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LAMPIRAN

Lampiran 1. Data populasi mikroorganisme pada pakan yang diberi dosis prebiotik
yang diekstrak dari kacang hijau

Perlakuan dosis prebiotik

Populasi Mikroorganisme

dari kacang hijau (%) Ulangan (CFU)
1 3.80E+04
2 4.10E+04
0,

0% 3 3.95E+04

Rata-Rata 4.E+04
1 5.60E+08
159 2 9.90E+08
=70 3 5.75E+08

Rata-rata 7.E+08
1 3.10E+09
2 1.20E+09
3% 3 7.55E+09

Rata-rata 4 E+09
1 8.80E+09
2 8.90E+09

4,5%

3 6.85E+09

Rata-rata 8.E+09
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Lampiran 2. Hasil analisis ragam populasi mikroorganisme dalam pakan yang diberi dosis prebiotik
yang diekstrak dari kacang hijau

Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Populasi Between Groups 53.881 3 17.960 390.440 .000
mikroorganisme  Within Groups 368 8 .046
Total 54.249 11

Lampiran 3. Hasil uji lanjut W-Tuckey populasi mikroorganisme dalam pakan yang diberi dosis
prebiotik yang diekstrak dari kacang hijau

95% Confidence Interval

Mean Difference Upper

Parameter (I) Dosis  (J) Dosis (1-9) Std. Error  Sig. Lower Bound  Bound
0% 1,5% -4.24000° .17512 .000 -4.8008 -3.6792

3% -4.88667" 17512 .000 -5.4475 -4.3259

4,5% -5.31333" 17512 .000 -5.8741 -4.7525

1,5% 0% 4.24000° .17512 .000 3.6792 4.8008

3% 64667 17512 .025 -1.2075 -.0859

Populasi 4,5% -1.07333" 17512 .001 -1.6341 -.5125
mikroorganisme 3% 0% 4.88667" 17512 .000 4.3259 5.4475
1,5% .64667" 17512 .025 .0859 1.2075

4,5% -.42667 17512 147 -.9875 1341

4,5% 0% 5.31333" 17512 .000 4.7525 5.8741

1,5% 1.07333" 17512 .001 .5125 1.6341

3% 42667 17512 147 -.1341 .9875
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Lampiran 4. Prosedur Analisis Proksimat

1. ANALISIS KADAR PROTEIN AOAC (2005)

Prinsip dari analisis protein metode Kjeldahl adalah isolasi nitrogen sederhana
atau campuran kompleks dengan asam pekat kemudian dapat ditentukan dengan
teknik titrasi. Jumlah protein yang terdapat pada makanan dihitung berdasarkan
konsentrasi nitrogen. Metode Kjeldahl terdiri dari 3 tahap vyaitu digestion,
destillation, dan titration (Persson 2008). Kelebihan metode Kjeldahl adalah
metode yang digunakan secara internasional, metode standar untuk metode yang
lainnya, dan menjadi metode utama karena keuniversalan, presisi yang tinggi,
dan produktivitas yang baik.

Prosedur analisis protein metode Kjeldahl adalah sampel ditimbang sebanyak
0,5 gram kemudian dimasukkan ke dalam labu Kjeldahl. Satu butir selenium
dimasukkan ke dalam labu tersebut dan ditambahkan 3 mL H2SO4. Labu yang
berisi larutan tersebut dimasukkan ke dalam alat pemanas dengan suhu 410°C,
kemudian ditambahkan 10 mL air. Proses destruksi dilakukan sampai larutan
menjadi bening. Larutan yang telah jernih didinginkan dan kemudian ditambahkan
50 mL akuades dan 20 mL NaOH 40%, lalu di destilasi. Hasil destilasi ditampung
dalam erlenmeyer 125 mL yang berisi 25 mL asam borat (H3BO3) 2% yang
mengandung indikator bromcherosol green 0,1 % dan methyl red 0,1% dengan
perbandingan 2:1. Destilasi dilakukan dengan menambahkan 50 mL larutan
NaOH-Na2S203 ke dalam alat destilasi hingga tertampung 40 mL destilat di
dalam erlenmeyer dengan hasil destilat berwarna hijau kebiruan. Lalu destilat
dititrasi dengan HCI 0,09 N sampai terjadi perubahan warna merah muda yang
pertama kalinya. Volume titran dibaca dan dicatat. Larutan blanko dianalisis
seperti contoh. Kadar protein dihitung dengan rumus sebagai berikut:

_ (mL HCl—mL blanko) x N HCl x 14

% Nitrogen = , x 100%
mg sampel x faktor koreksi alat

% Kadar protein = % Nitrogen x faktor konversi

Keterangan:
Faktor konversi alat =25
Faktor konversi =6.25

2. ANALISIS KADAR LEMAK METODE EKSTRAKSI Soxhlet AOAC (2005)

Labu lemak yang akan digunakan dikeringkan dalam oven bersuhu 105°C
selama 30 menit, didinginkan dalam desikator, dan ditimbang untuk mendapatkan
berat konstan dari labu lemak. Sampel ditimbang sebanyak dua gram dalam
cawan petri berisi kapas yang beralas kertas saring. Kemudian, sampel dioven
pada suhu 60°C selama 24 jam karena sampel lembab. Setelah sampel dioven,
sampel digulung membentuk thimble, lalu dimasukkan ke dalam alat ekstraksi
soxhlet dengan pelarut hexane sebanyak 150 ml. Labu lemak diletakkan di bagian
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bawah alat ekstraksi untuk menampung lemak dari hasil ekstraksi. Tahapan
selanjutnya yaitu sampel diekstraksi pada suhu 180°C selama 2 jam dengan
pelarut hexane. Labu lemak yang berisi lemak yang terekstrak dikeringkan dalam
oven pada suhu 105°C selama 1 jam, didinginkan dalam desikator, dan ditimbang.
Persentase kadar lemak dihitung dengan rumus berikut:

berat lemak terekstrak (g)

Kadar lemak (%bb) = berat sampel (g) x 100%

3. ANALISIS KADAR ABU AOAC (2005)

Prinsip dari analisis kadar abu total yaitu proses pengabuan zat-zat organik
diuraikan menjadi air dan CO2, tetapi bahan anorganik tidak. Abu dalam pakan
ditentukan dengan menimbang residu mineral kering dari bahan organik yang
dipanaskan dengan suhu sekitar 550 °C. Prosedur pengabuan kering ini biasanya
digunakan untuk menentukan total abu dan kadang digunakan sebelum analisis
mineral tertentu (Park 2002).

Cawan porselen kosong dikeringkan dalam tanur selama 1 jam kemudian di
dinginkan dalam desikator sampai dingin (sekitar 1 jam). Kemudian cawan
porselen kosong ditimbang dan dicatat berat kosongnya. Sampel ditimbang
sebanyak +3 gram dan diletakkan dalam cawan, kemudian dibakar di atas kompor
listrik sampai sampel tidak berasap. Cawan kemudian diabukan di dalam tanur
pada suhu 550°C. Pengabuan dilakukan selama 3-4 jam atau sampai sampel
seluruhnya menjadi abu putih. Kemudian, cawan porselen didinginkan di dalam
desikator sampai dingin. Lalu cawan beserta sampel ditimbang dan dicatat.
Persentase dari kadar abu dapat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

Berat Abu

Kadar Abu (%) = W x 100%

4. ANALISIS KADAR SERAT KASAR Foss Analytical (2006)

Prosedur:

1. NaOH dilarutkan, ditambah aquadest menjadi 1000 MI. (dilarutkan 13,02 Ml
H.SO. dalam aguadest sampai menjadi 1000 mL)

2.Sampel ditimbang dan dimasukkan ke dalam crucible (yang telah ditimbang
beratnya (W1).

3. Crucible diletakkan di cold extration, lalu aceton dimasukkan ke dalam crucibel
sebanyak 25 mL atau sampai sampel tenggelam. Diamkan selama 10 menit,
tujuannya untuk menghilangkan lemak.

4. Dilakukan 3 kali berturut - turut kemudian dibilas dengan aguades sebanyak 2
kali.

5. Crusible dipindahkan ke fibertex
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H.SO. dimasukkan kedalam masing-masing crucible pada garis ke 2 (150 mL).
setelah selesai dihidupkan kran air, tutup crucible dengan reflektor.

Fibertec dipanaskan sampai mendidih. Fibertec dalam keadaan tertutup dan air
dihidupkan.

Aquadest dipanaskan dalam wadah lain.

Tunggu hingga sampel di fibertec mendidih ditambahkan octanol (untuk
menghilangkan buih) sebanyak 2 tetes lalu panasnya dioptimumkan, dibiarkan
selama 30 menit, lalu fibertec dimatikan.

. Larutan di dalam fibertec disedot, posisi fibertec dalam keadaan vacum dan
kran air dibuka.

. Aquades yang telah dipanaskan dimasukkan ke dalam semprotan, lalu
semprotkan ke crusible. Posisi fibertec tetap dalam keadaan vacum dan kran
air terbuka. Dilakukan pembilasan sebanyak 3 kali.

. Fibertec ditutup, NaOH yang telah dipanaskan dimasukkan ke dalam crucible
pada garis ke 2, kran air pada posisi terbuka, fibertec dihidupkan dengan suhu
optimum. Setelah sampel mendidih diteteskan octanol sebanyak 2 tetes ke
dalam tabung yang berbuih, selanjutnya dipanaskan selama 30 menit.

. Matikan fibertac kran ditutup, optimumkan suhu lakukan pembilasan dengan
agquades panas sebanyak 3 kali, fibertec pada posisi vacum. Setelah selesai,
membilas fibertec pada posisi tertutup.

10.Crusible dipindahkan ke cold extraction lalu dibilas dengan aseton. Cold

extration pada posisi vacum, kran air dibuka (lakukan sebanyak 3 kali), dengan
tujuan untuk pembilasan.

11. Crusible dimasukkan ke dalam oven selama 2 jam dengan suhu 130°C.

12. Crusible didinginkan dalam desikator 1 jam selanjutnya ditimbang (W2).

13. Crusible dimasukkan ke dalam tanur selama 3 jam dengan suhu 525°C.

14. Dinginkan crusible dengan desikator 1 jam selanjutnya ditimbang (W3)

Perhitungan:

-w3

w2
Kadar serat kasar (%) = x 100%

Keterangan: W1 = Berat sampel (g)

W2 = Berat sampel + cawan crucible setela dioven (g)
W3 = Berat sampel + cawan crucible setelah ditanur (g)
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5. ANALISIS KADAR BETN Hartadi et al. (1997)

Penentuan kandungan bahan ekstrak tanpa nitrogen (BETN) dengan cara
pengurangan angka 100% dengan persentase protein, lemak, abu, dan serat
kasar.

Rumus : % BETN = 100% - (% P+% L+% SK+% Abu)

Lampiran 5. Dokumentasi Kegiatan

Pengenceran prebiotik

Memindahkan pakan ke wadah plastik Pakan dikering anginkan
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