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Lampiran 1. Skema persiapan bahan baku 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
Lampiran 2. Skema kerja proses delignifikasi alga laut 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alga laut basah 

- Dipotong kecil-kecil 
- Dijemur hingga kering 
- Digiling dengan menggunakan 

crusher  
 

Serbuk alga laut 

100 g sebuk alga laut 

 Ditambahkan 900 mL NaOH 4% 

 Dibiarkan selama 24 jam, diaduk 

 Disaring 

Filtrat Residu 

 Dicuci hingga pH netral 

 Dikeringkan dalam oven 

pada suhu 110
o
C 

 Didinginkan 

Alga bebas lignin 



 

 

 

 

 
Lampiran 3. Data penentuan kadar air alga merah sebelum proses 

delignifikasi 
 

Jenis sampel 
Berat 

Sampel 
(g) 

Berat 
Residu (g) 

Berat 
air 

Kadar 
air (%) 

Gracilaria verrucosa 1,0023 0,9100 0,0923 9,23 

Eucheuma cotonii 1,0031 0,9075 0,0956 9,56 

 
 
 
 
 
 
 
Lampiran 4.  Data penentuan kadar air alga merah setelah proses 

delignifikasi 
 

Jenissampel 
Berat 

sampel 
Berat 

Residu 
Berat 

air 
Kadar air  

(%) 

G. verrucosa 1,0012 0,9125 0,0887 8,87 

E. cotonii 1,0018 0,9143 0,0875 8,75 

 
 
 
 
Kadar air = (berat sampel – berat residu) x 100% …….………(10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

Lampiran 5. Skema kerja penentuan kandungan lignin dan selulosa 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- Dicuci sampai netral 

- Dipanaskan pada oven suhu 

105 oC hingga bobot tetap (D) 

- diabukan 

- didinginkan 

- ditimbang hingga bobot tetap 

(E) 

1 g alga laut 
(A) 

- Ditambahkan  150 mL akuades 

- Dipanaskan selama 1 jam pada suhu 90-100 
oC 

- Disaring dengan kertas saring 

Filtrat Residu (B) 

- Ditambahkan 150 mL H2SO4 1 N 

- Dipanaskan selama1 jam pada 

suhu 90-100 oC 

- Disaring dengan kertas saring 

Residu Filtrat 

- Dipanaskan pada oven 110 oC, ditimbang 

hingga bobot tetap (C) 

- Ditambahkan 10 mL H2SO4 72% dibiarkan 
selama 4 jam 

- Ditambah 150 mL H2SO4 1 N dipanaskan 1 
jam 

- Disaring dengan kertas saring 

Filtrat Residu 

Analisis kadar selulosa dan lignin 

Rumus penentuan kadar selulosa dan lignin 

Kadar selulosa =  
   

 
       ………(2)         Kadar lignin = 

   

 
      ......(3)  



 

 

 

 

Lampiran 6. Data penentuan kadar selulosa dan lignin alga merah 
sebelum proses delignifikasi 

 

Jenis sampel 
Berat 

sampel 
(a) 

Berat 
residu 

(c) 

Berat 
residu 

(d) 

Berat 
abu 
(e) 

Kadar 
Selulosa 

(%) 

Kadar 
Lignin 

(%) 

G. verrucosa 1,0023 0,8921 0,8043 0,7218 8,76 8,23 

E. cotonii 1,0005 0,7325 0,6582 0,5930 7,43 6,52 

 
 
 
 
 
 
 
Lampiran 7. Data penentuan kadar selulosa dan lignin alga merah 

setelah proses delignifikasi 
 

Jenis sampel 
Berat 

sampel 
(a) 

Berat 
residu 

(c) 

Berat 
residu 

(d) 

Berat 
abu 
(e) 

Kadar 
Selulosa 

(%) 

Kadar 
Lignin 

(%) 

G. verrucosa 1,0035 0,9872 0,8563 0,8178 13,04 3,84 

E. cotonii 1,0421 0,9345 0,8354 0,7987 9,51 3,52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

Lampiran 8. Penentuan gula reduksi Metode Luff-Schoorl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konsentrasi Gula pereduksi (%) = 
                                  

         
 x 100 %  

Volume Na-tiosulfat yang diperoleh kemudian dicocokkan dengan daftar 

Luff (Lampiran 12) untukmengetahui kadar gula reduksinya. 

 
 
 
 
 

10 g alga laut 

 Dimasukkan kedalam labu takar 100 mL 

 Ditambah 50 mL akuades 

 Ditambah 3 mL Pb asetat 

 Ditambah 3 mL Na2CO3 

 Dicukupkan volume 100 mL dengan 

akuades 

 Dibiarkan semalam hingga jernih 

Sampel jernih/ 
Akuades (blanko) 

 Dipipet 25 mL  dimasukkan kedalam 

erlenmeyer 

 Ditambah 25 mL larutan Luff 

 Ditambah 15 mL akuades 

 Dididihkanselama 10 menit 

 Dinginkan 

Sampel 

 Ditambahkan 2 g KI 

 Ditambahkan 25 mL H2SO4 

 Ditambahkan 5 tetes kanji 

 Dititrasi dengan Na2S2O30,1 N sampai 

putih 

Hasil titrasi 



 

 

 

 

Lampiran 9. Standarisasi larutan Na2S2O3 0,1 N (larutan penitrasi gula 
reduksi) 

 
No Volume Na2S2O3 (mL) Volume KIO3 (mL) 

1 

2 

3 

39,7 

35 

42,7 

0,14 

0,14 

0,14 

Rata-rata 39,17 0,14 

 

N Na2S2O3 = 
       

                    
         

    

             
        

     ….….(11) 

Jadi normalitas Na2S2O3 sesungguhnya = 0,1 N 

 

Lampiran 10. Hasil titrasi blanko metode Luff Schrool 

No Volume akuades(mL) Volume titrasi Na2S2O3 (mL) 

1 

2 

25 

25 

9,26 

9,48 

Rata-rata 25 9,37 

 

Lampiran 11. Hasil titrasi gula reduksi pada sampel alga merah 
metode Luff Schrool 

 

Jenis Sampel 
Volume titrasi 
Na2S2O3 pada 
blanko (mL) 

Volume titrasi 
Na2S2O3 pada 
sampel (mL) 

% kadar gula 
reduksi 

Gracilaria verrucosa 9,37 9,56 Tidakada 

Eucheuma cotonii 9,37 9,47 Tidakada 

 
 
 
 

 



 

 

 

 

Lampiran12. Daftar Penetapan Kadar Gula menurut Luff-Schoorl 

 
Volume Na-Tiosulfat 

(mL) 
Glukosa, fruktosa, gula invert 

(mg C6H12O6) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 

2,4 
4,8 
7,2 
9,7 
12,2 
14,7 
17,2 
19,8 
22,4 
25,0 
27,6 
30,3 
33,0 
35,7 
38,5 
41,3 
44,2 
47,1 
50,0 
53,0 
56,0 
59,1 
62,2 

(Sumber: SNI 3547.1:2008 bagian B.5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 
Lampiran 13. Skema kerja peremajaan jamur T. viride pada media 

Potato Dextrose Agar (PDA) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3,9 g bubuk PDA 

- Ditambahkan100 mL akuades 

- Dipanaskan 

- Diaduk sampai homogen dengan magnetic 

stirrer diaduk hingga bahan larut 

- Dimasukkan kedalam 10 buah tabung reaksi 

- Disumbat kapas dan aluminum foil 

Medium 

- Disterilisasi di dalam autoklaf pada suhu 121oC 

selama 15 menit 

- Didinginkan dalam keadaan miring 

Medium PDA 
miring 

- Digoresksn secara zig-zag stok kultur murni jamur 

Trichoderma viride 

- Dimasukkan kedalam inkubator pada suhu 37 oC 

selama 4 hari 

Stok kultur T. viridee  



 

 

 

 

Lampiran 14. Skema kerja peremajaan bakteri Z. mobilis pada media 
Nutrien Agar (NA) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2,3 g bubuk 
NA 

- Ditambahkan100 mL akuades 

- Dipanaskan 

- Diaduk sampai homogen dengan magnetic stirrer 

diaduk hingga bahan larut 

- Dimasukkan kedalam 10 buah tabung reaksi 

- Disumbat kapas dan aluminum foil 

Medium 

- Disterilisasi di dalam autoklaf pada suhu 121 oC 

selama 15 menit 

- Didinginkan dalam keadaan miring 

Medium NA miring 

- Digoresksn secara zig-zag stok kultur murni bakteri Z. 

mobilis 

- Dimasukkan kedalam inkubator pada suhu 37oC 

selama 7 hari 

Stok kultur Z. mobilis 



 

 

 

 

Lampiran 15. Pembuatan Media inokulum T. viride / Z. mobilis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 g selulosa alga laut 

 Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL  

 Ditambahkan ekstrak tauge 150 mL 

 Dipanaskan sambil diaduk 

 Ditambahkan nutrien 

 Ditambahkan buffer asetat  pH 5,0 

Medium 

 Ditambahkan stok kultur murni 

T. viridee/Z. mobilis 

 Ditutup kembali dengan kapas dan 

aluminium foil 

 Dimasukkan kedalam shaker 

inkubator selama 48 jam pada suhu 

37 oC dengan kecepatan 150 rpm 

Media Inokulum Trichoderma viridee / 

Zymomonas mobilis 

 Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 

121 oC selama 15 menit 

 Didinginkan 

 Medium steril 



 

 

 

 

Lampiran 16. Skema penentuan waktu optimum hidrolisis T. viride 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 g selulosa rumput laut 

 Disiapkan 7 buah erlenmeyer 250 mL 

 Dimasukkan pada masing-masing 

erlenmeyer 

 Ditambahkan ekstrak tauge 150 mL 

 Dipanaskan sambil diaduk 

 Ditambahkan nutrien 

 Ditambahkan buffer asetat  pH 5,0 

Medium 

 Ditambahkan masing-masing 
15 mL media inokulum Trichoderma 
viride 

 Difermentasi selama 2, 4, 6, 8, 10, 12, 
14 hari dalam shaker incubator 
dengan kecepatan 150 rpm 

Hasil hidrolisis 

Diukur  gula reduksinya dengan 
menggunakan metode Nelson Somogyi 

Hasil  
(waktu optimum hidrolisis) 

 Disterilkan dalam autoklaf pada 

suhu 121 oC selama 15 menit 

 Didinginkan 

 Medium steril 



 

 

 

 

Lampiran 17. Skema penentuan pH optimum hidrolisis T. viridee 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 g selulosa alga laut 

 Disiapkan 5 buah erlenmeyer 250 mL 

 Dimasukkan pada masing-masing 

erlenmeyer 

 Ditambahkan ekstrak tauge 150 mL 

 Dipanaskan sambil diaduk 

 Ditambahkan nutrien 

 Atur pH pada masing-masing erlenmeyer 

dengan pH 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 

Medium 

 Ditambahkan masing-masing 
15 mL media inokulum Trichoderma 
viride 

 Difermentasi pada waktu optimum 
dalam shaker inkubator dengan 
kecepatan 150 rpm 

Hasil hidrolisis 

Diukur  gula reduksinya dengan 
menggunakan metode Nelson Somogyi 

Hasil  
(pH optimum hidrolisis) 

 Disterilkan dalam autoklaf pada 

suhu 121 oC selama 15 menit 

 Didinginkan 

 Medium steril 



 

 

 

 

Lampiran18. Pembuatan larutan standar glukosa 10 mg/L 
 

Sebanyak 0,11 g glukosa monohidrat dilarutkan dalam air hingga 

100 mL, ini merupakan larutan standar dengan konsentrasi 10 mg/L. Dari 

larutan standar ini dibuat 6 kali pengenceran dengan komposisi campuran 

larutan dalam penentuan konsentrasi gula reduksi. Pembuatan larutan 

standar glukosa 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/mLdari 10 mg/L. 

No 
Konsentrasi standar 

glukosa (mg/L) 

Volume campuran 

Standar glukosa 
10 mg/L (mL) 

Akuades (mL) 

1 0,0 0,0 10 

2 0,2 0,2 9,8 

3 0,4 0,4 9,6 

4 0,6 0,6 9,4 

5 0,8 0,8 9,2 

6 1,0 1,0 9,0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

Lampiran 19. Kurva kalibrasi standar glukosa 
 

Konsentrasi standar glukosa 
(mg/L) 

Absorban 

0 0,896 

0,2 1,354 

0,4 1,998 

0,6 2,651 

0,8 3,299 

1 3,989 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Contoh perhitungan: 

Dari kurva diperoleh persamaan regresi y = 3,136x + 0,796………….(12) 

dimana y = absorban 

dan x  = konsentrasi glukosa (mg/L) 

 
Jika diketahui pada hari ke-6 absorban sampel G. verrucosa pada pH 5,0 

sebesar  1,896. Maka konsentrasi glukosanya: 

Kadar bioetanol G. verrucosa (x)  = (y-0,796)/3,136 

 = (1,896-0,796)/3,136 

 = 0,350765 (pengenceran 100x) 
 =35,08 mg/L 

y = 3.136x + 0.796 
R² = 0.997 
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Lampiran 20. Penentuan kadar glukosa metode Nelson Somogyi 
pada kondisi optimum proses hidrolisis oleh jamur T. 
viride 

 
Jenis 
alga  

merah 
 

Waktu 
hidrolisis 

Absorban 

Konsentrasi gula 
reduksi sebelum 

pengenceran 
(mg/L) 

Konsentrasi gula 
reduksi 

pengenceran 
100x (mg/L) 

Gracilaria 
verrucosa 

2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 

1,116 
1,574 
1,896 
1,434 
1,350 
1,296 
1,079 

0,1022 
0,2482 
0,3508 
0,2034 
0,1767 
0,1593 
0,0902 

10,22 
24,82 
35,08 
20,34 
17,67 
15,93 
9,02 

Eucheuma
cotonii 

2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 

1,106 
1,176 
1,438 
1,364 
1,252 
1,113 
1,043 

0,0987 
0,1211 
0,2048 
0,1812 
0,1454 
0,1012 
0,0789 

9,87 
12,11 
20,48 
18,12 
14,54 
10,12 
7,89 

 
Jenis 
alga  

merah 
 

pH 
hidrolisis 

Absorban 

Konsentrasi gula 
reduksi sebelum 

pengenceran 
(mg/L) 

Konsentrasi gula 
reduksi 

pengenceran 
100x (mg/L) 

Gracilariav
errucosa 

4,5 
5,0 
5,5 
6,0 
6,5 

1,121 
1,789 
2,059 
1,601 
1,196 

0,1035 
0,3168 
0,4028 
0,2567 
0,1274 

10,35 
31,68 
40,28 
25,67 
12,74 

Eucheuma
cotonii 

4,5 
5,0 
5,5 
6,0 
6,5 

1,186 
1,385 
1,608 
1,320 
1,130 

0,1245 
0,1878 
0,2590 
0,1672 
0,1066 

12,45 
18,78 
25,90 
16,72 
10,66 



 
 

 

 

Lampiran 21. Data hasil analisa kadar gula reduksi pada 
spektrofotometer UV VIS  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

Lampiran 21. Data hasil analisa kadar gula reduksi pada 
spektrofotometer UV VIS (Lanjutan) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

Lampiran 22. Skema penentuan waktu optimum fermentasi Z. mobilis 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Disiapkan 7 buah erlenmeyer 250 mL 

 Dimasukkan pada masing-masing 

erlenmeyer 

 Ditambahkan ekstrak tauge 150 mL 

 Dipanaskan sambil diaduk 

 Ditambahkan nutrien 

 Ditambahkan buffer asetat  pH 5,0 

 Ditambahkan masing-masing 
15 mL media inokulum Zymomonas 
mobilis 

 Difermentasi selama 1, 3, 5, 7, 9, 11, 
dan 13 hari dalam shaker inkubator 
dengan kecepatan 150 rpm 

Hasil fermentasi 

 Didestilasi 

 Uji indeks bias 

Hasil  
(waktu optimum fermentasi) 

 Disterilkan dalam autoklaf pada 

suhu 121oC selama 15 menit 

 Didinginkan 

 Medium steril 

15 mL glukosa hasil fermentasi 

Medium 



 
 

 

 

Lampiran 23. Skema penentuan pH optimum fermentasi Z. mobilis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

150 mL glukosa hasil fermentasi 

 Disiapkan 5 buah erlenmeyer 250 mL 

 Dimasukkan pada masing-masing 

erlenmeyer 

 Ditambahkan nutrien 

 Atur pH pada masing-masing 

erlenmeyer dengan pH 4, 5, 6, 7, dan 8 

 
Medium 

 Ditambahkan masing-masing 
15 mL media inokulum Z. mobilis 

 Difermentasi pada waktu optimum 
fermentasi dalam shaker inkubator 
dengan kecepatan 150 rpm 

Hasil fermentasi 

 Didestilasi 

 Uji indeks bias 

Hasil  
(pH optimum fermentasi) 

 Disterilkan dalam autoklaf pada 

suhu 121oC selama 15 menit 

 Didinginkan 

 Medium steril 



 
 

 

 

Lampiran 24. Pembuatan larutan standar etanol untuk penentuan 
indeks bias 

 
Komposisi campuran larutan dalam penentuan indeks bias standar 

etanol. Pembuatan larutan standar etanol 0 %; 2,5 %; 5 %; 7,5 %; 10 %; 

12,5% 

No 
Konsentrasi standar etanol 

(%) 

Volume campuran 

Etanol murni 
(mL) 

Akuades 
(mL) 

1 0,0 0 1,000 

2 2,5 0,025 0,975 

3 5,0 0,050 0,950 

4 7,5 0,075 0,925 

5 10,0 0,100 0,900 

6 12,5 0,125 0,875 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

Lampiran 25. Kurva kalibrasi standar etanol vs indeks bias 
 

Konsentrasi standar etanol 
(%) 

Nilai indeks bias 

0,0 1,3311 

2,5 1,3322 

5,0 1,3334 

7,5 1,3350 

10,0 1,3365 

12,5 1,3378 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Contoh perhitungan: 

Dari kurva diperoleh persamaan regresi y = 0,001x + 

1,331……………….(13) 

dimana y = indeks bias,  

dan x  = kadar etanol pada sampel 

 
Jika diketahui pada hari ke-7 nilai indeks bias sampel G. verrucosa pada 

pH 5,0 sebesar 1,3506. Maka kadar bioetanolnya: 

Kadar bioetanol G. verrucosa (x)  = (y-1,331)/0,001 

 = (1,3506-1,331)/0,001 

 = 19,56% 
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Lampiran 26. Data penentuan kondisi optimum fermentasi 

berdasarkan nilai indeks bias bioetanol hasil 
fermentasi pada variasi pH dan waktu fermentasi dari Z. 
mobilis 

 
Jenis 

sampel 
 

Waktu 
fermentasi 

(hari) 

Kadar 
substrat 
(% b/v) 

Jumlah 
inokulum 

(% v/v) 

Indeks 
bias 

Kadar 
bioetanol 

(%) 

G. 
verrucosa 

1 
3 
5 
7 
9 

11 
13 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 

1,3342 
1,3362 
1,3423 
1,3506 
1,3418 
1,3376 
1,3352 

3,17 
5,23 
11,27 
19,56 
10,78 
6,63 
4,21 

E.  cotonii 1 
3 
5 
7 
9 

11 
13 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 

1,3321 
1,3329 
1,3333 
1,3366 
1,3342 
1,3339 
1,3325 

1,12 
1,85 
2,31 
5,60 
3,21 
2,89 
1,53 

 
Jenis 

sampel 
 

pH 
fermentasi 

(hari) 

Kadar 
substrat 
(% b/v) 

Jumlah 
inokulum 

(% v/v) 

Indeks 
bias 

Kadar 
bioetanol 

(%) 

G. 
verrucosa 

4 
5 
6 
7 
8 

2 
2 
2 
2 
2 

10 
10 
10 
10 
10 

1,3334 
1,3436 
1,3522 
1,3409 
1,3356 

2,43 
12,62 
21,21 
9,85 
4,56 

E. cotonii 4 
5 
6 
7 
8 

2 
2 
2 
2 
2 

10 
10 
10 
10 
10 

1,3323 
1,3358 
1,3389 
1,3336 
1,3330 

1,27 
4,82 
7,86 
2,59 
2,01 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

Lampiran 27. Skema produksi glukosa berdasarkan kondisi optimum 
hidrolisis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

120 g selulosa alga merah 

 Dimasukkan ke dalam wadah yang 

berkapasitas 10 L 

 Ditambahkan ekstrak tauge 6 L 

 Dipanaskan sambil diaduk 

 Ditambahkan nutrien 

 Atur pH pada pH optiumum 

hidrolisis 

Medium 

 Ditambahkan masing-masing 
600 mL media inokulum T. viridee 

 Difermentasikan pada waktu 
optimum hidrolisis dalam tabung 
fermentor 10 L 

Hasil hidrolisis 
(Produk Glukosa) 

 

 Disterilkan dalam autoklaf pada 

suhu 121 oC selama 15 menit 

 Didinginkan 

 Medium steril 



 
 

 

 

Lampiran 28. Skema produksi bioetanol berdasarkan kondisi 
optimum fermentasi 

 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

6 L produk glukosa 
(larutan) 

 Dimasukkan ke dalam wadah yang 

berkapasitas 10 L 

 Dipanaskan sambil diaduk 

 Ditambahkan nutrien 

 Atur pH pada pH optiumum fermentasi 

 Medium 

 Ditambahkan 600 mL media 
inokulum Z. mobilis 

 Difermentasi pada waktu optimum 
fermentasi dalam tabung fermentor          
10 L 

Hasil fermentasi 

 Didestilasi 

Bioetanol 

 Disterilkan dalam autoklaf pada 

suhu 121 oC selama 15 menit 

 Didinginkan 

 Medium steril 

Analisis bioetanol dengan instrumen 
GC  
dan piknometer 
 Hasil analisis GC 

dan berat jenis 



 
 

 

 

Lampiran 29.  Penentuan berat jenis sampel bioetanol setelah 
dehidrasi 

 
 
1. Berat piknometer kosong + termometer (a) = 34,2666 gram 

2. Berat piknometer + termometer + air (b) = 60,4761 gram 

3. Suhu air = 29 oC 

4. Berat air pada 29 oC (b-a) = 26,2095 gram 

5. Berat piknometer + termometer + sampel bioetanol (c) = 55,5321 

gram 

6. Berat sampel bioetanol (c-a) = 21,2655 gram 

7. Berat jenis air pada 29 oC =0,99594 g/cm3 

Pehitungan: 

 
 
Berat jenis = …………(14)   

 
 

Volume piknometer = =  

 

Volume piknometer = volume sampel 

 

Berat jenis sampel =  

 
 
 
 
 
 
 
 

Berat sampel 

Volume 
piknometer 

g/cm
3 

Berat air 

Berat jenis air 

26,2095 g 

0,99594 g/cm3 
= 26,31634 cm3 

21,2655 g 

26,31634 cm3 
= 0,80 g/cm3 



 
 

 

 

Lampiran 30.  Data penggunaan bahan baku serta jumlah rendamen 
hasil fermentasi G. verrucosa menjadi bioetanol 

 
 
Berat selulosa dari G. verrucosa yang digunakan = 120 gram 

Volume larutanfermentasi = 6000 mL 

Volume bioetanol setelah didestilasi = 39,6 mL 

Volume bioetanol setelah dehidrasi = 34,53 mL 

Berat jenis bioetanol = 0,80 g/mL 

Berat bioetanol (bj x volume) = 0,80 g/mL x 34,53 mL = 27,62 gram 

Kadar bioetanol = 29,6 %  

 
Jumlah rendamen bioetanol terhadap selulosa G. verrucosa: 

 
 
Yield  = x 27,62 g = 230,17 gram   

 

= 230,17 gram bioetanol setiap kg selulosa 

 
 
 % rendamen = x 100% = 23,01 % 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1000 gram 

120 gram 

230,17 gram 
gram 
1000 gram 



 
 

 

 

 
Lampiran 31. Data penggunaan bahan baku serta jumlah rendamen 

hasil fermentasi E. cotonii menjadi bioetanol 
 
 
Berat selulosa dari E. cotonii yang digunakan = 120 gram 

Volume larutanfermentasi = 6000 mL 

Volume bioetanol setelah didestilasi = 30,4 mL 

Volume bioetanol setelah dehidrasi = 26,3 mL 

Berat jenis bioetanol = 0,80 g/mL 

Berat bioetanol (bj x volume) = 0,80 g/mL x 26,3 mL = 21,04 gram 

Kadar bioetanol = 15,22 %  

 
Jumlah rendamen bioetanol terhadap selulosa E. cotonii: 

 
 
Yield  = x 21,04 g = 175,33 gram   

 

= 175,33 gram bioetanol setiap kg selulosa 

 
 
 % rendamen = x 100% = 17,53 % 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1000 gram 

120 gram 

175,33 gram 
gram 
1000 gram 



 
 

 

 

Lampiran 32. Perhitungan konversi volume bioetanol dari 1 kg berat 
kering G. verrucosa  

 
 
Berat basah G. verrucosa yang digunakan = 1485 gram 

Berat kering G. verrucosa yang digunakan = 1000 gram 

Berat selulosa G. verrucosa = 14,21% x 1000 gram 

 = 142,1 gram 

Volume larutan fermentasi = 7105 mL 

Volume bioetanol setelah dehidrasi = 40,92 mL 

Kadar bioetanol = 29,6 %  

 
Jadi 1 kg berat kering G. verrucosa dari 1485 gram berat basah G. 

verrucosa menghasilkan 40,92 mL bioetanol. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

Lampiran 33.  Perhitungan konversi volume bioetanol dari 1 kg berat 
kering E. cotonii 

 
 
Berat basah E. cotonii yang digunakan = 1568 gram 

Berat kering E. cotonii yang digunakan = 1000 gram 

Berat selulosa E. cotonii = 10,53% x 1000 gram 

 = 105,3 gram 

Volume larutan fermentasi = 5265 mL 

Volume bioetanol setelah dehidrasi = 23,06 mL 

Kadar bioetanol = 15,22 %  

 
Jadi 1 kg berat kering E. cotonii dari 1568 gram berat basah E. cotonii 

menghasilkan 23,06 mL bioetanol 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

Lampiran 34. Pembuatan Larutan Kerja 
 
A. Larutan Buffer asetat 

Larutan A 

Larutan 1,2 mL asam asetat dalam 100 mL akuades 

Larutan B 

Larutan 2,7 g CH3COONa.3H2O dalam 100 mL akuades 

pH A B 

4,0 80 20 

4,5 62 38 

5 30 70 

 
B. Larutan Buffer fosfat 

Larutan A 

Timbang 17,799 gram Na2HPO4.2H2O masukkan ke dalam labu takar 1 L 

Larutan B 

Timbang 15,601 gram NaH2PO4.2H2O masukkan kedalam labu takar 1 L 

pH A B 

5,5 4,0 96 

6,0 12,3 87,7 

6,5 31,7 68,3 

7,0 61,1 38,9 

7,5 84,1 15,9 

8,0 94,7 5,3 

 
 
 
 
 
 

 



 
 

 

 

C. Larutan Luff-Schoorl 

Sebanyak 25 g CuSO4.5H2O sejauh mungkin bebas besi, dilarutkan 

dalam 100 mL air, 50 g asam sitrat dilarutkan dalam 50 mL air dan 388 

Na2CO3.10H2O dilarutkan dalam 300-400 mL air mendidih. Larutan asam 

sitratnya dituangkan kedalam larutan natrium karbonat sambil dikocok 

hati-hati. Selanjutnya ditambahkan larutan CuSO4, sesudah dingin 

ditambahkan air sampai 1 Liter. Bila terjadi kekeruhan diamkan kemudian 

disaring. 

 
D. Larutan Natrium tiosulfat 0,1 N  

Sebanyak 25 g Na2S2O3.5H2O dilarutkan kedalam 100 mL ke 

dalam labu ukur 1 liter dan tambahkan 0,3 g Na2CO3 dan diencerkan 

dengan akuades sampai tanda. Larutan ini disimpan tertutup untuk 

distandarisasi dengan KIO3 dan siap digunakan. 

 
E. Larutan indicator amilum 1% 

Sebanyak1 gram amilum yang dapat larut dicampur dengan 1 mg 

HgI dan 30 mL akuades, ditambahkan pada 100 mL akuades yang 

sedang mendidih. 

 
F. Larutan reagensian Nelson 

Reagensia Nelson A 

Larutkan 12,5 g Natrium karbonat anhidrat, 12,5 g garam Rochele, 

10 g natrium bikarbonat dan 100 g natrium sulfat anhidrat dalam 350 mL 

akuades. Encerkan sampai 500 mL. 

 



 
 

 

 

Reagensia Nelson B 

Larutkan 7,5 g CuSO4.5H2O dalam 50 mL akuades dan tambahkan 

1 tetes asam sulfat pekat. 

Reagensia Nelson dibuat dengan cara mencampur 15 bagian 

reagensia Nelson A dan 1 bagian reagensia Nelson B. Pencampuran 

dikerjakan ada setiap akan digunakan. 

 
G. Larutan reagensia arseno molibdat 

Larutkan 25 g ammonium molibdat dalam 450 mL akuades dan 

tambahkan 25 mL asam sulfat pekat. Larutkan pada tempat yang lain 3 g 

Na2HAsO4.7H2O dalam 25 mL akuades, kemudian tuang larutan ini 

kedalam larutan yang pertama. Simpan dalam botol berwarna coklat dan 

diinkubasi pada suhu 37 oC selama 24 jam. Reagensia ini baru bisa 

digunakan setelah masa inkubasi tersebut, reagensia ini berwarna kuning. 

 
H. Larutan Natrium Hidroksida (NaOH) 4% 

Sebanyak 4 gram NaOH dilarutkan dalam 100 mL akuades. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

Lampiran 35. Dokumentasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Analisa kandungan glukosa awal metode Luff Schoorl 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Isolat jamur Trichoderma viride 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Media inokulum hidrolisis alga oleh T. viride 
 
 
 



 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pembuatan media fermentasi pengarauh pH alga oleh Z. mobilis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Proses destilasi etanol 
 
 

 



 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Proses produksi bioetanol di fermentor 
 
 
 
 
 
 
 


