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III. BAHAN DAN METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

A. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dan analisis proksimat kadar air, kadar protein, dan kadar lemak 

dilaksanakan pada Mei 2013 di Laboratorium Nutrisi dan Makanan Ternak, 

Jurusan Peternakan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. 

 

B. Alat Penelitian 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kotak persegi ukuran 30 cm x 

30 cm untuk pengambilan sampel, pisau, gunting, karung, kantong plastik, 

timbangan analitik, kantong plastik kapasitas 2 kg, beaker glass, batang 

pengaduk, tali pengikat, terpal, oven, mesin penggiling, saringan 40 mesh, botol 

sampel, dan alat-alat dalam analisis proksimat. 

 

C. Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun nenas segar. Daun nenas 

segar diperoleh dari lahan perkebunan PT. Great Giant Pineapple yang berupa 

daun dari tanaman nenas yang telah dipanen buahnya, masing-masing 

pengulangan menggunakan 1,50 kg daun nenas dalam keadaan bahan segar. Umur 
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panen tanaman nenas yang digunakan tergantung pada bibit nenas yang 

digunakan. Jika bibit yang digunakan berupa bibit kecil (nursery) dipanen pada 

umur 16−18 bulan, bibit sedang dipanen pada umur 14−16 bulan, dan bibit besar 

dipanen pada umur12−14 bulan. 

 

D. Metode Penelitian 

1. Rancangan perlakuan 

Perlakuan dalam penelitian ini berupa penambahan urea dengan berbagai level. 

Level penggunaan urea ada 4, yaitu: 

N0 = urea 0,0% bahan kering daun nenas 

N1 = urea 1,5% bahan kering daun nenas 

N2 = urea 3,0% bahan kering daun nenas 

N3 = urea 4,5% bahan kering daun nenas 

2. Rancangan percobaan 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan 

dan masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Tata letak percobaan 

disajikan pada Tabel 3. 

Tabel 3. Letak sampel percobaan limbah daun nenas teramoniasi 

N1U2 N0U1 N1U1 N3U1 

N3U2 N1U3 N2U1 N2U3 

N2U2 N3U3 N0U3 N0U2 
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Keterangan: N0U1 = tanpa perlakuan, ulangan 1 

N0U2 = tanpa perlakuan, ulangan 2 

N0U3 = tanpa perlakuan, ulangan 3 

N1U1 = perlakuan 1, ulangan 1 

N1U2 = perlakuan 1, ulangan 2 

N1U3 = perlakuan 1, ulangan 3 

N2U1 = perlakuan 2, ulangan 1 

N2U2 = perlakuan 2, ulangan 2 

N2U3 = perlakuan 2, ulangan 3 

N3U1 = perlakuan 3, ulangan 1 

N3U2 = perlakuan 3, ulangan 2 

N3U3 = perlakuan 3, ulangan 3 

3. Analisis data 

Data yang diperoleh dianalisis dengan Anova pada taraf nyata 5% dan atau 1%, 

jika diperoleh data yang menunjukkan perbedaan yang nyata maka analisis 

dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil atau BNT (Steel dan Torrie, 1995). 

 

E. Pelaksanaan Penelitian 

1. Pengadaan limbah daun nenas segar 

Limbah daun nenas segar Smooth cayenne diperoleh dari lahan perkebunan PT. 

Great Giant Pineapple yang telah dipanen beberapa hari sebelumnya. 

Pengambilan limbah daun nenas segar ini dilakukan secara acak menggunakan 

alat berbentuk kotak persegi berukuran 30 cm x 30 cm. Limbah daun nenas yang 

digunakan dalam penelitian ini sebanyak 18 kg, dimana masing-masing sampel 

menggunakan 1,5 kg limbah daun nenas segar. Daun nenas segar kemudian 

dicacah dengan ukuran + 2−3 cm dan ditimbang sebanyak 1,5 kg. 
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2. Tahap pelaksanaan 

Limbah daun nenas yang telah dicacah selanjutnya dimasukkan ke dalam kantong 

plastik kapasitas 2 kg dua lapis dan dipadatkan. Amoniasi dilakukan dengan cara 

basah, diawali dengan melarutkan urea ke dalam ember yang berisi air dengan 

cara diaduk sampai benar-benar larut hingga tidak ada lagi butir-butir urea yang 

terlihat (Hesty, dkk., 2007). 

Banyaknya urea yang dibutuhkan dapat dihitung dengan rumus berikut : 

Bobot urea = BK urea x BK sampel 

N1  = 1,5% urea x 225 g BK sampel 

 = 3,38 g urea 

N2 = 3% urea x 225 g BK sampel 

 = 6,75 g urea 

N3 = 4,5% urea x 225 g BK sampel 

 = 10,13 g urea 

Keterangan : 

BK : Bahan kering 

Berdasarkan perhitungan tersebut, jumlah urea yang dibutuhkan untuk setiap 

sampel perlakuan yaitu N1 sebanyak 3,38 g urea/1,5 kg daun nenas segar;           

N2 sebanyak 6,75 g urea/1,5 kg daun nenas segar dan N3 sebanyak 10,13 g 

urea/1,5 kg daun nenas segar. 

Penelitian ini menerapkan cara amoniasi basah sehingga urea yang digunakan 

harus dilarutkan terlebih dahulu dalam air.  Untuk menentukan jumlah air pada 

setiap perlakuan digunakan perbandingan urea berbanding air, yaitu 1 : 6 sesuai 

dengan ketentuan dari Direktorat Pakan, Direktorat Jendral Peternakan dan 

Kesehatan Hewan (2012).  Jumlah air untuk masing-masing perlakuan yaitu :  
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Jumlah air  = Bobot urea x 6 

N1   = 3,38 g x 6  

         = 20,28 cc air 

N2   = 6,75 g x 6  

       = 40,50 cc air 

N3  = 10,13 g x 6  

       = 60,78 cc air 

Untuk menghindari galat pada nilai kadar air setiap perlakuan akibat penambahan 

jumlah air yang berbeda, maka jumlah air yang digunakan ditentukan dari rata-

rata kebutuhan air untuk melarutkan urea, yaitu 40,50 cc air untuk setiap 

perlakuan. 

Kemudian larutan  urea disiramkan secara merata pada setiap sampel dengan 

persentase urea disesuaikan dengan perlakuan yang telah ditentukan (0,0%; 1,5%; 

3,0%; 4,5% daun nenas). Setelah urea merata dalam bahan, kantong plastik diikat 

kuat. Pengikat kantong plastik dilakukan 2 kali, pertama mengikat kantong plastik 

bagian dalam dan diikuti dengan lapisan kedua. Pastikan bahwa kantong plastik 

tidak bocor dan terikat kuat agar terjadi kondisi anaerob. Kemudian kantong 

plastik berisi sampel perlakuan tersebut disimpan dalam tempat yang aman dan 

terhindar dari panas serta hujan selama 7 hari. 

Setelah 7 hari, kantong plastik dibuka dan limbah daun nenas teramoniasi tersebut 

diangin-anginkan selama beberapa jam, lalu ditimbang. Selanjutnya dilakukan 

pengamatan organoleptik meliputi warna, aroma, dan teksturnya yang bertujuan 

untuk mengetahui keberhasilan pembuatan amoniasi. 

Tahap selanjutnya yaitu persiapan sampel untuk dianalisis kadar air, protein, dan 

lemak. Pertama, limbah daun nenas teramoniasi tersebut ditimbang (BS), 
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kemudian dijemur di bawah sinar matahari hingga kering (kadar air 5%), 

kemudian timbang (BKU). Selanjutnya limbah daun nenas tersebut digiling 

hingga menjadi tepung berukuran 40 mesh dan masukkan beberapa gram sampel 

analisis tersebut dalam botol analisis yang telah diberi label. Kemudian sampel 

dilakukan analisis proksimat untuk menentukan kadar air, kadar protein, dan 

kadar lemak. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Diagram pengambilan sampel hingga analisis 

Ditambahkan urea 

N0 = 0,0% (x3) 

N1 = 1,5% (x3) 

N2 = 3,0% (x3) 

N3 = 4,5% (x3) 

     12 sampel 

 

Daun Nenas 18 kg 

(1,5 kg x 12 = 18 kg) 

Tanaman Nenas 

Cacah + 2−3 cm 

Inkubasi 7 hari 

Oven, giling 

Analisis KA, PK, LK 
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Gambar 3. Diagram amoniasi limbah daun nenas 

 

 

 

 

Daun nenas dicacah + 2−3 cm 

Dimasukkan ke 

dalam kantong plastik 

sambil dipadatkan 

(anaerob) 

 

Larutan urea 

dimasukkan ke dalam 

ember sedikit demi 

sedikit, diaduk hingga 

homogen 

Daun nenas dimasukkan ke dalam 

ember masing-masing sebanyak 1,5 kg 

(1,5 kg x 8 = 12 kg) 

Larutan urea N0 = 0,0% 

Larutan urea N1 = 1,5% 

Larutan urea N2 = 3,0% 

Larutan urea N3 = 4,5% 

 

Inkubasi 7 hari 

dengan suhu 

kamar 

Pemanenan 
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F. Analisis Proksimat 

Analisis Proksimat kadar air, kadar protein, dan kadar lemak menurut Fathul 

(2003) adalah sebagai berikut: 

1. Kadar air 

Prinsip : Semua zat yang menguap (hilang) pada pemanasan 135oC 

selama 2 jam. 

Kelemahannya : Beberapa zat lain ikut menguap (volatile dan asam asetat). 

Bahan 

 Sampel analisa 

Alat 

 Timbangan analitik 

 Oven 

 Cawan Petri 

 Pensil 

 Desikator 

 Tang Penjepit 

 Kain lap 

Cara kerja 

1. memanaskan cawan petri yang bersih ke dalam oven 135oC selama + 15 

menit; 

2. mendinginkan di dalam desikator selama 15 menit; 

3. menimbang cawan petri dan catat bobotnya (A); 

4. memasukkan sampel analisa ke dalam cawan petri sekitar 1 gram dan 

kemudian catat bobotnya (B); 

5. memanaskan cawan petri berisi sampel di dalam oven 135oC selama 2 

jam; 

6. mendinginkan di dalam desikator selama 15 menit; 

7. menimbang cawan petri berisi sampel analisa tersebut (C); 
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8. menghitung kadar air dengan rumus seperti di bawah ini: 

𝐾𝐴 =
(𝐵 − 𝐴) − (𝐶 − 𝐴)

(𝐵 − 𝐴)
 𝑥 100% 

Keterangan: 

KA = Kadar air (%) 

A = bobot cawan petri (gram) 

  B = bobot cawan petri berisi sampel sebelum dipanaskan (gram) 

  C = bobot cawan petri berisi sampel sesudah dipanaskan (gram) 

9. melakukan analisis ini dua kali (duplo). Beri tanda 1 atau 2 pada masing-

masing cawan petri. Kemudian hitung rata-ratanya 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑎𝑖𝑟 (%) =  
𝐾𝐴1 + 𝐾𝐴2

2
 

Keterangan: 

KA1 = kadar air pada ulangan 1 (%) 

KA2 = kadar air pada ulangan 2 (%) 

10. mengitung kadar bahan kering dengan rumus sebagai berikut: 

𝐵𝐾 = 100% − 𝐾𝐴 

Keterangan: 

BK = kadar bahan kering (%) 

KA = kadar air (%) 

 

2. Kadar protein kasar 

Kelemahan pada analisis ini yaitu N yang bukan berasal dari protein (NPN) ikut 

terukur, sehingga menambah besar pada hasil perhitungan kadar proteinnya. 

Analisis ini terdiri dari tiga tahap proses yaitu oksidasi (destruksi), penyulingan 

(destilasi), dan titrasi. 

Proses oksidasi (destruksi) 

Prinsip : Melepaskan N dari bahan organik menjadi amonium sulfat. 

Proses penyulingan (destilasi) 

Prinsip : NH3  + H3BO3            NH4BO3 
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Proses titrasi 

Prinsip : Kelebihan NH4BO3 yang terbentuk dititrasi dengan HCl 0,1N 

Bahan 

 Sampel analisa 

 H2SO4 (pekat) 

 Campuran katalisator (CuSO4 + Na2SO4 atau K2SO4) 

 NaOH 45 % 

 H3BO3 1 % 

 HCl 0,1 N 

 Kertas saring 

 Kain lap 

Alat 

 Timbangan analitik 

 Kertas saring biasa (6 x 6 cm2) 

 kyeldahl apparatus 

 Labu kyeldahl 

 Buret 

 Gelas ukur 50 ml 

 Gelas erlenmeyer 125 ml 

 Botol semprot 

 Spidol 

 Kain lap 

Cara kerja 

1. menimbang kertas saring biasa (6 x 6 cm2) dan catat bobotnya (A); 

2. memasukkan sampel sebanyak + 0,5 gram dan catat bobot kertas berisi 

sampel (B); 

3. melipat kertas saring sedemikian rupa; 

4. memasukkan ke dalam labu kyeldahl. Tambahkan 15 ml H2SO4
 pekat 

(kerjakan di ruang asam); 

5. menambahkan 0,2 gram atau secukupnya campuran katalisator; 
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6. menyalakan alat destruksi, kemudian kerjakan destruksi; 

7. mematikan alat destruksi apabila sampel berubah menjadi larutan 

berwarna jernih kehijau-hijauan; 

8. mendiamkan sampai menjadi dingin (tetap di ruang asam); 

9. menambahkan 200 ml akuades; 

10. menyiapkan 25 ml H3BO3 1 % di gelas erlenmeyer, kemudian tetesi 2 tetes 

indikator (larutan berubah warna menjadi biru). Ujung alat kondensor 

masukkan ke dalam gelas tersebut dan harus dalam posisi terendam; 

11. menyalakan alat destilasi dan melakukan destilasi; 

12. menambahkan 50 ml NaOH 45% ke dalam labu kyeldahl tersebut secara 

cepat (sekaligus) dan hati-hati, jangan sampai digoyang-goyang atau 

dikocok; 

13. mengamati larutan yang terdapat di gelas erlenmeyer; 

14. mengangkat ujung alat kondensor yang terendam, apabila larutan telah 

menjadi sebanyak 2/3 bagian dari gelas tersebut; 

15. mematikan alat destilasi (sekali-kali jangan mematikan alat destilasi, kalau 

ujng alat kondensor belum diangkat); 

16. membilas ujung alat kondensor dengan air suling dengan menggunakan 

botol semprot; 

17. menyiapkan peralatan untuk titrasi; 

18. mengisi buret dengan larutan HCl 0,1 N. Amati dan baca angka pada 

buret, kemudian dicatat (L1); 

19. melakukan titrasi dengan perlahan-lahan. Amati larutan yang terdapat pada 

gelas erlenmeyer; 

20. menghentikan titrasi, apabila larutan berubah warna menjadi ungu; 

21. mengamati buret dan baca angkanya, kemudian dicatat (L2); 

22. melakukan pekerjaan seperti di atas untuk blanko (tanpa sampel analisa); 

23. menghitung persentase nitrogen dengan rumus sebagai berikut: 

𝑁 =
[𝐿

𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
− 𝐿

𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
]𝑥 𝑁 𝐻𝐶𝑙 𝑥 

𝑁

1000
 

𝐵−𝐴
 x 100% 

  Keterangan: 

  N = besarnya kandungan nitrogen (%) 

  Lblanko = volume titran untuk blanko (ml) 
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  Lsampel = volume titran untuk sampel (ml) 

  Nbasa = normalitas HCl sebesar 0,1 

  N = berat atom nitrogen sebesar 14 

  A = bobot kertas saring biasa (gram) 

  B = bobot kertas saring biasa berisi sampel (gram) 

24. menghitung kadar protein seperti di bawah ini: 

𝐾𝑃 = 𝑁 𝑥 𝑓𝑝 

Keterangan: 

KP = kadar protein kasar (%) 

N = kandungan nitrogen (%) 

  fp = angka faktor protein untuk pakan nabati sebesar 6,25; sedangkan 

hewani sebesar 5,56. 

25. melakukan analisis ini dua kali (duplo). Beri tanda 1 atau 2 pada masing-

masing labu kyeldahl dan gelas erlenmeyer. Kemudian hitung rata-rata 

kadar proteinnya, seperti di bawah ini: 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑘𝑎𝑠𝑎𝑟 (%) =  
𝐾𝑃1 + 𝐾𝑃2

2
 

Keterangan: 

KP1 = kadar protein pada ulangan 1 (%) 

KP2 = kadar protein pada ulangan 2 (%) 

 

3. Kadar lemak kasar 

Prinsip : Semua zat yang larut dalam petroleum ether dan chloroform 

selama 6 jam . 

Kelemahannya : zat yang bukan lemak ikut terlarut seperti vitamin, pigmen, 

volatile, resin, waxes, dan chlorophyl.. 

Bahan 

 Sampel analisa 

 Petroleum ether atau  chloroform 

 Kertas saring biasa 
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Alat 

 Timbangan analitik 

 Alat soxhlet apparatus 

 Oven 

 Desikator 

 Tang Penjepit 

 Kain lap 

 Pensil 

Cara kerja 

1. memanaskan kertas saring biasa (6 x 6 cm2) di dalam oven 135oC selama + 

15 menit; 

2. mendinginkan di dalam desikator selama 15 menit; 

3. menimbang dan catat bobotnya (A); 

4. menambahkan sampel analisa + 0,1 gram dan catat bobot kertas saring 

berisi sampel (B); 

5. melipat kertas saring sedemikian rupa; 

6. memanaskan ke dalam oven 135oC selama 2 jam. Kemudian dinginkan ke 

dalam desikator selama 15 menit. Setelah itu, timbang dan catat bobotnya 

(C); 

7. memasukkan ke dalam alat soxhlet (extractor); 

8. menghubungkan antara alat soxhlet dan labu didih; 

9. memasukkan ke dalam alat soxhlet 300 ml petroleum ether atau 

chloroform; 

10. menghubungkan antara alat soxhlet dan alat kondensor; 

11. mengalirkan air ke dalam alat kondensor; 

12. menyalakan alat pemanas. Sekali-kali, jangan menyalakan alat pemanas, 

apabila air tidak dialirkan ke dalam kondensor; 

13. memanaskan atau didihkan selama 6 jam (terhitung sejak awal mendidih); 

14. mematikan alat pemanas, kemudian hentikan aliran air; 

15. mengambil lipatan kertas saring berisi residue dan panaskan di oven 135oC 

selama 2 jam; 

16. mendinginkan ke dalam desikator selama 15 menit; 
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17. menimbang dan mencatat bobotnya (D); 

18. menghitung kadar kadar lemak dengan rumus sebagai berikut: 

𝐾𝐿 =
(𝐶 − 𝐴) − (𝐷 − 𝐴)

𝐵 − 𝐴
 𝑥 100% 

Keterangan: 

KL = kadar lemak (%) 

A = bobot kertas saring (gram) 

B = bobot kertas berisi sampel sebelum dipanaskan (gram) 

C = bobot kertas berisi sampel sesudah dipanaskan (gram) 

D = bobot kertas berisi residue sesudah diapanaskan (gram) 

19. melakukan analisis ini dua kali (duplo). Beri tanda 1 atau 2 pada masing-

masing lipatan kertas dengan pensil. Kemudian hitung rata-rata kadar 

lemak sebagai berikut: 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑙𝑒𝑚𝑎𝑘 𝑘𝑎𝑠𝑎𝑟 (%) =  
𝐾𝐿1 + 𝐾𝐿2

2
 

Keterangan: 

KL1 = kandungan kadar lemak pada ulangan 1 (%) 

  KL2 = kandungan kadar lemak pada ulangan 2 (%) 

 

G. Peubah yang Diukur 

1. Kadar air 

Air merupakan zat makanan yang paling sederhana dalam pakan, namun 

merupakan zat makanan yang paling sukar penentuannya dalam sebuah analisis 

proksimat. 

Rumus untuk menghitung kadar air menurut Fathul (2003) adalah sebagai berikut: 

Kadar air (%) = 
𝐴

𝐵
 × 100% 

Keterangan : A = Banyaknya air (g) 

  B = Banyaknya sampel awal (g) 
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2. Kadar protein 

Protein merupakan salah satu senyawa organik yang terkandung dalam kadar 

bahan organik (BO). Protein merupakan salah satu senyawa yang berupa 

makromolekul, yang terdapat dalam setiap organisme, dengan karakteristik yang 

berbeda-beda. Makluk hidup akan selalu memerlukan protein untuk kehidupannya 

(Linder, 1992). 

Rumus untuk menghitung kadar protein menurut Fathul (2003) adalah sebagai 

berikut: 

                [Lblanko – Lsampel] x NHCl x  N 

                                                         100 

N (%) =                                                   x 100% 

                                      B 

 

Keterangan : Lblanko = volume titran untuk blanko (ml) 

  Lsampel = volume titran untuk sampel (ml) 

  NHCl = N asam normalitas HCL sebesar 0,1 

  N = berat atom nitrogem sebesar 14 

  B = banyaknya sampel awal (g) 

Kadar Protein (%) = N x fp 

Keterangan : N = banyaknya N (%) 

  B = banyaknya sampel awal (g) 

  fp = angka faktor protein; 6,25 untuk pakan nabati 

 

3. Kadar lemak 

Lemak adalah trigliserida, yaitu ester gliserol dengan asam lemak. Dalam analisis 

proksimat, kadar lemak ditentukan dengan cara mengekstraksi pakan/ransum 

dalam pelarut organik. 

 



36 

Rumus untuk menghitung kadar lemak menurut Fathul, dkk. (2003) adalah 

sebagai berikut: 

Kadar lemak (%) = 
𝐴

𝐵
 × 100% 

Keterangan : A = Banyaknya lemak (g) 

  B = Banyaknya sampel awal (g) 


