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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Pembuatan tepung kulit singkong 

 

 
- Dipisahkan dari kulit arinya 

- Diambil kulit bagian dalam 

- Dicuci dengan air 

- Dipotong kecil-kecil 

- Direbus selama 1 jam  

- Direndam selama 3 hari dan ditambahkan 

garam dapur (NaCl) 5% dengan perbandingan 

kulit singkong dan air yaitu 1:3 (1000 g kulit 

singkong dalam 3000 mL air) 

- Dikeringkan dibawah sinar matahari selama 

2x24 jam 

- Dihaluskan menggunakan blender 

- Diayak menggunakan saringan 40 mesh 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tepung kulit singkong 

Kulit singkong 
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Lampiran 2. Penyiapan media inokulum 

 
 

 

- Ditimbang 2,5 g  

- Ditimbang MRSB 13 g 

- Dilarutkan campuran tersebut dalam 250 mL 

aquabides 

- Disterilisasi pada suhu 121oC selama 15 menit  

- 5 mL inokulum aktif dipipet ke media inokulum 

yang telah disterilisasi 

- Diinkubasi dalam water bath shaker incubator 

selama 1x24 jam pada suhu 37oC dengan 

kecepatan 150 rpm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tepung kulit singkong 

Media inokulum 
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Lampiran 3. Penentuan waktu inkubasi optimum Lactobacillus 
plantarum 

 
 

 

- Secara berturut masing-masing ditimbang 

0,1207 g; 0,0500 g; 7 g; 0,2501 g; 0,0063 g; 

0,0129 g dan 0,5002 g 

- Ekstrak daging 0,1040 g dilarutkan dalam 50 

mL 

- Semua campuran media dilarutkan dalam 50 

mL larutan ekstrak daging 

- Disterilisasi dalam autoklaf selama 20 menit 

pada suhu 121oC 

- Ditambahkan 7 mL inokulum aktif ke dalam 

media  

- Ditambahkan CaCO3 0,1 g dan diukur pH nya 

(pH 6) kecepatan 150 rpm 

- Dipipet 4 mL untuk sampling 0 jam 

- Diinkubasi dalam water bath shaker incubator 

selama 96 jam, suhu 37oC, pada kecepatan 

150 rpm 

- Setiap 1x24 jam dilakukan sampling untuk 

mengukur optical density (OD) pada media 

- Diukur absorbansinya pada λ 650 nm 

 

 

 

 

Pepton, KH2PO4, NaNO3, 

FeSO4.7H2O, MgSO4.7H2O 

dan kulit singkong 

Data 
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Lampiran 4. Pembuatan media produksi 

 

 

. 

- Secara berturut masing-masing 

ditimbang 2,8 g; 1,4 g; 7 g; 0,024 g; 

0,035 g 

- Ekstrak daging 2,8 g dilarutkan hingga 

volume 1400 mL 

- Semua campuran media dilarutkan 

dalam 1400 mL larutan ekstrak daging 

- 350 mL dimasukkan dalam 

Erlenmeyer 500 mL 

 

 

 

 

- Ditambahkan          - Ditambahkan         - Ditambahkan 

MgCl2 dan KCl          MgCl2 dan KCl         MgCl2 dan KCl 

0,4 mM                   0,6 mM                    0,8 mM 

-  Disterilisasi dalam autoklaf selama 20 

menit pada suhu 121oC dengan 

tekanan 2 atm 

 

 
 

 

 

 

Pepton, KH2PO4, NaNO3, 

FeSO4.7H2O, MgSO4.7H2O 

Media produksi 

350 mL media  350 mL media  350 mL media  350 mL media  
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Lampiran 5. Produksi prebiotik  

 

. 

- Dipipet 52,5 mL  

- Dimasukkan kedalam 350 mL media produksi 

- Ditambahkan CaCO3 0,7 g 

- Dihomogenkan  

- Diinkubasi dalam shaker incubator selama 72 

jam pada suhu 37oC dengan kecepatan 150 

rpm  

 

- Dipisahkan antara filtrat dan sel bakteri 

menggunakan sentrifug dengan kecepatan 

3500 rpm, suhu 4oC selama 30 menit 

 

 

Lampiran 6. Uji aktivitas enzim glukoamilase 

 

. 

- Dipipet 1 mL 

- Ditambahkan 1 mL pati 

- Ditambahkan 1 mL buffer asetat 0,2 M pH 

4,97 

- Diinkubasi pada suhu 37oC selama 20 menit 

- Ditambahkan 1 mL DNS 

- Dipanaskan pada suhu 100oC selama 5 menit 

- Didinginkan dalam air dingin 

- Diukur absorbansinya pada λ 500 nm 

 

Ekstrak enzim kasar 

Inokulum aktif 

Ekstrak enzim kasar 

Data 

Prebiotik 
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a. Pembuatan pereaksi DNS 

 

. 

- Ditimbang 0,5 g 

- Ditimbang NaOH 0,5 g; Na2SO3 0,5 g; dan kalium 

natrium tatrat 9,1 g 

- NaOH dilarutkan dalam aquabides 

- Na2SO3 dilarutkan dalam aquabides  

- Kalium natrium tatrat dilarutkan dalam aquabides 

- DNS dilarutkan dengan NaOH yang telah dilarutkan 

- Dihomogenkan dengan magnetic stirrer 

- Dihimpitkan dalam labu ukur 50 mL 

- Disimpan dalam botol gelap 

 

 

b. Pembuatan larutan standar glukosa 1 mg/mL dalam 10 mL 

 

. 

- Ditimbang 0,01 g 

- Dilarutkan dalam 10 mL aquabides 

- Diencerkan dengan konsentrasi 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 

mg/mL  

 

 

 

 

 

 

 

3,5-Di Nitro Salisilic Acid 

Pereaksi DNS 

Glukosa  

Data 
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c. Pembuatan kurva standar glukosa 

 

. 

 

- Dipipet 1,5 mL ke dalam tabung reaksi 

- Ditambahkan1,5 mL aquabides  

- Ditambahkan 1,5 mL pereaksi DNS  

- Dihomogenkan 

- Dipanaskan selama 5 menit 

- Didinginkan dalam air dingin 

- Setelah dingin, diukur absorbansinya menggunakan 

spektronik 20 pada λ 500 nm 

 

 

 

d. Pembuatan buffer asetat 0,2 M pH 5 

 
1) Larutan A 

 

. 

 

- Dipipet 1,2 mL  

- Dilarutkan dalam 100 mL aquabides 

 

 

 

 

 

 

 

Larutan standar glukosa  

0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg/mL 

Data 

Larutan A 

Asam asetat 96% 
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2) Larutan B 

 

. 

 

- Ditimbang 1,64 g 

- Dilarutkan dalam 100 mL aquabides 

 

 

 

3) Buffer Asetat 0,2 M pH 5 

 

. 

 

- Larutan A dipipet 15 mL 

- Larutan B dipipet 35 mL 

- pH larutan diukur dengan pH meter 

 

 

 

Lampiran 7. Analisis kadar protein dengan metode DNS 

 

. 

- Dipipet 0,4 mL  

- Ditambahkan pereaksi Bradford 4 mL 

- Dihomogenkan menggunakan vortex 

- Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit 

- Diukur absorbansinya pada λ 580 nm 

 

 

 

Ekstrak kasar enzim 

Data 

Larutan B 

Natrium asetat 

Buffer asetat 0,2 M pH 5 

Larutan A dan larutan B 
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a. Pembuatan pereaksi Bradford 

 

. 

- Ditimbang 0,0108 g 

- Dilarutkan dalam 5 mL etanol 95% 

- Ditambahkan 10 mL asam fosfat 85% 

- Diencerkan hingga volume 100 mL 

- Disaring dengan menggunakan kertas Whatman No. 

1 

- Diencerkan 5 kali dengan ditambahkan aquabides 

500 mL   

  

 

 

b. Pembuatan larutan standar BSA 1 mg/mL dalam 10 mL 

 

. 

- Ditimbang 0,01 g 

- Dilarutkan dalam 10  mL aquabides 

- Dihomogenkan  

- Diencerkan dengan konsentrasi 0,02; 0,04; 0,06; 

0,08 dan 0,1 mg/mL 

- Deret standar dihomogenkan menggunakan vortex    

  

 

 

 

 

 

CBB G-250 

Pereaksi Bradford 

BSA 

Deret Standar BSA 
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c. Pembuatan kurva standar BSA 

 

. 

 

- Dipipet 0,2 mL ke dalam tabung reaksi 

- DItambahkan 4 mL pereaksi Bradford 

- Dihomogenkan menggunakan vortex  

- Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit 

- Diukur absorbansinya pada λ 580 nm 

  

 

Lampiran 8. Analisis kadar kolesterol darah pada ayam setelah diberi 

prebiotik menggunakan Nesco multi check N 01 

 
 

 

. 

- Diambil pada vena pectroralis yang berada dibawah 

sayap menggunakan spuit 

- Chip untuk tes kolesterol dipasang pada alat 

pengukur 

- Setelah muncul pada monitor tanda perintah 

memasukkan sampel darah, sampel darah ayam 

didalam spuit dimasukkan kedalam strip yang telah 

terpasang 

- Beberapa menit kemudian angka hasil pengukuran 

kolesterol darah akan terbaca pada monitor 

 

 

 

 

Data 

Sampel darah ayam 

Larutan Standar BSA 0,02; 

0,04; 0,06; 0,08 dan 0,1 mg/mL 

Data  
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Lampiran 9. Pemberian prebiotik pada broiler 

 

. 

 
- Dicampur pada air minum ayam 1 mL/L dan 2 mL/L 

selama 23 hari 

- Diamati pertambahan bobot ayam setiap 7 hari 

selama 28 hari  

 

 

 

Keterangan: 

P0  : Kontrol (Tanpa penambahan prebiotik) 

P1 : Penambahan antibiotik 

P2 : Prebiotik  

P3 : Prebiotik + kombinasi ion logam K+ dan Mg2+ 0,4 mM 

P4 : Prebiotik + kombinasi ion logam K+ dan Mg2+ 0,6 mM 

P5 : Prebiotik + kombinasi ion logam K+ dan Mg2+ 0,8 mM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P2 dan P3, P4, dan P5 

Bobot Ayam 
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Lampiran 10. Pembuatan deret standar glukosa 1 mg/mL dalam 10 

mL  

 

0,01 mg/mL 

V1M1    =  V2M2 

V1. 1 mg/mL  = 5 mL x 0,01 mg/mL 

V1   = 0,05 mL larutan standar + 4,95 mL aquabides 

Dilakukan perhitungan yang sama untuk konsentrasi 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 

dan 0,3 mg/mL. 

Lampiran 11. Pembuatan deret standar BSA 1 mg/mL dalam 10 mL  

0,02 mg/mL 

V1M1    =  V2M2 

V1. 1 mg/mL  = 5 mL x 0,02 mg/mL 

V1   = 0,1 mL larutan standar + 4,9 mL aquabides 

Dilakukan perhitungan yang sama untuk konsentrasi 0,04; 0,06; 0,08; dan 

0,1 mg/mL. 
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Lampiran 12. Perhitungan enzim glukoamilase 

 

Aktivitas enzim glukoamilase 

1. Prebiotik tanpa penambahan ion logam  

 

Simplo 

 
A= 0,030 

Y= 3,1443X-0,0985 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X = 0,0408 

 

Duplo 

A= 0,020 

 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X = 0,0376 

 

   
             

 
 

       
      

 
 

            mg/mL 
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      =                                   mg/mL 

           180,156 g/mol x 10-6 mol x 103 mg/g x 20 menit 

                       
 
2. Prebiotik dengan penambahan ion logam K+/Mg2+ 0,4 mM 

 
Simplo 

 
A= 0,117 

Y= 3,1443X-0,0985 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X = 0,0685 

 

Duplo 

A= 0,050 

Y= 3,1443X-0,0985 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X = 0,0472 
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            mg/mL 

 

    
         

       
 

      =                                   mg/mL 

           180,156 g/mol x 10-6 mol x 103 mg/g x 20 menit 

                        
 

 

3. Prebiotik dengan penambahan ion logam K+/Mg2+ 0,6 mM 

 

Simplo 

 
A= 0,120 

Y= 3,1443X-0,0985 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X = 0,0695 

 

Duplo 

A= 0,057 

Y= 3,1443X-0,0985 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X = 0,0494 
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           mg/mL 

 

    
         

       
 

      =                                   mg/mL 

           180,156 g/mol x 10-6 mol x 103 mg/g x 20 menit 

                        
 
 

4. Prebiotik dengan penambahan ion logam K+/Mg2+ 0,8 mM 

 

Simplo 

 
A= 0,122 

Y= 3,1443X-0,0985 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X = 0,0701 

 

Duplo 

A= 0,060 

Y= 3,1443X-0,0985 
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 X = 0,0504 

 

   
             

 
 

       
      

 
 

             mg/mL 

 

    
         

       
 

      =                                     mg/mL 

           180,156 g/mol x 10-6 mol x 103 mg/g x 20 menit 
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Lampiran 13. Perhitungan kadar protein 

1. Prebiotik dengan penambahan ion logam K+/Mg2+ 0,6 mM 

 

Simplo  

 
A= 0,130 

Y = 1,7886X + 0,0122 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

X =         

 

Duplo 

A= 0,160 

 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X =         

 

 

   
                

 
 

       
      

 
 

            mg/mL 
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2. Prebiotik dengan penambahan ion logam K+/Mg2+ 0,8 mM 

 

Simplo 

 
A= 0,173 

Y = 1,7886X + 0,0122 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

X =         

 

Duplo 

A= 0,182 

 

   
        

      
 

       
            

      
 

       
      

      
 

 X =         

 

 

   
                 

 
 

       
      

 
 

            mg/mL 
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Lampiran 14. Tabel pengaruh penambahan ion logam terhadap aktivitas   

enzim glukoamilase 

 

 

No 

 

 

Sampel 

 

Konsentrasi 

Ion Logam 

(mM) 

Absorbansi  

Aktivitas 

Enzim 

(U/mL) 

 

Simplo 

 

Duplo 

1. Prebiotik  - 0,030 0,020 0,010 

2. Prebiotik + Kombinasi 

Ion Logam K+ & Mg2+ 

 

0,4 

 

0,117 

 

0,050 

 

0,0160 

3. Prebiotik + Kombinasi 

Ion Logam K+ & Mg2+ 

 

0,6 

 

0,120 

 

0,057 

 

0,0166 

4. Prebiotik + Kombinasi 

Ion Logam K+ & Mg2+ 

 

0,8 

 

0,122 

 

0,060 

 

0,0167 

 

 

Lampiran 15. Tabel pengaruh penambahan ion logam terhadap kadar   
protein 

 

 

No 

 

 

Sampel 

 
Konsentrasi 
Ion Logam 

(mM) 

Absorbansi  
Kadar 

Protein 
(mg/mL) 

 

Simplo 

 

Duplo 

1 Prebiotik  - 0 0 0 

2 Prebiotik + Kombinasi 

Ion Logam K+ & Mg2+ 

 
0,4 

 
0 

 
0 

 
0 

3 Prebiotik + Kombinasi 

Ion Logam K+ & Mg2+ 

 
0,6 

 
0,130 

 
0,160 

 
0,0742 

4 Prebiotik + Kombinasi 

Ion Logam K+ & Mg2+ 

 
0,8 

 
0,173 

 
0,182 

 
0,0924 
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Lampiran 16. Tabel bobot ayam 

 

No Perlakuan Lama Pemeliharaan (Minggu)  

1 2 3 4 

1 Tanpa Penambahan Prebiotik 171.25 417.75 724.5 1079.5 

2 Penambahan Antibiotik* 185.75 447.75 742.25 1120.75 

3 Prebiotik 1 mL 180 459.25 841.75 1230.75 

4 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,4 mM (1 mL) 190.75 477 869 1254.25 

5 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,6 mM (1 mL) 192.75 480.5 845.5 1192 

6 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,8 mM (1 mL) 172.75 445 855.75 1167.25 

7 Prebiotik 2 mL 159 405 760.75 1076.25 

8 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,4 mM (2 mL) 188.25 485 882.5 1167 

9 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,6 mM (2 mL) 162.75 411.5 779.25 1178.75 

10 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,8 mM (2 mL) 177 462 819.75 1175.25 

*Antibiotik Bacitracin MD 35000 mg (Vitachick) 
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Lampiran 17. Tabel kadar kolesterol darah ayam setelah diberi 

prebiotik 

 

No Perlakuan 

Kadar Kolesterol 

(mg/dL) 

Rata-rata Simplo Duplo 

1 Tanpa Penambahan Prebiotik 
253 258 255.5 

2 Penambahan Antibiotik* 
174 182 178 

3 Prebiotik 1 mL 
140 146 143 

4 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,4 mM (1 mL) 
137 125 131 

5 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,6 mM (1 mL) 
123 141 132 

6 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,8 mM (1 mL) 
140 151 145.5 

7 Prebiotik 2 mL 
116 121 118.5 

8 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,4 mM (2 mL) 
125 110 117.5 

9 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,6 mM (2 mL) 
109 116 112.5 

10 Prebiotik + Kombinasi Ion Logam 

K+ dan Mg2+ 0,8 mM (2 mL) 
131 155 143 

 

*Antibiotik Bacitracin MD 35000 mg (Vitachick) 
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Lampiran 18. Dokumentasi penelitian 

Preparasi sampel 

 

                     

           Setelah dibersihkan                               Proses perebusan              

                      

      Perendaman dengan       Proses pengeringan 
      penambahan garam 
 

       

        Proses pengayakan        Tepung kulit singkong 
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Pembuatan media inokulum 

              

             Media                             Penambahan inokulum aktif    

         

   Setelah diberi inokulum aktif     Setelah inkubasi 1x24 jam 

 

Pembuatan media produksi 

           

Pelarutan media         Setelah proses sterilisasi 
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Produksi prebiotik 

 

                  

Pemipetan inokulum ke media                   Setelah diberi inokulum aktif 
              produksi 

 

Masa pemeliharaan 
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Uji kadar kolesterol darah 

 

 

Pengambilan sampel darah ayam                      

 

                    

Hasil pembacaan kadar kolesterol darah 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


