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LAMPIRAN BAGAN KERJA 

Lampiran 1. Preparasi Sampel Kulit Singkong 

 

- Dipisahkan dari kulit arinya 

- Direbus selama 1 jam  

- Direndam dengan larutan garam (NaCl) 3 : 9 (3 kg kulit 

singkong, 9 L larutan garam 5%) selama 3 hari  

- Dikeringkan (panas matahari) sampai kering 

- Diblender 

- Diayak dengan ukuran 60 mesh 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kulit singkong  

Serbuk kulit 

singkong  



Lampiran 2. Pembuatan Media  

a. pembuatan inokulum  

 

- Ditimbang sebanyak 4,5 g (dilarutkan dengan aqubides) 

- Ditambahkan serbuk kulit singkong 2,5 g (dilarutkan dengan 

aqubides)  

- Laruran MRSB dan kulit singkong dicampur hingga volume 

250 mL 

- Disterilisasi pada suhu 121oC selama 20 menit 

- Dikocok menggunakan shaker inkubator selama 2x24 jam.  

 

b. Pembuatan Media Produksi 

 

 

  - Secara berturut masing-masing ditimbang sebanyak 2,8 g; 

1,4 g;   7 g; 0,015 g; 0,035 g. 

 - Dilarutkan dengan ekstrak daging 2% hingga volume 1400 

mL 

 - Dari 1400 mL masing-masing sebanyak 350 mL 

dimasukkan dalam 4 buah Erlenmeyer 500 mL. 

 

 

     -ditambahkan         - ditambahkan            - ditambahkan  

       0,002 M CaCl2 dan   0,004 M CaCl2 dan      0,006 M CaCl2 dan     

       NaCl           NaCl     NaCl  

  

-  Ditutup rapat 

-  Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 

40 oC pada tekanan 2 atm selama 20 

meni 

MRSB  

Inokulum 

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 3. Proses Fermentasi  

a. Penentuan inkubasi optimum 

 

 

- Ditimbang secara berturut-turut 0,1 g; 0,005 g; 0,25 g; 

0,0005 g dan 0,125 g 

- Dilarutkan dalam ekstrak daging 0,1% hingga volume 50 mL 

- Ditambhakan inokulum 7 mL 

- Ditambahkan CaCO3 0,1 g 

- Dikocok menggunakan shaker inkubator 

- Setiap 1 x 24 jam diukur absorbansinya 

 

b. Produksi Prebiotik 
 

 

- Inokulum aktif dipipet 52,5 mL dalam 350 mL media 

produksi 

- Ditambahkan CaCO3 sebanyak 0,7 g 

- dihomogenkan 

- Dikocok menggunakan shaker inkubator selama 3x24 jam 

(inkubasi optimum). 

 

 

 

 

 

 

Media produksi 

prebiotik 

Pepton, KH2PO4, NaNO3, 

FeSO4.7H2O, MgSO4.7H2O 

Waktu optimum 



Lampiran 4.  Analisis Biomolekul Prebiotik 

a. Analisis Aktivitas Enzim Glukoamilase 

 

                - 1 mL 

                - ditambahkan pati 1% 1 mL 

                - ditambahkan buffer asetat 0,2 M 1 mL 

                - diiunkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit 

                - ditambahkan 1 mL DNS  

                - dipanaskan selam 5 menit menggunakan hot plate 

                - didinginkan dalam wadah yang berisi esbatu  

                - diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500 nm. 

 

 

b. Analisis Kadar Protein Menggunakan Metode Bradford 

 

 

    - memipet sebanyak 4 mL 

    - ditambahkan reagen Bradford sebanyak 4 mL 

    - diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit 

    - diukur absorbansinya dengan panjang gelombang 580 nm. 

 

 

c. Analisis Kadar Kolestrol Menggunakan Unesco Multicheck N 01 

 

  - diambil dengan cara menyuntik bagian pembuluh darahnya  

  - diletakkan pada strip alat (tunggu beberapa menit) 

  - nilai kolestrol akan muncul pada layar alat 

prebiotik 

Data  

prebiotik 

Data  

Darah ayam  

Kadar kolestrerol 
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Lampiran 5. Pengaplikasian Prebiotik Terhadap Ayam Pedaging 

a. Ayam dengan penambahan prebiotik  

 

   

- dipelihara selama 30 hari 
- diberikan perlakuan (P0, P1, P2, P3, P4, dan P5). 
- diamati bobotnya setiap pekan  

 
 

 

ket: konsentrasi prebiotik 0,1% dan 0,2% (perlakuan yang sama) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ayam DOC 

Data  



Lampiran 6 . Waktu Inkubasi Optimum 

Waktu Inkubasi Optimum Prebiotik 

Waktu (jam) Absorbansi 

0 0.729 

1 x 24 1.958 

2 x 24 2.132 

3 x 24 2.170 

4 x 24 2.108 
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Lampiran 7 . Hasil Analisis Aktivitas Enzim Glukoamilase 

a) Penentuan panjang gelombang maksimum 

Panjang Gelombang (nm) Absorbansi 

470 0.026 

480 0.041 

490 0.101 

500 0.275 

510 0.273 

520 0.233 

 

b) Data Kurva Standarisasi 

Panjang 

Gelombang (nm) 

Konsentrasi 

Standar (mg/mL) 
Absorbansi 

500 0.05 0.010 

500 0.1 0.155 

500 0.15 0.300 

500 0.2 0.610 

500 0.25 0.644 

500 0.3 0.893 

 

 



 

c) Absorbansi Larutan Sampel Pada Panjang Gelombang 500 

nm 

sampel Absorbansi 

simplo Duplo 

prebiotik 0.013 0.016 

0.002 M 0.042 0.027 

0.004 M 0.061 0.044 

0.006 M 0.1 0.119 

 

d) Konsentrasi Glukosa Dalam Sampel 

sampel 
konsentrasi 

rata-rata 
simplo duplo 

prebiotik 0.0354 0.0364 0.0359 

0.002 M 0.0446 0.0399 0.0422 

0.004 M 0.0507 0.0453 0.048 

0.006 M 0.0631 0.0691 0.0661 

y = 3,1443x - 0,0985 
R² = 0,9562 

-0,200

0,000

0,200

0,400

0,600

0,800

1,000

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400

A
b

so
rb

an
 

Konsentrasi  

Kurva Standar Glukosa 

absorban

Linear (absorban)
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 Prebiotik + ion logam Ca2+ dan Na+ 0.006 M 

(simplo)  

        

 

    
   

 
 

 

   
          

      
 

 
= 0.0631 mg/mL 

(duplo)  

        

 

    
   

 
 

 

   
            

      
 

 
= 0.0691 mg/mL 
 
 

rata-rata konsentrasi gula dalam sampel 

    

     
     

 
 

 

     
             

 
 

 
            = 0.0661 mg/mL 
 
 
 

 



e) Aktivitas Enzim Glukoamilase  

AE = 
        

        
 

Keterangan: 

AE = Aktivitas enzim (unit/mL) 

MG = Kadar glukosa (mg/mL) 

BMg = Berat molekul glukosa (g/mol) 

MI = Masa/ waktu inkubasi 

Diketahui : BMg = 180,156 g/mol 

          MI    = 20 menit 

 Prebiotik + ion logam Ca2+ dan Na+ 0.006 M 

AE = 
        

        
 

      = 
            

            
 

      = 0.0183 U/mL 

(menggunakan rumus yang sama untuk Prebiotik,  prebiotik + ion logam 

Ca2+ dan Na+ 0.002 M dan 0.004 M). 

Sampel Aktivitas Enzim (Unit/mL) 

Prebiotik 0.0099 

0.002 M 0.0117 

0.004 M 0.0133 

0.006 M 0.0183 
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Lampiran 8. Analisis Kadar Protein Prebiotik Menggunakan Metode 

Bradford 

a) Penentuan panjang gelombang maksimum 

Panjang Gelombang (nm) Absorbansi 

560 0.128 

565 0.138 

570 0.148 

575 0.149 

580 0.152 

585 0.149 

590 0.148 

595 0.139 

600 0.134 

b) Data Kurva Standarisasi 

 

 

 

Panjang Gelombang 

(nm) 

Konsentrasi 

Standar (mg/mL) 
Absorbansi 

580 0.02 0.057 

580 0.04 0.089 

580 0.06 0.121 

580 0.08 0.162 

580 0.1 0.181 



 

c) Absorbansi Larutan Sampel Pada Panjang Gelombang 580 

nm 

sampel 
Absorbansi 

simplo duplo 

prebiotik 0.003 0.008 

0.002 M 0.250 0.130 

0.004 M 0.55 0.034 

0.006 M 0.12 0.135 

 

d) Konsentrasi BSA Dalam Sampel 

y = ax + b  

a = 1,7886 

b = 0,0122 

 Prebiotik + ion logam Ca2+ dan Na+ 0.002 M 

(simplo) 

        

y = 1,7886x + 0,0122 
R² = 0,9822 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0 0,05 0,1 0,15

ab
so

rb
an

si
 

konsetrasi (mg/mL)  

Kurva Standar BSA 

absorban

Linear (absorban)
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= 0.0071 mg/mL 

(duplo)  

        

 

    
   

 
 

 

   
            

      
 

 
= 0,0004 mg/mL 
 

rata-rata konsentrasi protein dalam sampel 

    

     
     

 
 

 

     
             

 
 

 
            = 0,0038 mg/mL 
 
(menggunakan rumus yang sama untuk Prebiotik + ion logam Ca2+ dan 

Na+ 0,004 M dan 0,006 M). 

 

 

 



Sampel 
Konsentrasi 

rata-rata 
simplo Duplo 

Prebiotik 0 0 0 

0.002 M 0.0071 0.0004 0.0038 

0.004 M 0.0300 0.1832 0.2419 

0.006 M 0.0602 0.0686 0.0644 
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Lampiran 9. Data Hasil Uji Kolestrol Darah Ayam Pedaging 

Perlakuan 
Kadar Kolestrol (mg/dL) 

Simplo duplo  
rata-
rata 

Tanpa Prebiotik (kontrol -) 
 253 258 255.5 

Tanpa Prebiotik (kontrol + Antibiotik) 
 174 182 178 

Prebiotik 0,1% 
 144 149 146.5 

Prebiotik 0,1% + ion logam Ca2+ & 
Na+ (0.002 M) 129 133 131 

Prebiotik 0,1% + ion logam Ca2+ & 
Na+ (0.004 M) 121 127 124 

Prebiotik 0,1% + ion logam Ca2+ & 
Na+ (0.006 M) 104 112 108 

prebiotik 0,2% 
 136 142 139 

prebiotik 0,2% + ion logam Ca2+ & 
Na+ (0.002 M) 116 120 118 

Prebiotik 0,2% + ion logam Ca2+ & 
Na+ (0.004 M) 100 106 103 

Prebiotik 0,2% + ion logam Ca2+ & 
Na+ (0.006 M) 118 123 120.5 
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Lampiran 11. Dokumentasi Penelitian  

                        

Preparasi Kulit singkong                                           media inokulum 

                          

Media produksi      produksi prebiotik  

                     

Proses inkubasi                                          proses sentrifugasi 

 



 

Analisis enzim glukoamilase dan protein menggunakan alat spektronik 20 

 

        

       Bibit ayam pedaging (DOC)                       umur ayam 0 minggu  

     

          Umur ayam 1 minggu   umur ayam 2 minggu  
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Umur ayam 3 minggu    umur ayam 4 minggu 

         

Umur ayam 5 minggu        proses penimbangan ayam  

              

Pengambilan sampel darah ayam            Analisis Kolestrol Darah Pada  
       Ayam 

 


