Validasi 5 

 5 
1,945    ,111 

9,5665
   1      1,49  
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Lampiran 9. Data Pengukuran Kadar Bioetanol Mengguanakan Refraktometer  

 

1. Data pengukuran Larutan Standar Etanol Absolut 

Konsentrasi (% v/v) Indeks Bias 

0 1.3285 

0.5 1.3311 

1 1.332 

1.5 1.3328 

2 1.3322 

3.5 1.3329 

5 1.3334 

10 1.3345 

15 1.3352 

45 1.3475 

60 1.3575 

90 1.3652 

 

2. Kurva Laruan Standar Etanol Absolut  

 
 

 

 

y = 0,0004x + 1,3309 

R² = 0,9848 

1,325

1,33

1,335

1,34

1,345

1,35

1,355

1,36

1,365

1,37

0 20 40 60 80 100

N
ila

i I
n

d
e

ks
 B

ia
s 

Konsentrasi (% v/v) 
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           y   a  b 

    
y b

a
 

y    ,   4  1,   9 

    
y 1,   9

 ,   4
 

y   Nilai  ndeks  ias 

    Konsentrasi ( 
v

v
) 

 

Konsentrasi ( 
v

v
)  

nilai indeks bias 1,   9

 ,   4
 

 

3. Data Pengukuran Bioetanol Hasil Fermentasi Kulit Buah Kakao 

Menggunakan Refraktometer 

 

RunOrder Waktu Fermentasi 

(Jam) 

pH Indeks  

Bias  

Kadar Bioetanol 

(% v/v) 

1 87 2 1.3351 10,25 

2 87 6 1.3361 13 

3 6 6 1.3345 9 

4 87 6 1.3351 10,5 

5 144 3 1.3362 13,25 

6 30 9 1.3351 10,5 

7 30 3 1.3350 10,25 

8 87 10 1.3352 10,75 

9 144 9 1.3383 18,5 

10 168 6 1.3397 22 

11 87 6 1.3353 11 

12 87 6 1.3361 13 

13 87 6 1.3352 10,75 

 

4. Perhitngan Konsentrasi Hasil Fermntasi Kulit Buah Kakao dengan 

Refraktometer 

y   a  b 

    
y b

a
 

y    ,   4  1,   9 



 
 
 

89 

 

    
y 1,   9

 ,   4
 

y   Nilai  ndeks  ias 

    Konsentrasi ( 
v

v
) 

 

Konsentrasi ( 
v

v
)  

nilai indeks bias 1,   9

 ,   4
 

 

a. Run Order 1 

 1 
1.  51   1,   9

 ,   4
  1 , 5  

b. Run Order 2  

   
1.  61   1,   9

 ,   4
  1   

c. Run Order 3  

   
1.  45   1,   9

 ,   4
  9  

d. Run Order 4 

   4 
1.  45   1,   9

 ,   4
  1 ,5  

e. Run Order 5  

 5 
1.  6    1,   9

 ,   4
  1 , 5  

f. Run Order 6 

 6 
1.  51   1,   9

 ,   4
  1 ,5  

g. Run Order 7  

 7 
1.  5    1,   9

 ,   4
  1   5  

h. Run Order 8  

 8 
1.  5    1,   9

 ,   4
  1   5  
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i. Run Order 9 

 9 
1.  5    1,   9

 ,   4
  1  75  

j. Run Order 10 

 

 1  
1.       1,   9

 ,   4
      

k. Run Order 11 

 11 
1.  5    1,   9

 ,   4
  11  

l. Run Order 12 

 1  
1.  61   1,   9

 ,   4
  1   

m. Run Order 13 

 1  
1.  5    1,   9

 ,   4
  1 ,75  
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Lampiran 10.  Data Pengukuran Validasi Kondisi Optimum Kadar Bioetanol 

Menggunakan Refraktometer 

 

 

 

 

No 
Waktu 

Fermentasi (jam) 

pH 

Fermentasi 

Indeks 

Bias 

Kadar Bioetanol  

(% v/v) 

1 168 10 1.3341 8 

2 168 10 1.3341 8 

3 168 10 1.3340 7,75 

4 168 10 1.3340 7,75 

5 168 10 1.3341 7,75 

Rata-Rata 7,85 

 

Kadar Bioetanol Fermentasi 

 

y   a  b 

    
y b

a
 

y    ,   4  1,   9 

    
y 1,   9

 ,   4
 

y   Nilai  ndeks  ias 

    Konsentrasi ( 
v

v
) 

 

Konsentrasi ( 
v

v
)  

nilai indeks bias 1,   9

 ,   4
 

 

a. Validasi 1  

 1 
1.  41   1,   9

 ,   4
  8  

b. Validasi 2  

   
1.  41   1,   9

 ,   4
  8  
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c. Validasi 3   

   
1.  4  1,   9

 ,   4
  7,75  

d. Validasi 4  

 4 
1.  4  1,   9

 ,   4
  7,75  

e. Validasi 5  

 5 
1.  41 1,   9

 ,   4
 7,75  
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Lampiran 11. Hasil Analisis Bioetanol Menggunakan Kromatografi Gas 

 

1. Nilai Hasil Kromatogram Standar Etanol 15% 

Puncak Waktu Retensi Luas Area Konsentrasi (%) 

1 0.379 1.913 10.721 

2 0.822 4077 10.722 

3 1.111 2842 10.722 

4 1.256 1876 10.721 

5 1.913 13470326 14.997 

 

2. Nilai Hasil Kromatogram Sampe Bioetanol 

Puncak Waktu Retensi Luas Area Konsentrasi (%) 

1 0.085 6062 4.679 

2 0.173 3346 4.678 

3 0.530 37608 4.692 

4 0.574 9543 4.681 

5 0.630 19507 4.685 

6 0.798 1570 4.678 

7 0.881 2537 4.678 

8 1.076 1626 4.678 

9 1.150 1745 4.678 

10 1.211 6134 4.679 

11 1.296 6613 4.680 

12 1.700 1213 4.677 

13 1.911 7570333 7.594 

14 2.862 6895 4.680 

15 4.529 2186 0.000 

 

%Bioetanol = 
 uas Area  ampel

 uas Area  tandar
   konsentrasi standa   

 
 

%Bioetanol = 
757    

1 47   6
   15  

  

      = 8,43% 
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Lampiran 12. Rangkaian Alat 

 

1. Proses Analisis Hemiselulosa, Selulosa dan Lignin 

 
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 
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2. Proses Distilasi  

 
Keterangan: 

1. Labu penampung 

2. Kondensor 

3. Labu alas bulat 

4. Penangas mantel 

5. Selang keluar 

6. Ember berisi air, es batu dan aerator 

7. Selang masuk 

8. Termometer 

9. Staif 

10. Klem 
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Lampiran 13. Dokumentasi Penelitian 

 

                    
          Sampel Kakao        Preparasi Sampel 

 

                    
Delignifikasi             Sampel Hasil Delignifikasi 

 

                 
Analisis kadar hemiselulosa          Hidrolisis menggunakan enzim selulase 

selulosa dan lignin 
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Analisis kadar glukosa menggunakan metode DNS 

 

                    
         Peremajaan bakteri    Fermentasi menggunakan bakteri 

        Zymomonas  mobilis    Zymomonas  mobilis 

 

 

    
                    Distilasi         Refraktometer 

 

 

               
Sentrifugasi  
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Lampiran 14. Data Hasil ANOVA Proses Hidrolisis Enzimatik 
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Lampiran 15. Data Hasil ANOVA Proses Fermentasi 

 

 

 

 


