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JUDUL PROGRAM

Pemanfaatan Senyawa Bioaktif Kembang Sepatu (Hibiscus Rosa-Sinensis) Untuk Menekan Produksi Gas Metan Pada Ternak Ruminansia
ABSTRAKSI 

Isu yang berkembang saat ini adalah peternakan merupakan salah faktor penyebab pemanasan global. Menurut  Thalib (2008), sekitar 50% emisi gas metan hasil aktivitas manusia berasal dari kegiatan pertanian. Dari jumlah tersebut, 20-60% berasal dari peternakan, terutama ternak ruminansia. Seekor sapi dewasa dapat mengemisi 80-110 kg metana per tahun. 

Gas metan (CH4) yang dihasilkan dari peternakan ruminansia merupakan hasil fermentasi anaerob karbohidrat struktural maupun non struktural oleh metanogen (bakteri penghasil metan) di dalam rumen ternak ruminansia dan selanjutnya dikeluarkan ke atmosfer melalui proses eruktasi. Pada peternakan rakyat yang masih mengandalkan hijauan berkualitas rendah cenderung menghasilkan produksi gas metan yang tinggi. Hal ini disebabkan pada pakan berkualitas rendah memiliki serat kasar tinggi yang dapat meningkatkan jumlah protozoa di dalam rumen. Semakin tinggi jumlah protozoa makan jumlah bakteri metanogen (penghasil metan) akan meningkat sehingga produksi metan akan semakin tinggi. 
Dalam rangka menekan produksi metan dari sektor peternakan dapat dilakukan dengan mengurangi jumlah protozoa (defaunasi). Kembang sepatu (Hibiscus rosa sinensis) merupakan salah satu jenis tanaman yang dapat dijadikan agen defaunasi dari populasi protozoa karena seluruh bagian tanamannya mengandung senyawa bioaktif yang dapat mengurangi jumlah protozoa. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengurangi produksi gas metan sektor peternakan ruminansia dengan penambahan ekstrak kembang sepatu pada pakan secara in vitro. Rancangan percobaan yang digunakan yaitu Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 5 perlakuan (kontrol, kontrol + ekstrak kembang sepatu 0,001%, kontrol + 0.01%, kontrol + 0.1% dan kontrol + 1%) dan 3 ulangan. Hasil percobaan menunjukkan bahwa penambahan ekstrak kembang sepatu 0.01% memiliki kecernaan bahan kering dan bahan organik yang tinggi dan didukung oleh fermentabilitas protein dan bahan organiknya mampu menyumbangkan amonia dan VFA dalam jumlah yang cukup untuk menunjang sintesa protein mikroba. Menghasilkan nilai populasi protozoa dan gas metan yang rendah. Sehingga dengan penambahan ekstrak kembang sepatu 0.01% cairan rumen dalam ransum dapat digunakan sebagai suplementasi pakan yang dapat digunakan oleh peternak dan aman terhadap lingkungan. 

Kata kunci : Metan, ruminansia, kembang sepatu, saponin, senyawa bioaktif.
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Laporan akhir ini bertujuan memberikan informasi mengenai suatu inovasi suplementasi pakan dalam mengurangi emisi gas rumah kaca (metan) sektor peternakan ruminansia dengan memanfaatkan senyawa bioaktif tanaman kembang sepatu sehingga dapat mengurangi dampak buruk dari pemanasan global.
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PENDAHULUAN 
Latar Belakang
Pemanasan global merupakan salah satu permasalahan dunia yang dapat mengancam kehidupan. Berbagai dampak buruk akibat pemanasan global menjadi permasalahan yang memerlukan penanganan secara serius.Pemanasan global terjadi akibat dari peningkatan efek rumah kaca yang disebabkan oleh naiknya konsentrasi gas rumah kaca yaitu CO2, CH4, N2O dan halokarbon (kelompok gas yang mengandung florine, klorin dan bromin) yang ada di atmosfer. 

Sekitar 50% emisi gas metana dihasilkan berasal dari kegiatan pertanian dan dari jumlah tersebut sekitar 20-60% berasal dari peternakan, terutama sektor peternakan ruminansia. Seekor sapi dewasa dapat mengemisi 80-110 kg metana pertahun. Estimasi emisi gas metana secara global oleh ternak ruminansia berkisar antara 65-85 juta ton per tahun, sementara emisi total gas metana global 400-600 juta ton per tahun (Thalib et. al, 1994). 

Gas metan yang dihasilkan dari ternak ruminansia berasal dari aktivitas mikroba (bakteri, protozoa, dan fungi) rumen pada proses fermentasi pakan terutama oleh bakteri metanogen. Pada peternakan rakyat yang masih mengandalkan hijauan berkualitas rendah cenderung menghasilkan produksi gas metan yang tinggi.  Hal ini dikarenakan efisiensi pencernaan pakan yang rendah. Selain itu, pembentukan gas metan pada sistem rumen dapat menyebabkan hewan ruminansia mengalami kehilangan sebagian energi yang tercerna.  Sehingga banyak energi pakan yang seharusnya bisa dimanfaatkan ternak untuk pertumbuhan dan produksi, namun terkonversi menjadi gas metan. 

Seiring dengan gencarnya usaha mengurangi pemanasan global (Global Warming), para peternak juga dituntut memperbaiki manajemen pemeliharaan ternak sehingga dapat mengurangi produksi gas-gas asal ternak terutama emisi metan dari fermentasi rumen.  Beberapa penelitian telah dilakukan untuk menurunkan emisi metan asal ternak diantaranya penggunaan bahan alternatif pakan aditif yang mengandung saponin untuk menekan protozoa (defaunasi) sehingga produksi gas metan dapat berkurang.  

Kembang sepatu (Hibiscus rosa sinensis) merupakan salah satu jenis tanaman yang seluruh bagian tanamannya mulai dari akar, daun, dan bunga mengandung flavonoida. Di samping itu bungan dan daunnnya juga mengandung saponin dan polifenol, akarnya juga mengandung tanin, saponin, skopoletin, cleomiscosin A, dan cleomiscosin C (Harborne,1996). Oleh sebab itu, menurut Sutardi (1980) kembang sepatu dapat dijadikan agen defaunasi dari populasi protozoa.

Dalam rangka mengatasi emisi gas metan pada sektor peternakan ruminansia dan permasalahan rendahnya  produktivitas ternak ruminansia di tingkat peternak rakyat maka perlu dilakukan perubahan dalam pola pemberian pakan hijauan yaitu dengan mengkombinasikan antara pakan yang rendah protein dan tinggi serat kasar dengan suplementasi saponin dari kembang sepatu.  Hal ini akan dapat membantu peternak dalam meningkatkan produktivitas hasil ternak ruminansia dan terjadinya peningkatan efisiensi penggunaan hijauan pakan

Perumusan Masalah


Pola peternakan rakyat yang masih sering menimbulkan defisiensi nutrien pada ternak sehingga pertumbuhannya rendah. Selain itu, penggunaan hijauan berkualitas rendah berpengaruh buruk terhadap lingkungan, dimana akan terjadi peningkatan produksi gas metan akibat fermentasi pakan yang tidak optimal pada rumen. Kondisi ini akan merugikan peternak, karena energi pakan yang seharusnya digunakan untuk pembentukan  daging malah lebih banyak dikonversi menjadi metan. 
Aktivitas bakteri rumen dalam mendegradasi serat pakan sering terganggu dengan keberadaan protozoa. Protozoa juga merupakan host bagi bakteri metanogen dalam proses transfer H2. Bakteri metanogen memanfaatkan gas H2 yang diproduksi protozoa dan dikonversi menjadi CH4 (metan). Penekanan populasi protozoa juga dimungkinkan dapat mengurangi produksi gas metan. Populasi protozoa dapat ditekan dengan memberikan saponin asal tanaman yang bersifat antiprotozoa. Apabila populasi protozoa yang ada di dalam rumen ditekan jumlahnya, maka akan terjadi peningkatan bakteri pendegradasi serat. Hal ini akan sangat bermanfaat dalam rangka meningkatkan produktivitas sapi potong dan mengurangi emisi metan asal ternak ruminansia
Kembang sepatu merupakan legume yang mulai dari akar, daun, dan bunga mengandung saponin. Kandungan saponin yang ada di semaua bagian akan sangat potensial sebagai pakan aditif ternak ruminansia untuk menekan pertumbuhan protozoa dan mengurangi emisi gas metan. Oleh sebab itu perlu dilakukan penelitian secara untuk mengevaluasi pengaruh penggunaan kembang sepatu terhadap pertumbuhan populasi protozoa, fermentasi pakan dan produksi gas metan secara in vitro.
Tujuan

1. Memanfaatkan senyawa bioaktif sekunder kembang sepatu dalam rangka meningkatkan efisiensi fermentasi rumen dan mereduksi produksi gas metan pada ternak ruminansia 

2. Mengevaluasi pengaruh kembang sepatu terhadap populasi protozoa dan bakteri rumen

3. Mengevalusi pengaruh kembang sepatu terhadap fermentasi rumen secara in vitro 

4. Mengevaluasi pengaruh kembang sepatu terhadap produksi gas metan in vitro

Luaran yang Diharapkan

Sumber bahan bakan alternatif asal kembang sepatu untuk meningkatkan efisiensi fermentasi rumen dan menekan produksi gas metan pada ternak ruminansia. Selain itu dengan adanya alternatif  suplementasi pakan dengan kembang sepatu diharapkan dapat diaplikasikan langsung oleh peternak,  sehingga pakan yang digunakan peternak relatif aman terhadap lingkungan.

Kegunaan

1. Mengevaluasi penggunaan senyawa bioaktif sekunder (saponin) asal kembang sepatu pada proses fermentasi pakan 
2. Memberikan alternatif bahan pakan ternak ruminansia yang dapat meningkatkan produksi dan mengurangi serta aman terhadap lingkungan

3. Meningkatkan pendapatan para peternak dengan meningkatkan kualitas dan efisiensi pengguanan pakan hijauan. 

TINJUAN PUSTAKA
Gas Metan dalam Peternakan

Metan atau CH4 adalah gas yang banyak dihasilkan dari pembusukan kotoran, tanaman, dan semua bahan organik. Gas metan merupakan gas yang sangat penting dalam hubungannya sebagai gas rumah kaca (GRK). Gas ini mampu memerangkap panas 21 kali lebih kuat dibandingkan dengan gas CO2 (nilai GWP – The Greenhouse Warming Potential – gas metan adalah 21, CO2 nilainya 1 sedangkan NO2 nilainya adalah 310) (Hardy, 2003). Masa hidup gas metan di atmosfer cukup pendek yaitu 7,9 tahun dan apabila dibandingkan dengan gas CO2 yang mencapai 50-200 tahun, NO2 adalah 120 tahun, CFC-11 adalah 50 tahun, dan CFC-12 adalah 102 tahun (Hardy, 2003).

Pada sektor peternakan, gas metan (CH4) yang dibentuk merupakan hasil fermentasi anaerob karbohidrat struktural maupun non struktural oleh metanogen (bakteri penghasil metan) di dalam rumen ternak ruminansia, dan selanjutnya dikeluarkan ke atmosfer melalui proses eruktasi. Pembentukan gas metan di dalam rumen merupakan hasil akhir dari fermentasi pakan. 

Pembentukan gas metan di dalam rumen dapat dihambat dengan memberikan bahan pakan yang mengandung serat kasar rendah dalam ransum ternak ruminansia. Prinsip penghambatannya, selain meningkatkan kandungan asam propionat juga dapat menurunkan produksi gas metan. Pemberian pakan dengan serat kasar rendah sangat penting dalam upaya meningkatkan produksi asam propionat pada biokonversi pakan dalam rumen. Secara alami dengan peningkatan produksi asam propionat tersebut cenderung menurunkan produksi energi yang terbuang dalam bentuk CH4 (Orskov dan Ryle, 1990; Tilman et al., 1986). Lebih lanjut dijelaskan bahwa dengan semakin tingginya asam propionat, maka prekusor pembentuk glikogen semakin banyak, sehingga dapat meningkatkan laju pertumbuhan ternak. 

Pada reaksi stoikiometri sintesis asam propionat banyak menggunakan gas H2 sedangkan sebaliknya pada sintesis asam asetat banyak dihasilkan gas H2. Gas hidrogen bersama-sama dengan gas CO2 merupakan prekursuor untuk sintesis CH4. Berdasarkan proses tersebut, maka pola fermentasi pada rumen yang mengarah kepada sintesis asam propionat jelas akan menguntungkan dari segi efisiensi penggunaan energi pakan, karena dengan demikian produksi CH4 akan cenderung berkurang. 

Populasi protozoa di dalam rumen berbanding langsung dengan produksi gas metan, artinya produksi gas metan berkurang apabila populasi protozoa rumen menurun. Dengan demikian, emisi gas metan dapat dikurangi dengan memberikan zat defaunator seperti saponin. Dengan berkurangnya populasi protozoa maka aktivitas bakteri amilolitik di dalam rumen meningkat, sehingga menghasilkan lebih banyak asam propionat dan lebih sedikit gas metan. Dengan demikian, defaunasi memberikan harapan untuk menurunkan kontribusi gas metan dari ternak ruminansia terhadap akumulasi gas rumah kaca antara lain berdasarkan sifat toksik terhadap bakteri metanogen, sehingga mengurangi reduksi CO2 oleh hidrogen, seperti senyawa asam lemak berantai panjang tidak jenuh (Arora, 1989; McDonald, 2002).

Peran Suplementasi

Suplementasi selain mampu mengatasi masalah defisiensi nutrisi juga dapat meningkatkan kapasitas mencerna dari hewan. Hal ini dapat terjadi karena adanya perbaikan metabolisme dan kemampuan mikroba rumen. Suplememtasi lebih mudah diterapkan dibandingkan dengan cara-cara pengolahan pakan lainnya, karena tidak membutuhkan tambahan waktu kerja dan beban energi ekstra bagi peternak (Suryahadi et al., 2003).
Kembang Sepatu
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Gambar 1. Kembang Sepatu (Hibiscus rosa-sinensis)
Kembang sepatu merupakan tanaman yang banyak dibudidayakan oleh masyarakat. Tanaman ini dikenal dengan nama bunga raya dan kembang worawari. Kembang Sepatu diklasifikasikan  ke  dalam  kingdom  Plantae,  divisi Magnoliophyta, kelas Magnoliopsida, bangsa atau ordo Malvales, suku  atau  famili Malvaceae, marga atau genus Hibiscus,  jenis atau  spesies   H. rosa-sinensis. 

 Kembang sepatu (Hibiscus rosa-sinensis L.) biasanya banyak tumbuh di daerah tropis dan subtropis. Kembangnya berukuran besar dan umumnya berwarna merah dan kuning. Pada umumnya, tinggi tanaman sekitar 2 sampai 5 meter. Batang tingginya ± 3m, bulat, berkayu, keras, diameter ± 9cm, masih muda berwarna ungu setelah tua putih kotor. Daun berbentuk bulat telur yang lebar atau bulat telur yang sempit dengan ujung daun yang meruncing (Anonim, 2009). Kembang sepatu dapat digunakan sebagi obat. Selain untuk pengobatan, kembang sepatu juga dapat digunakan sebagai bahan makanan ternak. Kandungan nutrisi dari kembang sepatu yaitu abu 88%, lemak 2.7 %, serat kasar 12%, BETN 50%, dan protein kasar 11.9% (Hyene, 1987). Daun, bunga, dan akar  kembang sepatu mengandung flavonoida. Di samping itu daunnnya juga mengandung saponin dan polifenol, bunga mengandung saponin dan polifenol, akarnya juga mengandung tanin, saponin, skopoletin, cleomiscosin A, dan cleomiscosin C (Harborne,1996).  Baik daun dan bunga dari kembang sepatu memiliki senyawa bioaktif saponin. Oleh sebab itu, menurut Sutardi (1980) kembang sepatu dapat dijadikan agensia defaunasi dari populasi protozoa.

Senyawa Bioaktif Saponin
Saponin adalah suatu senyawa glikosida yang terdapat di dalam berbagi tanaman hijauan. Saponin termasuk zat antinutrisi dalam kelas streroid dan terpenes. Saponin dapat ditemui di dalam beberapa daun leguminosa pohon seperti turi, jayanti, kembang sepatu, jarak pagar atau kacang-kacangan maupun limbah ekstraksi minyak (bungkil biji jarak pagar) dan tanaman yang lain (Wiseman and Cole,1990).
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Gambar 2. Struktur Umum Sapogenin sebagai Bagian Aglikon Saponin.
Berdasarkan jenis sapogeninnya, saponin dapat dikelompokkan menjadi tiga kelompok besar, yaitu saponin triterpenoid, saponin steroid dan saponin steroid alkaloid. Penyebaran saponin bergantung pada jenis saponin. Beberapa saponin steroid paling banyak ditemukan dalam famili Liliaceae, Amaryllidaceae, dan Dioscoreaceae (Robinson, 1995). Triterpena glikosida paling banyak ditemukan pada Magnoliatae dengan famili Araliaceae, Caryophilaceae, Leguminosae, Polygalaceae, Primlaceae, Sapindaceae dan Sapotaceae (Dey dan Harbone, 1991). Mayoritas saponin yang terdapat di alam terutama pada tumbuhan merupakan jenis saponin triterpena. 
Sifat yang khas dari saponin antara lain berasa pahit, berbusa dalam air, mempunyai sifat detergen yang baik, mempunyai aktivitas hemolisis (merusak sel darah merah), tidak beracun bagi binatang berdarah panas, mempunyai sifat anti eksudatif dan mempunyai sifat anti inflamatori. Berdasarkan sifat-sifat tersebut, senyawa saponin mempunyai kegunaan yang sangat luas, antara lain sebagai detergen, pembentuk busa pada alat pemadam kebakaran, pembentuk busa pada industri sampo dan digunakan dalam industri farmasi serta dalam bidang fotografi (Prihatman, 2001).  

Pada tenak ruminansia, saponin berpotensi sebagai agen defaunasi dalam manipulasi proses fermentasi di dalam rumen. Penggunaan saponin yang ditambahkan ke dalam ransum dapat menurunkan populasi protozoa rumen secara parsial atau keseluruhan Wiseman and Cole,1990).

Efek defaunasi sangat dipengaruhi oleh situasi pakan, ternak dan mikroba rumen. Menurut Valdes et al. (1986), suplementasi saponin dalam ransum sapi perah akan mengurangi jumlah protozoa dan meningkatkan jumlah bakteri dan kecernaan ADF (Acid Detergen Fiber). Selanjutnya dkatakan pula bahwa kecernaan N makanan cenderung sangat rendah pada konsentrasi saponin sangat tinggi. Penggunaan kembang sepatu ini diharapkan tidak membunuh protozoa secara total, akan tetapi mengeliminasi secara parsial.    


Menurut Sutardi (1977), adanya mikroba yaitu bakteri dan protozoa yang hidup dalam rumen menyebabkan ruminansia dapat mencerna bahan makanan yang berkadar serat kasar tinggi. Yokoyama dan Johnson (1988) menyatakan bahwa protozoa dan bakteri dalam rumen akan bersaing dalam menggunakan beberapa bahan makanan, protozoa akan menggunakan bakteri sebagai sumber protein untuk kehidupannya sehingga jumlah bakteri dalam rumen akan berkurang sampai setengah atau lebih. Protozoa meliputi hampir 50% dari biomassa mikroba dalam rumen. Keberadaan protozoa dalam rumen cukup penting, tetapi tidak mutlak. Populasi protozoa yang tidak terkontrol akan menekan bakteri. Penelanan bakteri oleh protozoa akan mengurangi biomassa bakteri yang bebas dalam cairan rumen sekitar 50–90%, dapat menurunkan kecepatan kolonisasi bakteri pencerna partikel makanan (Hungate, 1966). 
METODE PENDEKATAN
Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini sudah dilakukan selama 3 bulan dari bulan Januari sampai April 2010. Lokasi penelitian bertempat di Laboratorium Nutrisi Perah dan Laboratorium Biokimia, Fisiologi dan Mikrobiologi Departemen Ilmu Nutrisi dan Teknologi Pakan, Fakultas Peternakan, Institut Pertanian Bogor.  Pengujian proporsi molar VFA menggunakan metode gas kromatografi di Pusat Penelitian dan Pengembangan Ternak, Bogor.  Analisis gas metan dilaksanakan di Teknik Kimia UI.

Metode
Metode yang dilakukan dalam penelitian ini secara jelas dapat dilihat pada Gambar 1. Pada percobaan in vitro ini akan diamati pengaruh esktrak kembang sepatu terhadap kecernaan bahan kering (KCBK), kecernaan bahan organik (KCBO), konsentrasi NH3, konsentrasi VFA total dan proporsi molar VFA, produksi gas, serta populasi bakteri dan protozoa. Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 5 perlakuan dan 3 ulangan sebagai kelompok. Pengelompokan berdasarkan waktu pengambilan cairan rumen. 
Perlakuan yang digunakan antara lain :

P1
: Ransum Kontrol (K)

P2
: K + ekstrak kembang sepatu 0,001%


P3
: K + ekstrak kembang sepatu 0,01%

P4
: K + ekstrak kembang sepatu 0,1%

P5
: K + ekstrak kembang sepatu 1,0 %
Model matematik yang digunakan dalam analisa adalah : 

Yij = µ + βi + τj + εij
Keterangan :

Yij
: nilai pengamatan perlakuan ke-i, blok ke-j

µ 
: rataan umum
  

βi 
: efek perlakuan ke-i 

τj 
: efek blok ke-j

εij 
: galat perlakuan ke-i dan blok ke-j

Analisis Data


Data yang diperoleh dianalisa dengan menggunakan menggunakan analysis of variance (ANOVA) (Mattjik dan Sumertajaya, 2002). Selanjutnya, jika berbeda nyata dilakukan uji jarak DUNCAN.
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PELAKSANAAN PROGRAM

Tahapan Pelaksanaan

Tahapan pelaksanaan dan jadwal faktual penelitian dapat dilihat dengan jelas pada lampiran 2.

Instrumen Pelaksanaan

Alur Pelaksanaan Penelitian

Proses pelaksanaan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 3. Prosedur dalam penelitian ini secara lengkap terdapat pada lampiran 3.

Rancangan dan Realisasi Biaya


Rancangan dan realisasi biaya terdapat pada lampiran 4.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Kembang sepatu memiliki senyawa bioaktif saponin dan tanin pada batang, daun dan bunga. Senyawa bioaktif saponin dan tanin dapat meningkatkan efisiensi fermentasi rumen dan menekan produksi gas metan pada ternak ruminansia. Pada Tabel 1 dapat dilihat dengan jelas kadar saponin dan tanin yang terdapat pada batang, daun dan bunga. Tanin yang dianalisa berupa tanin kondensasi. Tanin terkondensasi adalah tanin yang terjadi karena proses kondensasi flavanol. Tanin terkondensasi sering disebut proantosianidin yang merupakan polimer dari katekin dan epikatekin (Hedqvist, 2004). Tanin ini merupakan tanin yang dapat diserap atau digunakan oleh tubuh ternak. Secara deskriptif kadar saponin dan tanin yang tinggi masing-masing diperoleh pada daun (23.33%) dan bunga (1.14%). 
Tabel 1. Hasil Analisa Senyawa Bioaktif Saponin dan Tanin

	Sampel
	%Tanin Kondensasi
	% Saponin

	Batang
	0.11
	16.47

	Daun
	0.28
	23.33

	Bunga
	1.14
	21.57


Percobaan In Vitro


Hasil dari percobaan in vitro untuk parameter KCBK, KCBO, NH3, dan VFA dapat dilihat dengan jelas pada Tabel 2. 

Tabel 2. Hasil Percobaan In Vitro Untuk Nilai KCBO, KCBK, NH3, dan VFA 

	Perlakuan
	Percobaan In Vitro

	
	KCBO (%)
	KCBK (%)
	NH3 (mM)
	VFA(mM)

	P1
	67.43 ± 1.28a
	63.49 ± 1.57a
	19.22 ± 3.65ab
	60.19 ± 33.08a

	P2
	69.18 ± 2.18a
	65.01 ± 2.43a
	19.65 ± 3.56ab
	46.51 ± 22.60a

	P3
	66.26 ± 2.98a
	61.91 ± 3.78a
	15.54 ± 4.11b
	54.16 ± 33.63a

	P4
	67.92 ± 2.64a
	63.05 ± 2.25a
	29.76 ± 12.68a
	36.87 ± 3.59a

	P5
	58.45 ± 2.55b
	52.14 ± 2.98b
	24.84 ± 3.23ab
	47.24 ± 3.28a


Keterangan: superskrip pada kolom yang sama  menunjukkan perbedaan  yang  nyata (P<0,05). P1(Kontrol), P2 (K + 0.001% Ekstrak Kembang Sepatu), P3 (K + 0.01% Ekstrak Kembang Sepatu), P4 (K + 0.1% Ekstrak Kembang Sepatu), P5 (K + 1% Ekstrak Kembang Sepatu).    % ekstrak kembang sepatu = gr/100ml cairan rumen.
KCBK dan KCBO merupakan salah satu indikator dalam menentukan kualitas dari pakan dan menunjukkan seberapa besar zat makanan dalam pakan dapat dimanfaatkan oleh mikroba rumen. Hasil dari pengamatan dapat dilihat bahwa perlakuan P1, P2, P3, dan P4 memiliki nilai yang tinggi pada KCBK dan KCBO, sedangkan P5 memiliki nilai KCBK dan kCBO yang rendah. Hal ini dikarenakan tingginya kandungan zat antinutrisi yang ditambahkan pada P5 sehingga dapat mengganggu proses fermentasi mikroba dalam rumen. Adanya senyawa bioaktif seperti saponin dan tanin dapat mempengaruhi nilai kecernaan baik bahan kering maupun bahan organik.

Amonia (NH3) merupakan sumber nitrogen yang utama dan penting untuk sintesis protein mikroba. Nilai konsentrasi NH3 yang tinggi terdapat pada P4 (29.76 mM) dan yang rendah terdapat pada P3 (15.54 mM). Menurut McDonald et al. (2002) menyatakan bahwa kadar amonia yang dibutuhkan untuk menunjang pertumbuhan mikroba rumen berkisar 6-21 mM. Konsentrasi NH3 yang tinggi diduga karena proses degradasi protein pakan lebih cepat daripada proses pembentukan protein mikroba, sehingga amonia yang dihasilkan terakumulasi di dalam rumen dan juga terjadi akibat dari beberapa mikroba mengalami lisis atau perombakan protein baktrei yang satu oleh yang lainnya (McDonald et al., 2002; Dewi, 2007). 
Konsentrasi VFA pada Tabel 2 menunjukkan bahwa masing-masing perlakuan tidak memiliki perbedaan yang nyata. Nilai konsentrasi VFA yang dihasilkan yaitu berkisar 36.87-60.19 mM dan nilai ini masih berada dalam batas normal. Despal (1993) melaporkan bahwa nilai VFA yang dihasilkan dari fermentasi kembang sepatu sebesar 43.98 mM dapat menunjang sintesa protein mikroba. Pada Gambar 2 menunjukkan rasio dari persentase nilai asam propionat dan asam asetat yang dihasilkan. Rasio asam propionat yang dihasilkan pada P4 memiliki nilai yang cukup tinggi dibanding dengan nilai yang lainnya. Tinggi asam propionat dan rendahnya asam asetat yang dihasilkan diindikasi dapat menurunkan jumlah gas metan yang dihasilkan. 
Tabel 3. Hasil Percobaan In Vitro Untuk Nilai Produksi Gas Total, CH4, dan Populasi   Protozoa
	Perlakuan
	Percobaan In Vitro

	
	Produksi Gas Total (%)
	CH4 (ppm)
	Populasi Protozoa (104/ml)

	P1
	28.18 ± 6.50b
	22.39 ± 1.72 ab
	2.07 ± 0.21 a

	P2
	32.35 ± 2.59b
	19.43 ± 1.29 b
	1.63 ± 0.31ab

	P3
	27.28 ± 7.18b
	19.86 ± 0.95 b
	1.37 ± 0.21bc

	P4
	36.53 ± 2.93b
	20.77 ± 2.58 ab
	1.00 ± 0.26cd

	P5
	60.76 ± 3.19a
	25.93 ± 6.42 a
	0.80 ± 0.26d


Keterangan: superskrip pada kolom yang sama  menunjukkan perbedaan  yang  nyata (P<0,05). P1(Kontrol), P2 (K + 0.001% Ekstrak Kembang Sepatu), P3 (K + 0.01% Ekstrak Kembang Sepatu), P4 (K + 0.1% Ekstrak Kembang Sepatu), P5 (K + 1% Ekstrak Kembang Sepatu). 

% ekstrak kembang sepatu = gr/100ml cairan rumen.
Hal ini dikarenakan adanya kompetisi antara bakteri metanogen dan pembentukan asam propionate dalam mendapatkan gas H2, sehingga apabila asam propionate meningkat maka emisi gas metan akan menurun (Wina et al., 2005).
Hasil dari percobaan in vitro untuk parameter produksi gas total, CH4, dan populasi protozoa dapat dilihat dengan jelas pada Tabel 3. Produksi gas total (gas test) merupakan salah satu metode pengembangan dari in vitro. Produksi gas total dari pengamatan menunjukkan bahwa pada P5 memiliki nilai yang tinggi, sedangkan pada P1, P2, P3, dan P4 memiliki nilai yang rendah. 
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Konsentrasi CH4 pada Tabel 3 menunjukkan bahwa P5 memiliki nilai yang tinggi dibanding dengan perlakuan lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan ekstrak kembang sepatu dapat megurangi emisi gas metan kecuali pada P5. Penurunan produksi gas metan terjadi pada P2 dan P3 yang masing-masing memiliki nilai yaitu 19.43% dan 19.86%. Untuk perhitungan populasi protozoa terlihat bahwa P5 memiliki nilai yang rendah dibanding dengan perlakuan yang lain. Nilai populasi protozoa P4<P3<P2<P1. Rendahnya nilai populasi protoza dikarenakan pada setiap perlakuan mengandung saponin, yang merupakan agen defaunasi protozoa. Nilai populasi protozoa berkorelasi dengan nilai gas metan yang dihasilkan, namun hal ini tidak terjadi pada P5. 
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa penambahan P4 dapat digunakan oleh peternak sebagai suplemen pakan karena memiliki kecernaan bahan kering dan bahan organik yang tinggi dan didukung oleh fermentabilitas protein dan bahan organiknya mampu menyumbangkan amonia dan VFA dalam jumlah yang cukup untuk menunjang sintesa protein mikroba. Pada P3 menghasilkan nilai populasi protozoa dan gas metan yang rendah, sehingga P3 merupakan suplementasi pakan yang dapat digunakan oleh peternak dan aman terhadap lingkungan.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan menggunakan metode in vivo.
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LAMPIRAN
Lampiran 1.   

APLIKASI KE PETERNAK

· Setelah dihitung, 1 kg Ekstrak Kembang Sepatu memiliki harga Rp 25.000,00/kg

· Penambahan Biaya untuk 1 ekor sapi (misalnya) yang memiliki BB= 200 kg adalah...

· P3= K+0.01% ekstrak Kembang Sepatu


           = K+0.1 mg/ml 

· Volume cairan rumen = 10%BB




   = 10% x 200 kg = 20 kg = 20 L

· Ekstrak yang digunakan= 20000 ml x 0.1 mg/ml




     = 2 gr 

· Biaya yang ditambahkan = 2 gr x Rp 25.000,00/kg




       = Rp 50,00/ ekor 

· Teknis Pelaksanaannya dapat berupa:

1. Ekstrak Kembang Sepatu diberikan dengan dicampurkan dalam Konsentrat yang digunakan 

2. Ekstrak Kembang Sepatu dapat dijadikan premix dalam bahan pakan yang digunakan.

Lampiran 2. 
TAHAP PELAKSANAAN PENELITIAN
Tabel 1. Tahap Pelaksanaan Penelitian 

	No
	Kegiatan
	Februari
	Maret
	April
	

	
	
	1
	2
	3
	4
	1
	2
	3
	4
	1
	2
	3
	4

	1
	Pengumuman Lolos tahap Proposal dan Persiapan Penelitian
	
	
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	4
	Perhitungan Populasi Bakteri dan Protozoa 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5
	Analisis VFA dan NH3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	6
	Analisa KCBK dan KCBO
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	7
	Gas Test
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


Lampiran 3

Prosedur Penelitian

Alat dan Bahan 


Peralatan yang dipergunakan dalam penelitian antara lain neraca analitik, eksikator, syringe glass Hohenheim 100 ml, tabung gas CO2, termos, kain penyaring, waterbath, cawan Conway, sentrifus, pompa vakum, labu penyuling, labu Erlenmeyer, oven 105oC, tanur, gegep, sudip,  magnetic stirrer, destilator, buret, kondensor, tabung fermentor, tutup karet, pipet volumetik, bulp dan cawan porselen. 
Bahan yang diperlukan untuk pembuatan sampel ransum perlakuan adalah hijauan kering, konsentrat, pakan blok dan ekstrak kembang sepatu. Bahan yang dibutuhkan untuk uji KCBK dan KCBO antara lain larutan HgCl2, kertas saring, dan aquadest. Bahan yang dibutuhkan untuk uji NH3 antara lain asam borat,  Na2CO3 jenuh, dan H2SO4 0,005N. Bahan yang digunakan untuk uji VFA antara lain NaOH 0,5N, HCl 0,5N dan H2SO4 15%. Sedangkan bahan yang dibutuhkan untuk gas test antara lain larutan mikro mineral (CaCl2.2H2O, MnCl2.4H2O, CoCl2.6H2O dan FeCl3.6H2O), larutan buffer rumen (NH4HCO3 dan NaHCO3), larutan makro (NaHPO4 anhydrous, KH2PO4 anhydrous dan MgSO4.7H2O), larutan resazurin 0,1% dan larutan pereduksi (NaOH 1N dan NaS.9H2O).    

Cairan rumen yang dipergunakan diambil dari sapi PO yang dipasang fistula pada bagian rumen yang dipelihara di Laboratorium Lapang Departemen Ilmu Nutrisi dan Teknologi Pakan,Fakultas Peternakan, Institut Pertanian Bogor. 

Metode

Tahap I : Ekstraksi Kembang Sepatu dan Identifikasi Senyawa Fitokimia


Ekstrak kembang sepatu diperoleh dengan cara mengekstraksi mulai dari daun kembang sepatu dengan metanol. Daun kembang sepatu dibersihkan, dikering anginkan selama 30 – 36 jam (45oC), setelah itu dikeringkan dengan menggunakan oven (60oC). Daun kembang sepatu yang sudah kering digiling dan dimaserasi dengan perbandingan tepung kembang sepatu dan metanol 1 : 4. Hasil maserasi disaring dengan menggunakan kertas saring, kemudian airan yang dihasilkan dikering bekukan agar menjadi bubuk menggunakan alat freeze drier. 


Identifikasi senyawa fitokimia ekstrak kembang sepatu meliputi kandungan saponin dan tanin yang akan dilakukan di Balai Penelitian Ternak Ciawi, Bogor.

Tahap II : Pengujian Esktrak Sepatu pada Sistem Fermentasi In vitro

Pada percobaan in vitro ini akan diamati pengaruh esktrak kembang sepatu terhadap kecernaan bahan kering (KCBK), kecernaan bahan organik (KCBO), konsentrasi NH3, konsentrasi VFA total dan proporsi molar VFA, produksi gas, serta populasi bakteri dan protozoa. Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 5 perlakuan dan 3 ulangan sebagai kelompok. Pengelompokan berdasarkan waktu pengambilan cairan rumen.. Perlakuan yang digunakan antara lain :

P1
: Ransum Kontrol (K)

P2
: K + ekstrak kembang sepatu 0,001%


P3
: K + ekstrak kembang sepatu 0,01%


P4
: K + ekstrak kembang sepatu 0,1%


P5
: K + ekstrak kembang sepatu 1,0 %

Model matematik yang digunakan dalam analisa adalah : 

Yij = µ + βi + τj + εij
Keterangan :

Yij
: nilai pengamatan perlakuan ke-i, blok ke-j

µ 
: rataan umum
  

βi 
: efek perlakuan ke-i 

τj 
: efek blok ke-j

εij 
: galat perlakuan ke-i dan blok ke-j

Peubah yang diamati selama penelitian ini adalah 
A. Prosedur Pengujian Fermentasi in vitro
Pengambilan Cairan Rumen. Termos yang akan dipakai untuk tempat cairan rumen diisi dengan air panas sehingga suhunya mencapai 39 oC kemudian ditutup. Cairan rumen diambil dari sapi berfistula, kemudian diperas dengan menggunakan kain kasa dan dimasukkan kedalam termos hangat. Sebelum digunakan untuk tempat cairan rumen, air panas yang ada didalam termos dibuang terlebih dahulu. Untuk menjaga agar cairan rumen tetap dalam kondisi anaerob, termos harus segera ditutup rapat dan dialiri gas CO2 sebelum digunakan.

Pembuatan Larutan Mc Dougal (Saliva Buatan). Untuk membuat larutan 6 liter, sebanyak 5 liter air destilasi dimasukkan ke dalam labu takar yang bervolume 6 liter kemudian dimasukkan bahan-bahan sbagai  berikut NaHCO3 (58,8 gram), Na2HPO4.7H2O (42 gram), KCL (3,42 gram), NaCl (2,82 gram), MgSO4.7H2O (0,72 gram) dan CaCl2 (0,24 gram). Semua bahan tresebut dilarutkan kecuali CaCl2, setelah semua bahan larut ditambahkan CaCl2. Kemudian leher labu di cuci dengan air destilasi hingga permukaan air mencapai tanda tera. Campuran lalu dikocok dengan gas CO2 secara perlahan-lahan dengan cara melewatkannya.

Fermentasi Pakan. Tabung fermentor yang telah diisi dengan 0,5 gram sampel ransum perlakuan ditambahkan 10 ml cairan rumen dan 40 ml larutan McDougal. Tabung fermentor dikocok dengan cara mengaliri gas CO2 selama 30 detik (pH 6,5-6,9) dan ditutup dengan karet berventilasi. Tabung dimasukkan kedalam shaker water bath dengan suhu 39 oC, dilakuan fermentasi selama 4 jam untuk sampel VFA/NH3 dan fermentasi 48 jam untuk sampel KCBK/KCBO. Untuk menghentikan fermentasi tutup karet berventilasi dibuka dan ditetesi 2 tetes HgCl2 untuk menghentikan aktivitas mikroba. 
Pengukuran KCBK dan KCBO (Tilley & Terry, 1966)

a. Pembuatan Larutan Pepsin


Sebanyak 2,8 gram pepsin (1:7000) dilarutkan dalam 850ml air bebas ion, kemudian ditambahkan 17,8 ml HCL pekat dan campuran dimasukkan ke dalam labu takar. Air ditambahkan hingga permukaan mencapai tanda tera.

b. Pengukuran KCBK dan KCBO

Sampel dalam tabung fermentor yang sudah diinkubasi 48 jam dan ditetesi HgCl2 disentrifuge dengan kecepatan 2500 rpm selama 20 menit. Supernatan dan endapan dipisahkan, kemudian endapan yang terbentuk ditambah 50 ml larutan pepsin-HCL 0,2%. Campuran tersebut diinkubasi selama 48 jam tanpa tutup karet. Setelah 48 jam campuran endapan-pepesin disaring menggunakan kertas saring whatman No.41 dengan bantuan pompa vacum. Hasil saringan (residu) dimasukkan kedalam cawan porselen yang sebelumnya sudah diketahui bobot kosongnya. Bahan kering diperoleh dengan cara mengeringkan sampel dalam oven 1050C selama 24 jam. Selanjutnya bahan dalam cawan dipijarkan atau diabukan dalam tanur listrik selama 6 jam pada suhu 450-6000C. Sebagai blanko digunakan residu asal fermentasi tanpa sampel ransum perlakuan.

Koefisien Cerna Bahan Kering (KCBK) dan Koefisien Cerna Bahan Organik (KCBO) diitung dengan rumus : 

% KCBK
= 
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Prosedur Pengukuran Konsentrasi NH3 (Metode Mikrodifusi Conway)


Pengukuran produksi NH3 menggunakan metode Mikrodifusi Conway (General Laboratory Procedures, 1966). Sebelum digunakan bibir cawan Conway diolesi dengan vaselin. Supernatan yang dihasilkan dari proses fermentasi dengan inkubasi 4 jam diambil 1 ml, kemudian ditempatkan pada salah satu ujung alur cawan Conway, pada ujung satunya dimasukkan 1 ml Na2CO3 jenuh. Antara supernatan dan Na2CO3 tidak boleh bercampur. Larutan asam borat berindikator sebanyak 1 ml ditempatkan dalam cawan kecil yang terletak ditengah cawan Conway, kemudian cawan Conway langsung ditutup rapat hingga kedap udara. Setelah itu cawan Conway digoyang-goyangkan hingga supernatan dan NaCO3 tercampur rata, kemudian dibiarkan dalam suhu ruang selama 24 jam. Setelah 24 jam asam borat berindikator dititrasi dengan H2SO4 0,005 N sampai terjadi perubahan warna dari merah menjadi biru. 

Produsi NH3 dihitung dengan rumus
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Prosedur Pengukuran Konsentrasi VFA


Pengukuran produksi VFA dengan menggunakan metode Gas cromatography. Prosedur pengukuran VFA masukkan 1-2 ml sampel dan ke dalam tabung sentrifuse.  Sampel tersebut kemudian dilakukan pengujian proporsi molar VFA menggunakan metode gas kromatografi dengan salicilic acid sebagai standar. Pengujian dilakukan di Pusat Penelitian dan Pengembangan Ternak, Bogor.

B. Prosedur Pengukuran Gas Test (Close & Menke, 1986)

Pembuatan Larutan Media. Untuk pembuatan larutan media diperlukan :

· 0,1 ml larutan mineral mikro (13,2 gr CaCl22H2O + 10 gr MnCl24H2O + 1,0 gr CoCl26H2O + 8,0 gr FeCl36H2O + aquades hingga volumenya 100 ml).

· 200 ml larutan buffer rumen (4,0 gr NH4HCO3 + 35,0 gr NaHCO3 + aquades hingga volumenya 1000 ml).

·   200 ml larutan makro (5,7 gr Na2HPO4 anhydrous + 6,2 g KHPO4 anhydrous + 0,6 g MgSO4.7H2O, dan ditambah dengan aquadest hingga mencapai volume 1000 ml).

· 1,0 ml larutan resazurin 0,1% (w/v)

· 40 ml larutan pereduksi (4,0 ml NaOH 1 N + 625 mg Na2S.9H2) ditambah 95 ml aquades.

Larutan tersebut dicampur menjelang akan digunakan dan dijaga pada temperatur 39oC.

Persiapan Sampel Gas Test. Piston syring diberi vaselin, kemudian 230 mg pakan blok perlakuan yang sudah dihaluskan dimasukkan ke dalam syring dan piston kemudian dipasang. Larutan media yang sudah diaduk dan dialiri gas CO2 ditempatkan dalam waterbath 39oC. Selanjutnya, cairan rumen sebagai sumber inokulum diambil dan disaring. Satu bagian cairan rume dicampur dengan 2 bagian media dan diaduk dengan magnetic stirer lalu disimpan dalam waterbath dan dialiri gas CO2. Sebanyak 30 ml campuran cairan rumen dan media dimasukkan kemasing-masing syring menggunakan spuit. Udara yang ada didalam syring dikeluarkan dan klep syringe ditutup. Posisi piston pada waktu sebelum inkubasi dicatat (Gb0). Piston diinkubasi dalam waterbath selama 48 jam dan pencatatan posisi piston dilakukan pada jam ke 2, 4, 6, 8, 12, 24, dan 48. 

Rumus Produksi Gas diukur dengan :

Gb (ml/200 mg BK, 24 jam) = ((Gb24-Gb0) - (Gb24 blanko-Gb0 blanko)*200*((FH+FC)/2)/BK bahan)

FH
= produksi gas standar dibagi dengan produksi sebenarnya dari hijauan

FC
= produksi gas standar dibagi dengan produksi sebenarnya dari konsentrat 

Asumsi nilai FH = 1 dan FC = 1

Pengambilan Sampel Gas Metan


Sampel gas metan diambil menggunakan spuit 1 ml pada fase gas masing-masing syringe.  Fase gas tersebut kemudian dinjeksikan dan ditampung dalam tabung vacum untuk selanjutnya dianalisis konsentrasi gas metan menggunakan  Gas Chromatography. 

C. Menghitung Populasi Protozoa dan Bakteri

Perhitungan Populasi Protozoa. Penghitungan populasi protozoa dilakkan dengan menggunakan counting chamber dengan larutan garam formalin (formalin salin) yang dibuat dari campuran formalin dengan NaCl fisiologis (Igimoto dan Imai, 1981). Sebanyak 1 ml larutan formalin salin dimasukkan kedalam tabung reaksi dan dicampur dengan cairan rumen segar atau cairan rumen yang telah mengalami inkubasi 4 jam kemudian diaduk secara merata. Sampel cairan diteteskan pada counting chamber dan ditutup dengan cover glass sampai rata. Counting chamber yang digunakan mempunyai ketebalan 0,1 mm, dengan luas kotak terkecil 0,0625 mm yang terdapat 16 kotak dan kotak yang dibaca sebanyak 5 kotak. Populasi protozoa diamati dengan mikroskop lensa obyektif dengan pembesaran 40x dan okuler 10x.

Populasi protozoa dihitung dengan rumus :
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Keterangan
: C = jumlah koloniyang dihitung



 Fp = faktor pengencer ( 2 )


Lampiran 4

Realisasi Penggunaan Dana
Tabel 1 . Dana yang sudah terpakai

	No
	Keterangan
	Jumlah
	Harga Satuan (Rp)
	Total (Rp)

	1
	Pencarian kembang sepatu
	
	
	125000

	2
	Ekstraksi sampel
	
	
	645000

	3
	Pengambilan Cairan Rumen
	
	
	60000

	4
	Analisa In vitro
	
	
	896000

	5
	Analisa Tanin Saponin
	3
	150000
	450000

	6
	Kegiatan Administrasi
	
	
	117000

	7
	Konsumsi
	
	
	81000

	8
	Komunikasi
	
	
	50000

	9
	Transportasi
	
	
	216000

	10
	Analisa VFA Parsial
	15
	150000
	2400000

	11
	Analisa Gas Test
	17
	100000
	1700000

	
	Transportasi
	
	
	150000

	
	Laporan Akhir & dokumentasi
	
	
	110000

	Total Pengeluaran
	7000000

	Penerimaan
	7000000

	Saldo
	0


Lampiran 5
ANOVA dan Uji Lanjut Data
1. ANOVA dan Uji Lanjut Duncan KCBK
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2. ANOVA dan Uji Lanjut Duncan KCBO
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3. ANOVA dan Uji Lanjut Duncan Produksi CH4
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4. ANOVA dan Uji Lanjut Duncan Produksi Gas
[image: image16.wmf]Between-Subjects Factors

P1

3

P2

3

P3

3

P4

3

P5

3

5

5

5

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

perlakuan

1.00

2.00

3.00

ulangan

Value Label

N


[image: image17.wmf]Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Prod.Gas

2282.831

a

6

380.472

13.138

.001

20557.946

1

20557.946

709.905

.000

2276.041

4

569.010

19.649

.000

6.789

2

3.395

.117

.891

231.670

8

28.959

23072.447

15

2514.500

14

Source

Corrected Model

Intercept

perlakuan

ulangan

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares

df

Mean Square

F

Sig.

R Squared = .908 (Adjusted R Squared = .839)

a. 


Post Hoc Tests
5. [image: image18.wmf]Prod.Gas

Duncan

a,b

3

27.2767

3

28.1833

3

32.3467

3

36.5367

3

60.7600

.083

1.000

perlakuan

P3

P1

P2

P4

P5

Sig.

N

1

2

Subset

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on Type III Sum of Squares

The error term is Mean Square(Error) = 28.959.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

a. 

Alpha = .05.

b. 


6. ANOVA dan Uji Lanjut Duncan NH3
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7. ANOVA dan Uji Lanjut Duncan Protozoa
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8. ANOVA dan Uji Lanjut Duncan VFA
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Lampiran 6
DOKUMENTASI KEGIATAN

Ekstrak Kembang Sepatu
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Pengeringan batang dan daun       Pengeringan Bunga                      Tepung K. Sepatu
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Pencampuran tepung kembang sepatu dan methanol     Hasil ekstrak kembang sepatu

Pelaksanaan In Vitro
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Pengambilan Rumen
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Penimbangan ekstrak, konsentrat dan rumput      Persiapan pengukuran NH3 dan protozoa
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                                                       Pengukuran Gas Test
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Gambar 3. Diagram Alur Proses Penelitian 
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Gambar 2. Rasio Asetat dengan Propionat

















PAGE  
ii

_1291961667.unknown

_1291961668.unknown

