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ABSTRACT

The aim of the research was to evaluate the effect of fermented sausages using probiotic
bacterial L. plantarum IIA-2C12 to the gastrointestinal tract of rats. The research was conducted from
March to June 2014. Research was conducted at Breeding and Genetics Laboratory, Faculty of Animal
Husbandry Laboratory Large Ruminants and UPH Faculty of Veterinary Medicine, Bogor Agricultural
University. This study was divided into two stages, 1) subculturing (fermented sausage and beef satay)
starter culture, the manufacture of casein, beef satay and sausage fermentation and, 2) in vivo evaluation.
Rats were divided into three groups: casein (P1), fermented sausages (P2) and beef satay (P3). This
research used a pattern completely randomized design with three treatments type of feed is feed casein,
fermented sausage and beef satay. The results showed that based on the amount of lactic acid bacteria,
fermented sausage produced met the criteria as a probiotic food. Fermented sausages could increased
the population of LAB on the 20" day mucose (T2). Treatment of feed had no significant effect (P> 0.05)
in the number of E. coli in the rat liver, but on the 10th day termination (T1), the rats P1 showed the
number of BAL were significantly (P <0.05) higher than P2. Fermented sausage increased the population
of LAB, decreased E. coli population in mucosa until 20" day in mucosa
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PENDAHULUAN

Daging adalah sesuatu yang berasal dari hewan
termasuk limpa, ginjal, otak serta jaringan lain yang dapat
dimakan (Lawrie 1991). Daging juga merupakan salah satu
bahan pangan sumber protein hewani yang memiliki nilai
gizi yang cukup tinggi namun mempunyai sifat mudah
rusak karena daging merupakan media pertumbuhan yang
baik untuk mikroorganisme. Pengolahan merupakan upaya
untuk memperpanjang masa simpan, meningkatkan nilai
gizi, perbaikan citra rasa serta meningkatkan harga jual.
Salah satu pengolahan yang telah dikenal masyarakat
Indonesia adalah pembuatan sosis fermentasi. Fermentasi
dapat memberikan flavour yang lebih baik dan tekstur yang
lebih kompak.

Sosis fermentasi merupakan produk sosis yang
berasal dari hasil kerja bakteri pembentuk asam laktat, baik
yang terdapat dalam daging secara alami, maupun bakteri
starter yang ditambahkan (Lucke 1998). Sosis fermentasi
dapat ditambahkan bakteri asam laktat yang bersifat
probiotik seperti L. plantarum 1A-2C12. Bakteri asam
laktat merupakan probiotik yang dapat menguntungkan
bagi kesehatan diantaranya untuk menurunkan jumlah
bakteri patogen yang membahayakan pada saluran
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pencernaan, menjaga keseimbangan mikroflora dalam usus,
dan meningkatkan daya tahan tubuh. Keberadaan beberapa
strain bakteri asam laktat telah terbukti memiliki efek
probiotik pada manusia. Sosis fermentasi yang ditambahkan
L. plantarum 11A-2C12 menghasilkan perbedaan jika
dibandingkan sosis fermentasi tanpa penambahan bakteri
probiotik karena dapat menurunkan populasi E. coli dan S.
aureus tetapi tidak menurunkan kualitas sosis fermentasi
(Susilawati 2012).

Olahan daging lainnya yang umum dikonsumsi
masyarakat Indonesia adalah sate, hal ini terlihat dari statistik
konsumsi pangan tahun 2015 (Kementrian Pertanian, 2015)
yang dikeluarkan oleh kementrian pertanian menunjukkan
bahwa konsumsi sate dari tahun 2011-2014 adalah 0.93;
0.78; 0.86 dan 0.83 kg/kapita/tahun. Angka tersebut lebih
besar dari konsumsi soto yaitu 0.28; 0.29; 0.27 dan 0.29 kg/
kapita/tahun serta konsumsi ayam goreng/bakar yaitu 0.39;
0.37; 0.40 dan 0.434 kg/kapita/tahun (Kementrian Pertanian
2015).

Setiap olahan bahan pangan sebelum diaplikasikan,
terlebih dahulu diujicobakan ke hewan percobaan. Hewan-
hewan percobaan yang biasa digunakan diantaranya seperti
mencit, tikus karena karakteristik fisiologis hewan-hewan
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tersebut tidak jauh berbeda dengan manusia. Hewan
percobaan juga harus memenuhi beberapa syarat lain,
diantaranya adalah: (1) keragamannya dapat diminimalisasi,
(2) mudah dikontrol, (3) usia hidup relatif pendek, (4) biaya
relatif murah dan (5) dapat digunakan pada penelitian yang
beresiko tinggi (Rustiawan 1990).

Salah satu prinsip dasar penggunaan hewan
percobaan adalah untuk pengembangan cara-cara
yang lebih baik dalam wusaha melindungi kesehatan
dan kesejahteraan manusia, serta memiliki kemiripan
metabolisme dengan manusia (Suckow et al. 2006 dan Gad
2007), oleh karena itu penelitian ini menggunakan albino
Norway rats (Rattus norvegicus) jantan, lepas sapih dengan
umur 5-6 minggu sebagai hewan percobaan. Alasannya
adalah hewan ini murah, cepat merespon perlakuan
(terutama ransum), memiliki sifat prolifik, sifat anatomis
dan fisiologisnya terkarakterisasi dengan baik (Malole dan
Promono 1989). Penelitian ini bertujuan untuk menguji
pengaruh pemberian sosis fermentasi dengan menggunakan
kultur bakteri probiotik L. Plantarum 11A-2C12 terhadap
saluran pencernaan tikus percobaan.

MATERI DAN METODE

Materi Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah
kultur murni bakteri probiotik L. plantarum HA-2C12
yang diisolasi dari daging sapi di pasar traditional Bogor
oleh Arief (2011), media de Mann Rogosa Sharpe Broth
(MRSB), de Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA), Buffer
Peptone Water (BPW), bahan untuk membuat sosis
fermentasi yang terdiri dari daging sapi bagian topside yang
berasal dari sapi Brahman Cross dengan lama postmortem
24 jam yang diperoleh dari Rumah Potong Hewan (RPH)
PT. Elders, Bogor, casing kolagen dengan diameter 12.5
cm dan bumbu-bumbu, serta bahan yang digunakan dalam
penelitian in vivo yang terdiri dari tikus albino Norway
rats (Rattus norvegius) galur Sprague Dawley umur 5-6
minggu berjenis kelamin jantan hasil pengembangbiakan
dari Badan POM RI, dengan bobot awal berkisar dari 120-
130 g sebanyak 50 ekor, pakan standar dan sate daging sapi.

Kandang percobaan yang digunakan berukuran 7
x 9,5 x 7 inci (17,5 x 23,75 x 17,5 cm) sedangkan tempat
ransum dan tempat minum yang didesain secara ad libitum.
Alat yang digunakan untuk membuat sosis fermentasi
adalah hand stuffer, cutter, alat pengasap, kompor,
baskom, timbangan, panci, dan pisau. Alat untuk analisa
mikrobiologis adalah mikroskop, kapas, bunsen, alumunium
foil, waterbath, sentrifuge, autoclave, blender, hockey stick,
labu erlenmeyer, termometer, rak tabung reaksi, pipet, dan
alat gelas lain serta timbangan digital untuk menimbang
tikus.

Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium
Terpadu, Laboratorium Pemuliaan dan  Genetika,
Laboratorium Ruminansia Besar Fakultas Peternakan dan
UPH Fakultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor
pada bulan Februari hingga Juni 2014.

Ransum Penelitian
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Kelompok perlakuan ransum yang diberikan
adalah :

P1 : ransum standar dengan kasein sebagai sumber
protein

P2 : ransum standar dengan sosis fermentasi sebagai
sumber protein

P3 : ransum standar dengan sate daging sapi sebagai
sumber protein

Prosedur Penelitian
Tikus dibedah setelah adaptasi selama 5 hari (TO)
sebanyak 5 ekor untuk melihat status awal total populasi
BAL dan E. coli. Terminasi selanjutnya (T1 dan T2) masing-
masing dilakukan pada hari ke-10 dan 20. Sistematika
penelitian utama sebagai berikut

l Pemberian sosis formentasi 1
H(-5) H(0) H(10) H(20)
|
Adaptasi

T0 Tl T2

Keterangan:

TO  : Terminasi awal 5 ekor tikus

Tl : Terminasi ke-10 (5 ekor tikus setiap kelompok,

total 15 ekor)
T2 : Terminasi ke-20 (5 ekor tikus setiap kelompok,
total 15 ekor tikus)

Tikus dibedah dengan menggunakan metode
euthanasia dengan menggunakan ketamine lalu diambil
bagian usus halus, hati dan ginjal. Permukaan bagian dalam
usus halus dikerik mukosanya pada ukuran luasan 1 x 1
cm, dengan menggunakan spatula steril dan dimasukkan
ke dalam larutan pengencer Buffer Pepton Water (BPW)
untuk selanjutnya dilakukan pengenceran yang sesuai dan
pengujian total BAL dan total E. coli pada media yang
sesuai. Metode yang digunakan untuk menghitung populasi
BAL dan E. coli adalah metode BAM (Bacteriological
Analytical Methods) (2002), dengan media pertumbuhan
MRSA (Oxoid) untuk total BAL dan EMBA (Merck) untuk
E. coli.

Pengambilan hati dan ginjal secara aseptis untuk
mengevaluasi apakah terjadi invasi bakteri asam laktat dan
E. coli yang dikonsumsi. Hati dan ginjal diencerkan sampai
pengenceran 1073, sementara mukosa usus diencerkan sampai
pengenceran 10, Pada pengenceran tingkat ke 0,1,2,3
suspense pipet secara aseptis dan dipupukkan sebanyak 1
ml ke dalam cawan petri steril (duplo), kemudian dituangi
MRS-Agar, digoyang dan setelah beku diinkubasi pada
suhu 37° C selama 48 jam. Koloni yang tumbuh dihitung
sebagai total BAL.

Media untuk pertumbuhan BAL adalah de Mann
Rogosa Sharp Agar (MRSA) yang ditambahkan CaCO,
sebanyak 0,5%. Sebanyak 1 ml sampel dari pengenceran
yang diinginkan dipipet secara aseptis dan diinokulasi ke
dalam cawan petri steril, selanjutnya dituangkan medium
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MRSA lalu dihomogenkan dengan cara cawan dipuar
membentuk angka delapan. Bila agar telah beku, diinkubasi
pada suhu 37° C selama 48 jam dan dihitung populasinya.

Jumlah bakteri (cfu/gram) (AOAC 1995) :
1 1

volume pemupukan

Jumlah koloni x X
faktor pengenceran

Media untuk pertumbuhan E. coli adalah Eosyn
Methylen Blue Agar (EMBA). Sebanyak 1 ml sampel dari
pengenceran yang diinginkan dipipet secara aseptic lalu
diinokulasi ke dalam cawan, selanjutnya dituangkan media
EMBA. Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada suhu 37°
C, koloni E. coli yang tumbuh akan berwarna hijau metalik
keunguan. Rancangan yang dipakai adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Perlakuan yang diberikan adalah sesuai
dengan perlakuan kelompok tikus percobaan (3 kelompok),
model matematika yang digunakan adalah (Steel dan Torrie,
1995) :

Yijk = p + ai + &ij

Keterangan :
Yijk : Respon Pengaruh Perlakuan
u : Nilai Tengah Perlakuan
ai : Pengaruh Perlakuan
€ij : Galat Percobaan
HASIL DAN PEMBAHASAN

Kualitas mikrobiologi sosis fermentasi

Komposisi nutrisi pada sosis fermentasi pada Tabel
1 menunjukan kadar air sosis fermentasi sebesar 48.01 % ini
menunjukan kadar air ini disebabkan oleh adanya perbedaan
bahan baku yang digunakan, dimana pada sosis perbedaan
bahan baku tersebut utamanya pada daging.

Tabel 1 menunjukan, kadar protein pada persentase
berat badan sebesar 56.58 % berarti kadar protein pada
sosis fermentasi tersebut memiliki kualitas gizi yang baik
untuk di konsumsi. Hal tersebut ditunjukkan pada jumlah
bakteri dalam proses pembuatan sosis fermentasi yaitu
sebesar 9.27 log cfu mL' dan bakteri asam laktat (BAL)
sebesar 8.67 log cfu g'! (Tabel 2). Populasi BAL mengalami
penurunan selama pengolahan, akan tetapi jumlah BAL
pada produk tersebut masih dapat dikategorikan sebagai
pangan probiotik, dimana kriteria salah satu dari bakteri
probiotik adalah mampu bertahan selama pengolahan dan

Tabel 1 Kandungan Nutrisi Sosis Fermentasi Probiotik L. plan-
tarum [1A-2C12

Komponen nutrisi Nilai
Kadar air (%bb) 56.99
Kadar protein (%bb) 27.16
Kadar lemak (% bb) 11.69
Kadar serat kasar(% bb) 0.74
Kadar Abu (% bb) 1.11
Kadar Karbohidrat (%bb) 231

Keterangan:*Uji Pada Sosis Fermentasi dilakukan duplo
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Status Probiotik Lactobacillus plantarum

penyimpanan (FAO/WHO 2002; Sunny-Roberts & Knoor,
2008). Overby (1988) menyatakan bahwa syarat minimal
stater bakteri yang ditumbuhkan dalam daging fermentasi
adalah 5,0 x 10% CFU/g sampai 1,0 x 10° CFU/g, Nousiainen

Tabel 2 Populasi Bakteri Asam Laktat Pada Sosis Fermentasi
dengan Kultur L. plantarum IIA-2C12

Jenis Bakteri Populasi (log cfu g-1)

Bakteri asam Laktat (BAL) 8.67

E. coli Td

Keterangan: td: tidak terdeteksi (< 2,5 x pengenceran terendah
yang dilakukan)

et al. (2004) menyarankan dosis probiotik berkisar antara
105-107 CFU/g. Populasi bakteri asam laktat dan patogen
(E.coli) dapat dilihat pada Tabel 2.

Perhitungan BAL dan E.coli pada tikus percobaan

Pada penelitian ini dilakukan isolasi untuk
perhitungan BAL dan E.coli yang diperoleh dari organ
hati, ginjal dan mukosa tikus. Perhitungan BAL dan E.coli
ini dilakukan dengan menggunakan bantuan mikroskop.
Adapun hasil perhitungan jumlah BAL dan E.coli dapat
dilihat pada Tabel 3.

Populasi BAL di mukosa pada status awal (TO)
berjumlah 6.55+0.78 log cfu g'!, pada T1 terjadi penurunan
populasi mukosa BAL di ketiga perlakuan yaitu 5.74+0.28,
5.79+0.11 dan 5.7940.29 log cfu g walaupun tidak berbeda
nyata secara statistik. Hal ini dikarenakan proses adaptasi
ransum khususnya pada P2 dan P3. Tabel 5 menunjukkan
populasi BAL saat T2 mengalami kenaikan terutama pada
P2. Secara statistik, populasi BAL berbeda nyata dengan
dua perlakuan lainnya yaitu 6.80+0.20 log cfu g!, sedangkan
populasi BAL P1 dan P3 adalah 6.24+0.21 log cfu g' dan
6.33+0.31 log cfu g'. Terlihat bahwa tikus yang mendapat
perlakuan sosis fermentasi mampu mengembalikan
populasi BAL dalam waktu yang relatif lebih cepat, hal ini
membuktikan L. plantarum 11A-2C12 berpengaruh nyata
terhadap populasi BAL dalam mukosa.

Hasil ini selaras dengan penelitian yang telah
dilakukan oleh Arief et al. (2010) bahwa rata-rata populasi
BAL pada mukosa sekum adalah 6.46+0.73 6.33+0.31 log
cfu g, hal ini disebabkan L. plantarum 11A-2C12 mampu
berkembang biak dengan baik di saluran pencernaan
yang menyebabkan total BAL di usus termasuk sekum
meningkat. Pernyataan tersebut diperkuat dengan penelitian
sebelumnya yaitu Gross et al. (2008) yang menyatakan
bahwa L. plantarum 299v memproduksi senyawa adesin
manosa pada dinding selnya dapat menempel pada mukosa
usus lebih baik dibandingkan dengan spesies Lactobacillus
lainnya.

Kondisi ini menunjukkan bahwa L. plantarum
ITA-2C12 mampu melewati berbagai hambatan di saluran
pencernaan, diantaranya pH rendah (di lambung) dan
adanya garam empedu di usus sechingga sampai di usus halus
bagian sekum dan menempel pada mukosa sekum. Gross et
al. (2008) juga melaporkan bahwa populasi Lactobacillus
plantarum di usus halus tikus percobaan dengan pemberian
probiotik L. plantarum 299v lebih tinggi (10° cfu/g) daripada
kontrol (105 cfu/g).
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Tabel 3 Hasil Perhitungan Populasi Bakteri Asam Laktat (BAL) (log cfu g-1)

Perlakuan T1 T2
Hati Ginjal Mukosa Hati Ginjal Mukosa
(P1) Kasein 2.63+0.67 3.06+0.16 5.74+0.28 2.49+0.36b 1.93£0.79a 6.24+0.21a
(P2) Sosis fermentasi 3.52+1.62 2.73+£0.27 5.79+0.11 0.95+0.07a 1.58+0.24a 6.80+0.20b
(P3) Sate 3.01+0.36 3.02+0.32 5.79+0.29 2.99+0.22b 2.62+0.32b 6.33+0.31a

Keterangan: Nilai pada kolom yang sama yang diikuti huruf berbeda menunjukkan perbedaan nyata (P<0.05) dengan uji BNT (beda
nyata terkecil). *Uji statistik dilakukan pada terminasi satu dan dua (T1 dan T2) dan tidak dilakukan perbandingan antar

terminasi secara statistik.

L. plantarum 11A-2C12 selain mampu menjaga
keseimbangan BAL pada usus, bakteri tersebut dapat
menekan invasi dan translokasi bakteri ke hati dan ginjal.
Pada status awal (TO) populasi bakteri di hati dan ginjal
masing-masing adalah 3.24+1.72 log cfu g dan 4.04+0.55
log cfu g'. Pengaruh L. plantarum 11A-2C12 baru terlihat
pada T2 dimana P2 memiliki populasi bakteri terkecil
diantara perlakuan lainnya pada organ hati dan ginjal
masing-masing sebesar 0.95+0.07 cfu g'dan 1.58+0.24 cfu
g'. Bobot organ yang lebih ringan dapat disebabkan oleh
banyaknya sel hati yang mengalami nekrosis, dan nekrosis
merupakan suatu manifestasi toksik yang berbahaya
(Nurliana et al. 2014)

Kemampuan ini memiliki efek yang positif
karena hati dan ginjal memiliki fungsi yang cukup penting
dalam proses pencernaan, jika dalam kedua organ tersebut
terdapat translokasi bakteri, maka proses detoksifikasi
pada hati maupun penyaringan urin pada ginjal akan
terganggu (Nurliana ef al. 2014). Salah satu efek negatif
dari terganggunya fungsi ginjal adalah masuknya racun
yang tidak tersaring ke dalam aliran darah, sehingga
mengakibatkan penyumbatan pada aliran darah.

Tabel di atas juga menunjukkan L. plantarum 11A-
2C12 baru memperlihatkan hasil yang signifikan (p<0,05)
pada T2 karena memiliki waktu untuk beradaptasi dan
mekanisme kerja yang bertahap. Mekanisme tersebut
adalah: 1) adanya bahan antimikroba melawan patogen, 2)
proses immunodulasi (penyesuaian respon imun sehingga
mencapai tingkat yang dikehendaki), 3) perbaikan dari
fungsi pelindung, 4) penempelan: persaingan dalam
menghambat patogen, menghambat dan menempati tempat
pelekatan patogen dan 5) agregasi dan koagregasi dengan
patogen (Collado et al. 2010).

Status awal (TO) E. coli pada mukosa (Tabel 4)
adalah 5.61+0.42 log cfu g'. Pada T1 terjadi penurunan E.
coli pada ketiga perlakuan,begitu juga pada T2. Penurunan
E. coli secara signifikan (p<0,05) terlihat pada T2, dimana
tikus yang menkonsumsi sosis fermentasi memiliki populasi

E. coli terkecil yaitu 1.88+0.31 log cfu g!. Ini membuktikan
dengan penambahan L. plantarum 11A-2C12, populasi
E. coli dapat ditekan schingga dapat menjaga kestabilan
mikroflora usus. Arief et al. (2010) melaporkan bahwa L.
plantarum 11A-2C12 mampu menekan populasi E. coli
dari 4.66+0.33 log cfu g' pada minggu pertama menjadi
3.11£0.95 log cfu g pada minggu kedua.

BAL memiliki kemampuan untuk menempel pada
permukaan sel epitel dan mukosa yang berfungsi bukan
hanya untuk menjaga keseimbangan jumlah bakteri dalam
saluran pencernaan, tapi juga untuk mencegah asosiasi sel
dan invasi bakteri patogen (Ouwehand et al. 2001). Arief
(2011) melaporkan, L. plantarum 11A-2C12 memiliki
persentase penempelan BAL ke permukaan usus terbesar
dibandingkan 9 strain bakteri dari genus Lactobacillus
lainnya. Lactobacillus juga menghasilkan serta bakteriosin
yakni senyawa protein yang dihasilkan oleh bakteri
yang memiliki aktivitas bakterisidal dan bakteriostatik
(Ogunbanwo et al. 2003).

Penelitian yang serupa juga menunjukkan
kemampuan L. plantarum 2C12 mampu menghambat
populasi E. coli pada mukosa tikus seperti yang dilaporkan
oleh Medellin-Pena & Griffiths (2009) bahwa penambahan
probiotik pada bahan pangan mampu menghambat
kolonisasi E. Coli pada usus tikus percobaan. Probiotik
juga berfungsi untuk menyempurnakan proses pencernaan
manusia dengan cara melindungi saluran pencernaan dari
serangan bakteri patogen (Agostoni et al, 2004).

Populasi E. coli TO pada pada hati dan ginjal
adalah 0.97+0.36 log cfu g' dan 1.57+0.3 log cfu g'. Pada
T1, E. coli tidak terdeteksi pada hati dan ginjal tikus P3,
tetapi masih terdeteksi pada tikus P1 dan P2, E. coli tidak
terdeteksi di hati dan ginjal pada T2. Hal ini menunjukkan
bahwa L. plantarum I[IA-2C12 mampu menurunkan
translokasi E. coli pada hati dan ginjal.

Tabel 4 Hasil Perhitungan Populasi Bakteri Escherichia coli (log cfu g-1)

Perlakuan T1 T2
Hati Ginjal Mukosa Hati Ginjal Mukosa
(P1) Kasein 1.7940.79b 1.12+1.40 4.86+0.65 0 0 2.77+0.08b
(P2) Sosis fermentasi 1.40+1.15b 0.65+1.30 3.43+2.33 0 0 1.88+0.31a
(P3) Sate Oa 0 5.16+0.43 0 0 4.06+0.09¢

Keterangan: Nilai pada kolom yang sama yang diikuti huruf berbeda menunjukkan perbedaan nyata (P<0.05) dengan uji BNT (beda
nyata terkecil). *Uji statistik dilakukan pada terminasi satu dan dua (T1 dan T2) dan tidak dilakukan perbandingan antar

terminasi secara statistik.
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KESIMPULAN

Simpulan

Meskipun efisiensi ransum sosis fermentasi tidak
sebaik kasein, namun pemberian ransum sosis fermentasi
dapat meningkatkan populasi bakteri asam laktat dalam
saluran pencernaan tikus sehingga memiliki sifat fungsional
yang lebih baik. Pemberian sosis fermentasi selama 20 hari
pemeliharaan pada tikus percobaan mampu meningkatkan
populasi BAL pada mukosa usus dan menurunkan populasi
E. coli, serta menurunkan translokasi . coli pada organ hati
dan ginjal.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai
karakteeristik genetic L. plantarum 11A-2C12 dalam
saluran pencernaan dengan menggunakan metode biologi
molekuler.
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