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ABSTRAK

Gas metana dari ternak ruminansia merupakan salah satu penyumbang emisi gas rumah kaca
terbesar di dunia, termasuk Indonesia. Gas metana yang bersumber dari peternakan berasal dari dua
sumber emisi, yaitu pencernaan dan feses, sehingga produksinya dapat dikurangi melalui modifikasi
pakan. Salah satu strategi untuk mengurangi produksi gas metana tersebut adalah dengan penambahan
bakteri denitrifikasi, yang mengalihkan akseptor elektron untuk metanogenesis kepada denitrifikasi.
Penelitian ini bertujuan untuk menyelidiki potensi penambahan bakteri denitrifikasi yang diinaktivasi
dengan iiradiasi sinar Gamma dalam menurunkan produksi gas metana dalam cairan rumen sapi, yang
diuji secara in vitro. Pada penelitian ini diuji empat perlakuan, yaitu dengan penambahan bakteri
denitrifikasi aktif, bakteri denitrifikasi yang diinaktivasi dengan iradiasi Gamma Cell 1000 Gy dan bakteri
denitrifikasi yang diinaktivasi menggunakan autoklaf 1,5 tekanan atmosfir, 120°C selama 15 menit,
seluruhnya pada cairan rumen sapi yang diberi substrat hijauan sorgum secara in vitro. Hasil pengukuran
dari masing-masing parameter berupa nilai pH, amonia, volatile fatty acids total, asetat, propionat, butirat,
biomassa bakteri, biomassa protozoa, produksi gas total dan produksi gas metana pada jam ke-24 dan 48
mendukung penurunan metanogenesis akibat penambahan bakteri denitrifikasi aktif dan inaktif.
Pemberian bakteri denitrifikasi inaktif lebih besar menekan produksi gas metana dibandingkan dengan
bakteri aktif. Penurunan produksi gas metana dari jam ke-24 sampai 48 dari perlakuan penambahan
bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi, dan inaktif-autoklaf berturut-turut sebesar 41,5% dan 55,3%, yang
lebih tinggi daripada dari bakteri denitrifikasi aktif dengan penurunan sebesar 13,6%.

Kata kunci : Bakteri denitrifikasi, gas metana, iradiasi, rumen, sapi

ABSTRACT

Methane gas derived from ruminants is one contributor to greenhouse gas emissions in the world,
including Indonesia. The methane gas emitted from livestock comes from two sources of emissions, i.e.
digestion and faeces, so that production can be reduced through modification of the feed. One strategy for
reducing methane gas production is by the addition of denitrifying bacteria, which transfer the electron
acceptor for denitrification instead of methanogenesis. This study aims to investigate the potential of
radiation-inactive denitrification bacteria in reducing production of methane gas in cow rumen liquid,
which examined in vitro. In this study four treatments were examined which was consisted of the addition
of active denitrifying bacteria, denitrifying bacteria inactivated by the irradiation Gamma Cell 1000 Gy,
and denitrifying bacteria inactivated by autoclaving 1.5 atmospheric pressure, 120°C for 15 minutes; all
were applied to the cow rumen liquid with the forage sorghum as the substrate in vitro. Results on the
measurement of some parameters which were pH, ammonia, total volatile fatty acids, acetate, propionate,
butyrate, bacterial biomass, protozoa biomass, production of total gas and methane gas at the 24 hour and
48 hour supported to a reduction of methanogenesis due to the addition of active and inactive denitrifying
bacteria. The supplementation with the inactivated denitrifying bacteria reduced the methane gas
production slightly higher than the active bacteria. The decrease in methane gas production from 24 to 48
hours from the addition of radiation-inactive and autoclaved-inactive denitrifying bacteria was 41.5% and
55.3%, respectively, higher than that of the active denitrification bacteria with a decrease of 13, 6%.
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PENDAHULUAN

Peternakan ruminansia merupakan
penyebab emisi gas metana yang besar di
Indonesia. Data tahun 2008 menunjukkan bahwa
emisi gas metana dari sektor pertanian, termasuk
peternakan, di Indonesia adalah 41,1% dari total
emisi gas rumah kaca [1]. Metanogenesis yang
terjadi di dalam sistem pencernaan rumen
menghasilkan gas metana yang sebagian besar
(80-95%) diproduksi di dalam rumen dan sebagian
lainnya (5-20%) diproduksi di dalam usus besar.
Gas tersebut dikeluarkan ke atmosfir melalui
mulut [2]. Selain itu, emisi gas metana merugikan
hewan itu sendiri. Hilangnya energi diet dalam
bentuk metana bervariasi berdasarkan spesies
hewan ruminan, yaitu berkisar 3,5-9% [3].

Metanogenesis berlangsung dengan
menggunakan CO, sebagai akseptor elektron
dalam kondisi anaerobik. Salah satu cara untuk
menekan produksi gas metana adalah dengan
memanfaatkan proses denitrifikasi, yang juga
terjadi secara anaerobik. Pada denitrifikasi,
senyawa nitrat (NO3z) direduksi menjadi nitrit
(NO;). Dengan adanya bakteri denitrifikasi,
elektron dari reduktan akan diterima oleh NOj,
bukan oleh CO, karena secara termodinamis
denitrifikasi  lebih  menguntungkan daripada
metanogenesis [4]. Cairan rumen kerbau yang
diberi  bakteri  denitrifikasi  inaktif-autoklaf
menunjukkan pengurangan gas metana [5]. Oleh
karena itu, bagaimana dampak adanya bakteri
denitrifikasi terhadap metanogenesis dari cairan
rumen sapi yang diuji secara in vitro menjadi
masalah dari penelitian ini.

Penelitian ~ yang dilakukan  menguji
perlakuan dengan bakteri denitrifikasi aktif dan
inaktif. Bakteri aktif diduga lebih efektif dalam
mengurangi  gas  metana  karena  aktif
bermetabolisme. Namun perkembangan yang
berlebih dikuatirkan berakibat terjadinya produksi
asam yang berlebihan. Sementara itu, bakteri
inaktif meskipun tidak dapat tumbuh, enzim-
enzimnya masih tersedia [6]. Metode inaktivasi
yang digunakan adalah dengan iradiasi. lIradiasi
gamma digunakan karena telah dikenal sebagai
metode yang mengawetkan suatu bahan, termasuk
organisme, tetapi tidak mengubah secara
signifikan aktivitas enzim-enzimnya [7]. Sebagai
pembanding, inaktivasi juga menggunakan
autoklaf.
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BAHAN DAN METODE

Alat dan bahan

Alat-alat utama yang digunakan adalah
timbangan analitik, Gamma Cell, autoklaf, oven,
grinder, desikator, tanur, hot plate, sentrifus,
perangkat distilasi, syringe glass, gas analyzer,
spektrofotometer, waterbath shaker, inkubator,
mikroskop, cawan Conway, dan mikropipet.
Bahan-bahan utama yang digunakan adalah isolat
bakteri dentrifikasi dengan kode strain RS2, cairan
rumen sapi Bali, sorgum, larutan rumen in vitro
[8], larutan K,COs, larutan methylgreen formalin
salin, larutan NaOH, indikator Conway, larutan
HCI, larutan H,SOy,, nutrient agar, nutrient broth,
indikator phenolphtalein 0,1%, pewarna safranin,
larutan Lowry I, aseton, vaselin, dan akuades.

Persiapan substrat sorgum

Potongan kecil hijauan sorgum dikeringkan
dalam oven dengan suhu 600°C selama 48 jam,
kemudian dihaluskan dengan menggunakan
grinder. Sorgum disaring dengan menggunakan
kain kasa sebanyak 4 lapis sehingga diperoleh
serbuk yang halus.

Produksi bakteri dentrifikasi

Sebanyak 30 ml  kultur  bakteri
diinokulasikan ke dalam nutrient broth dalam
tabung reaksi, diberi gas CO,, dan diinkubasi
selama 24 jam pada waterbath shaker. Kemudian
kultur diinokulasikan ke dalam 500 ml nutrient
broth, diberikan gas CO,, dan diinkubasi selama
24 jam. Kultur inokulum tersebut dimasukkan ke
dalam beberapa botol fial. Sebagai bakteri inaktif,
kultur diinaktivasi dengan iradiasi dengan alat
Gamma Cell 1000 Gy, dan dengan autoklaf 1,5
atm, pada suhu 120°C, selama 15 menit.

Pembuatan larutan rumen in vitro

Larutan untuk pengujian rumen in vitro
terdiri dari larutan mikromineral, buffer, larutan,
makromineral, dan resazurin [8]. Larutan
mikromineral dibuat dengan mencampurkan 13,2
g CaC|2.2H20, 10 g MnC|2.4H20, 1 g
COCl,.6H,0O, 8 g FeCl;.6H,0, dalam 100 ml
akuades. Larutan buffer dibuat dari 35 g NaHCO;
dan 4 g NHsHCO; dalam 1000 ml akuades.
Larutan makromineral dibuat dari 5,7 g Na,HPO,,
6,2 g KH,PO,, dan 0,6 g MgSO,. 7H,O dalam
1000 ml akuades. Resazurin dibuat dari 100 mg
resazurin yang dilarutkan dalam 100 ml akuades.
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Larutan pereduksi dibuat dari 373 mg Na,S.H,0,
2,6 ml NaOH 1N dan 62 ml akuades.

Persiapan cairan rumen sapi

Cairan rumen diperoleh dari Rumah Potong
Hewan Pasar Ciputat. Cairan rumen disaring
menggunakan kain kasa empat lapis disertai
pemberian gas CO, [9].

Uji in vitro

Syringe glass yang berisi 0,4 g serbuk
sorgum dan 100 ul bakteri denitrifikasi disiapkan,
lalu ditambahkan 40 ml cairan rumen dan larutan
rumen in vitro. Proses pemasukan cairan rumen ke
dalam syringe glass harus tidak menyisakan
rongga kosong di dalamnya. Kultur dalam syringe
glass tersebut diinkubasi dalam waterbath dengan
suhu 39°C. Macam perlakuan yang diuji dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Perlakuan yang diuji

Pengukuran produksi gas total dilakukan pada jam
ke- 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 dan 48 dengan cara
membaca skala yang tertera pada syringe. Jika
posisi piston telah melebihi 60 ml maka nilai yang
tertera pada skala syringe dicatat, kemudian posisi
piston dikembalikan ke posisi 40 ml. Perhitungan
produksi gas total mengacu pada prosedur
evaluasi pakan [12]. Produksi gas (ml/200mg) =
Produksi gas akhir — produksi gas awal — produksi
gas kontrol. Pengukuran konsentrasi gas CH, dan
CO, dilakukan menggunakan MRU gas
Analyzer®. Pengukuran produksi gas
memperlihatkan pengaruh penambahan bakteri
dentirifikasi secara langsung pada konsentrasi gas
yang terbentuk.

Analisis data
Data penelitian ini dianalisis dengan
analisis variansi dua arah untuk mengetahui

Bakteri Denitrifikasi

Cairan rumen +

Perlakuan

Inaktif

Sorgum (g)

Akt Iradiasi Autoklaf Buffer (ml)
A 100 pl - - 0,4 40 ml
B - 100 ul - 0,4 40 ml
C - - 100 pl 0,4 40 ml
D - - - 0,4 40 ml

Keterangan : A: Bakteri denitrifikasi aktif, B: Bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi, C: Bakteri denitrifikasi
inaktif-autoklaf, D: Tanpa bakteri denitrifikasi

Pemeriksaan parameter-parameter berupa
pH, amonia (NH;), volatile fatty acids (VFA)
total, VFA parsial, jumlah bakteri dan protozoa,
biomassa mikroorganisme, produksi gas total dan
konsentrasi gas CH, dan CO,, dilakukan setelah
kultur diinkubasi selama 48 jam. Nilai pH cairan
rumen merupakan salah satu indikator untuk
mengetahui adanya pengaruh penambahan bakteri
denitrifikasi terhadap komunitas mikroorganisme
di dalam cairan rumen. Konsentrasi amonia
ditentukan dengan teknik mikrodifusi [10].
Pengukuran konsentrasi amonia cairan rumen
dilakukan untuk menggambarkan degradasi
protein pakan dan denitrifikasi di dalam rumen.
Pengukuran konsentrasi VFA total dan parsial
menggunakan kromatografi gas (GC) bertujuan
untuk mengetahui konsentrasi asetat, propionat
dan butirat. Metode gravimetri digunakan untuk
mengetahui biomassa bakteri dan protozoa [11].

perbedaan rata-rata masing-masing dari waktu,
perlakuan, dan interaksi keduanya, terhadap
masing-masing parameter, pada batas kepercayaan
95%, setelah diketahui berdistribusi normal. Jika
hasilnya berbeda nyata, uji Duncan digunakan
untuk melihat jarak perbedaannya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

pH cairan rumen

Gambar 1 menunjukkan nilai pH pada
setiap perlakuan mengalami perubahan dengan
pola yang serupa, yaitu pada jam ke-O sampai 24
pH menurun, kemudian pada jam ke-24 hingga 48
meningkat. Setelah inkubasi 48 jam, nilai pH
semua waktu dan perlakuan berkisar antara 7,01-
7,07. Nilai pH tersebut berada dalam kisaran pH
normal untuk aktivitas mikroorganisme rumen,
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Gambar 1. Nilai pH cairan rumen sapi. A. Bakteri denitrifikasi
aktif;, B. Bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi; C.
Bakteri denitrifikasi inaktif-autoklaf; D. Tanpa

bakteri denitrifikasi

yaitu 5,5-7,0 [13]. Dengan demikian, penambahan
bakteri denitrifikasi, baik aktif maupun inaktif,
tidak mempengaruhi perubahan pH.

Konsentrasi amonia

Hasil analisis variansi menunjukkan adanya
perbedaan signifikan di antara konsentrasi amonia
pada setiap perlakuan pada 0, 24 dan 48 jam. Hasil
uji Duncan konsentrasi amonia pada interaksi
waktu dan perlakuan menunjukkan nilai rata-rata
amonia (2,7 mM) tertinggi terjadi pada perlakuan
bakteri denitrifikasi aktif dan inaktif-autoklaf pada
jam ke-0, sedangkan terendah (0,95 mM) pada
perlakuan tanpa bakteri denitrifikasi pada jam ke-
48 (Gambar 2).

Sementara itu, pada jam ke-24 penambahan
bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi menghasilkan
konsentrasi  amonia  terendah. Hal ini
menunjukkan terjadi aktivitas denitrifikasi yang
rendah pada bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi.
Perlakuan iradiasi diduga menyebabkan aktivitas
enzim-enzim bakteri melemah. Iradiasi dapat
menurunkan aktivitas enzim namun tidak
menginaktifkan sama sekali, seperti yang pernah
diteliti pada berbagai spesies mushroom yang
diiradiasi [7]. Namun demikian, pada jam ke-48
konsentrasi amonia pada perlakuan bakteri
denitrifikasi inaktif-iradiasi meningkat lebih tinggi
daripada perlakuan tanpa penambahan bakteri
denitrifikasi. Kultur tanpa penambahan bakteri

mA
L ]
I
upD

Waktu (Jam)

Gambar 2. Konsentrasi amonia cairan rumen sapi. A. Bakteri
denitrifikasi aktif, B. Bakteri denitrifikasi inaktif-
iradiasi; C. Bakteri denitrifikasi inaktif-autoklaf; D.
Tanpa bakteri denitrifikasi.
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denitrifikasi  mengandalkan  sebagian  besar
produksi amonia dari degradasi asam amino atau
protein pakan. Oleh karena itu, meningkatnya
konsentrasi amonia pada kultur dengan bakteri
denitrifikasi inaktif-iradiasi menunjukkan
denitrifikasi masih terjadi, dibandingkan dengan
kultur tanpa penambahan bakteri denitrifikasi.
Dugaan lainnya adalah amonia yang dihasilkan
langsung diasimilasi menjadi protein baru, yang
dimanifestasikan dalam bentuk peningkatan
biomassa protozoa (Gambar 3); yang memerlukan
pemeriksaan lebih lanjut. Selain itu, nitrit dapat
dimetabolisme langsung menjadi produk akhir
selain amonia, seperti gas-gas nitrogen dan
nitrous-oxide, yang juga merupakan penyusun gas
rumah kaca [14].
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dihasilkan juga digunakan oleh mikroorganisme
dalam rumen, termasuk metanogen. Konsentrasi
VFA cairan rumen dari semua perlakuan dapat
dilihat pada Tabel 2. Pada jam ke-24 dan 48,
adanya penambahan bakteri denitrifikasi, baik
aktif maupun inaktif, membuat konsentrasi asetat
menjadi lebih rendah dibandingkan dengan
perlakuan tanpa bakteri denitrifikasi. Sebagian
besar metana dibentuk dari asetat, sehingga
rendahnya konsentrasi asetat dapat menunjukkan
bahwa produksi gas metana berhasil ditekan [16,
17].

Demikian pula pada konsentrasi propionat,
adanya penambahan bakteri denitrifikasi, baik
aktif maupun inaktif, membuat konsentrasi
propionat menjadi lebih rendah dibandingkan
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Gambar 3. Biomassa bakteri (gambar kiri) dan protozoa (gambar kanan) dalam cairan rumen sapi. A. Bakteri
denitrifikasi aktif; B. Bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi; C. Bakteri denitrifikasi inaktif-autoklaf; D.

Tanpa bakteri denitrifikasi

Dengan asumsi kecepatan degradasi pakan
sama di antara semua perlakuan, perlakuan dengan
bakteri denitrifikasi inaktif-autoklaf menghasilkan
konsentrasi amonia tertinggi pada semua waktu
pengamatan. Hal ini menunjukkan bahwa enzim-
enzim pada bakteri denitrifikasi yang mendapat
perlakuan autoklaf berfungsi dengan baik. Hasil
ini sesuai dengan penelitian lain  yang
menggunakan cairan ruman kerbau dengan kultur
bakteri pereduksi nitrat yang diinaktivasi-autoklaf
untuk mencegah akumulasi nitrit, sehingga
mengurangi emisi gas metana [5].

Konsentrasi Volatile Fatty Acids (VFA)

VFA merupakan sumber energi utama bagi
ternak ruminansia yang dihasilkan dari proses
fermentasi pakan dalam rumen [15]. Energi yang

dengan perlakuan tanpa bakteri denitrifikasi.
Rendahnya propionat ini bersesuaian dengan
konsentrasi asetat yang lebih rendah, karena
propionat segera dikonversi menjadi asetat.
Oksidasi propionat menjadi  asetat, CO, dan
hidrogen dilakukan oleh kelompok bakteri
pengoksidasi propionat yang tumbuh lambat [18],
yang terdapat dalam cairan rumen sapi, seperti
Syntrophobacter, Smithella, Pelotomacu-lum, dan
Syntrophomonas [19]. Pertumbuhan mereka yang
lambat mudah disaingi oleh bakteri denitrifikasi,
sehingga akseptor elektron teralihkan pada
denitrifikasi, dan secara tidak langsung menekan
metanogenesis.

Sementara itu, konsentrasi butirat di antara
semua perlakuan penambahan bakteri denitrifikasi
tidak berbeda signifikan dibandingkan dengan
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Tabel 2. Konsentrasi VFA cairan rumen jam ke-0, 24 dan 48

Waktu Konsentrasi asetat (mmol/100ml)

A C D
0 38,05 38,29 38,22 38,10
24 36,08 34,08 3591 48,05
48 35,29 36,88 42,05 72,05

Konsentrasi propionat (mmol/100ml)

A C D
0 29,05 29,54 29,12 29,51
24 32,11 32,05 32,98 45,52
48 31,08 30,85 29,99 55,08

Konsentrasi butirat (mmol/100ml)

A C D
0 2,08 2,02 2,06 2,05
24 1,82 1,86 1,87 1,82
48 2,03 2,21 2,05 1,99

Asetat:propionat (mmol/100ml)

A C D
0 1,30 1,29 1,31 1,29
24 1,12 1,06 1,08 1,05
48 1,13 1,19 1,40 1,30

Konsentrasi VFA total (mmol/100ml)

A C D
0 69,18 69,05 69,10 69,12
24 70,01 67,99 70,76 95,39
48 68,4 69,94 74,09 129,12

A. Bakteri denitrifikasi aktif; B. Bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi; C. Bakteri denitrifikasi

inaktif-autoklaf; D. Tanpa bakteri denitrifikasi.

tanpa bakteri denitrifikasi, demikian pula antar
waktu pengamatan. Hal ini menambah keyakinan
bahwa bukan butirat, melainkan propionat, yang
lebih banyak berperan dalam pembentukan asetat.
Nilai rasio asetat:propionat pada semua perlakuan
termasuk rendah, termasuk kontrol (perlakuan
tanpa bakteri denitrifikasi). Hal ini disebabkan
pakan yang digunakan adalah sorgum, yang
merupakan pakan berserat tinggi. Rendahnya rasio
asetat:propionat menguntungkan karena dapat
menekan produksi metana. Hal ini bersesuaian
dengan nilai pH yang menurun hanya sedikit dari
nilai pH awal (Gambar 1). Sapi yang diberi pakan
serat lebih banyak akan memiliki pH rumen yang
menurun 0,3 unit dari pH awal, fermentasi serat
terhambat, rasio asetat:propionat menurun,
sehingga produksi metana menurun dua kali lipat
[20].

Nilai rasio asetat:propionat terkecil pada
jam ke-48 terjadi pada perlakuan dengan
penambahan bakteri denitrifikasi aktif dan inaktif-
iradiasi. Hal ini menunjukkan penambahan bakteri
denitrifikasi pada kedua perlakuan tersebut dapat
menekan pembentukan gas metana lebih banyak
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daripada perlakuan-perlakuan lainnya. Hasil
penelitian lain menunjukkan bahwa perbedaan
produksi gas metana dipengaruhi oleh nilai rasio
asetat:propionat, yaitu nilai rasio <1 menghasilkan
produksi gas metana dan dekomposisi VFA lebih
lambat selama kurun waktu inkubasi daripada
nilai rasio asetat:propionat >2 [21]. Hal ini
membuktikan bahwa bakteri denitrifikasi mampu
mengalihkan akseptor elektron dari asam asetat ke
proses denitrifikasi.

VFA sangat penting digunakan
pertumbuhan  mikroorganisme rumen  yang
membantu mencerna serat kasar dalam rumen,
serta sebagai sumber kerangka karbon bagi
pembentukan protein mikroorganisme. Nilai-nilai
VFA parsial menunjukkan kisaran yang berbeda
di antara perlakuan dan kontrol (Tabel 2).
Produksi asetat pada perlakuan penambahan
bakteri denitrifikasi aktif maupun inaktif lebih
rendah daripada tanpa penambahan bakteri
denitrifikasi. Rasio asetat:propionat:butirat pada
perlakuan bakteri denitrifikasi aktif (52:45:4) dan
inaktif-iradiasi  (53:44:4) yang dibandingkan
dengan tanpa bakteri denitrifikasi (56:43:4)
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menunjukkan penurunan proporsi asetat dan
peningkatan propionat. Penghambatan asetat oleh
peningkatan propionat dapat menjadi indikasi
produksi gas metana yang lebih rendah [17].
Sementara itu, konsentrasi VFA total yang
berkisar antara 67,99-74,09 mmol/100ml dari
perlakuan-perlakuan dengan penambahan bakteri
denitrifikasi masih berada pada kisaran optimal
untuk pertumbuhan mikroorganisme dalam cairan
rumen, yaitu 70-150 mmol/100ml [22].

Biomassa Bakteri dan Protozoa

Biomassa merupakan hasil dari
pertumbuhan mikroorganisme cairan rumen, yaitu
bakteri dan protozoa, serta sebagian kecil fungi,
yang memanfaatkan sumber nitrogen dan sumber
karbon. Gambar 3 menunjukkan biomassa bakteri
dan biomassa protozoa pada setiap perlakuan pada
jam ke-0, 24 dan 48.

Hasil analisis variansi menunjukkan adanya
perbedaan nyata (p<0,05) untuk masing-masing
waktu, perlakuan, dan interaksi di antara
keduanya. Hasil uji Duncan pada interaksi waktu
dan perlakuan menunjukkan nilai rata-rata
biomassa bakteri tertinggi (0,0667 g/ml) adalah
pada perlakuan tanpa bakteri denitrifikasi pada
jam ke-24, sedangkan terendah (0,0106 g/ml) pada
perlakuan bakteri denitrifikasi inaktif-autoklaf
pada jam ke-24, yang semuanya berbeda secara
signifikan. Nilai-nilai biomassa bakteri tersebut
hampir seluruhnya bersesuaian dengan biomassa
protozoa, yaitu ketika biomassa bakteri rendah
maka biomassa protozoa akan meningkat. Hal
tersebut karena protozoa merupakan predator
bakteri, yang mencernanya sebagai sumber asam
amino bagi pertumbuhannya [23].

Selain itu, penurunan biomassa bakteri pada
jam ke-0 sampai 24 pada perlakuan dengan bakteri
denitrifikasi berkaitan dengan konsentrasi amonia
yang juga menurun (Gambar 2). Hal ini
menunjukkan bahwa aktivitas bakteri denitrifikasi
diduga dipengaruhi oleh persaingan dengan
mikroorganisme lain  sehingga  aktivitas
denitrifikasi dalam cairan rumen menurun, yang
ditandai dengan penurunan konsentrasi amonia.
Dalam proses denitrifikasi, amonia dihasilkan dari
reduksi nitrit. Reduksi nitrit berlangsung lebih
lambat dibandingkan dengan reduksi nitrat
menjadi  nitrit, yang dapat menyebabkan
akumulasi nitrit, sehingga konsentrasi amonia
yang rendah menggambarkan proses denitrifikasi
yang rendah (14).

Biomassa protozoa rumen juga berkaitan
dengan konsentrasi VFA total. Produksi VFA total
yang rendah mengurangi pasokan sumber energi
bagi protozoa. Secara tidak langsung, protozoa
berperan  dalam  produksi metana, Vyaitu
menyediakan habitat bagi bakteri metanogen.
Protozoa juga berperan dalam transfer hidrogen
pada proses metanogenesis [24]. Selain itu,
protozoa sebagai predator diperlukan sebagai
pengendali komunitas mikroorganisme di dalam
rumen. Eliminasi protozoa ciliata meningkatkan
suplai protein (dari mencerna protein bakteri)
hingga 30%, dan mengurangi produksi metana
hingga 11% [25].

Terkait dengan  penggunaan  bakteri
denitrifikasi, biomassa bakteri yang terendah pada
jam ke-48 pada perlakuan penambahan bakteri
denitrifikasi inaktif-iradiasi diduga disebabkan
oleh predasi yang tinggi oleh protozoa, yang
ditandai dengan biomassa protozoa yang tertinggi
(Gambar 3). Oleh karena itu, diperlukan upaya
lain untuk mencapai keseimbangan komunitas
protozoa yang mencapai penurunan produksi
metana, misalnya dengan tidak memangsa bakteri
denitrifikasi  seluruhnya, tetapi tetap tidak
mengganggu proses pencernaan di dalam rumen.

Produksi Gas

Konsentrasi gas total dan metana pada
semua perlakuan setelah inkubasi selama 0, 24,
dan 48 jam dapat dilihat pada Gambar 4. Volume
gas vyang terukur dari semua perlakuan
menunjukkan bahwa terdapat aktivitas
mikroorganisme anaerobik dan metanogenik
penghasil gas. Komposisi biogas meliputi metana,

nitrogen, karbondioksida, nitrous oxide, dan
sebagainya [4].
Secara umum pada semua perlakuan

volume gas total mengalami peningkatan dari jam
ke-24 hingga 48. Namun demikian, terdapat
perbedaan pada peningkatan di antara perlakuan-
perlakuan. Perlakuan dengan penambahan bakteri
denitrifikasi aktif meningkatkan volume gas total
sebesar 3,2% dari volume gas awal (jam ke-24),
sedangkan penambahan bakteri denitrifikasi
inaktif-iiradiasi  dan inaktif-autoklaf  hampir
serupa, yaitu masing-masing 21,4% dan 21,1%.
Sementara itu, tanpa penambahan bakteri
denitrifikasi volume gas total meningkat sangat
besar, yaitu 47,4%. Hasil ini menunjukkan bahwa
penambahan bakteri denitrifikasi, baik aktif
maupun inaktif, telah menekan produksi gas
secara keseluruhan.
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Gambar 4. Produksi gas total (kiri) dan metana (kanan) dalam cairan rumen sapi. A. Bakteri denitrifikasi aktif;
B. Bakteri denitrifikasi inaktif-iradiasi; C. Bakteri denitrifikasi inaktif-autoklaf; D. Tanpa bakteri

denitrifikasi

Sejalan dengan hasil tersebut, hasil analisis
variansi menunjukkan adanya perbedaan nyata
(p<0,05) untuk masing-masing waktu, perlakuan,
dan interaksi di antara keduanya pada konsentrasi
metana yang terbentuk. Hasil uji Duncan pada
interaksi waktu dan perlakuan menunjukkan nilai
rata-rata tertinggi (4,02 ml/200 mg) pada
perlakuan tanpa bakteri denitrifikasi pada jam ke-
48, yang berbeda secara signifikan. Hal ini
menunjukkan bahwa perlakuan penambahan
bakteri denitrifikasi dapat menekan produksi gas
metana dibandingkan perlakuan tanpa
penambahan bakteri denitrifikasi. Perbedaan
tersebut didukung pula oleh penurunan produksi
metana dari jam ke-24 sampai 48, yaitu perlakuan
penambahan bakteri denitrifikasi aktif, inaktif-
iradiasi, dan inaktif-autoklaf berturut-turut sebesar
13,6%, 41,5%, dan 55,3%. Sementara @itu,
produksi  metana pada perlakuan tanpa
penambahan bakteri denitrifikasi pada jam ke-48
malah meningkat sebesar 267% dibandingkan
pada jam ke-24. Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian  lain  yang menunjukkan bahwa
denitrifikasi menghambat metanogenesis, yaitu
jumlah gas metana yang dihasilkan berbanding
terbalik dengan jumlah senyawa-senyawa NOy
yang ditambahkan karena mereka merupakan
akseptor elektron yang lebih disukai [14].

Hasil dari produksi gas total dan gas metana
tersebut menunjukkan bahwa bakteri denitrifikasi
aktif paling kecil meningkatkan produksi gas total,
sehingga dapat dikatakan paling besar menekan
produksi gas total, namun paling sedikit menekan
produksi gas metana. Sementara itu, bakteri
denitrifikasi-inaktif, baik inaktif-iradiasi maupun
inaktif autoklaf paling besar menekan produksi
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metana, meskipun peningkatan produksi gas total
lebih besar daripada yang diperoleh dari bakteri
denitrifikasi aktif. Hasil penelitian Smith &
Parson (1985) menunjukkan bahwa aktivitas
enzim denitrifikasi tidak tergantung pada aktivitas
sel karena pada tanah yang dikeringkan selama 7
hari, kehilangan aktivitas enzim-enzim ini hanya
16-29% dari aktivitas awal enzim pada tanah segar
[26].

Bakteri  denitrifikasi  aktif ~ mampu
melakukan metabolisme dan berkembang dalam
jumlah yang banyak dan menghasilkan enzim
yang lebih banyak pula dibandingkan dengan
inaktif, namun jika jumlahnya berlebihan akan
menyebabkan  asidosis.  Aktivitas  enzim
denitrifikasi tidak berhubungan dengan jumlah
pelaku denitrifikasi atau kecepatan denitrifikasi;
aktivasi enzim-enzim denitrifikasi lebih penting
daripada  kecepatan  pertumbuhan  pelaku
denitrifikasi atau kecepatan sintesis enzim-enzim
tersebut [26]. Kemudian denitrifikasi mengalihkan
akseptor elektron dari metanogenesis ke dalam
proses denitrifikasi [27]. Produksi akhir metana
berbanding terbalik dengan jumlah senyawa-
senyawa NO, awal, sehingga mengindikasikan
bahwa mereka merupakan akseptor elektron yang
lebih disukai daripada metanogenesis [28]. Hasil
penelitian ini membuktikan bahwa penggunaan
bakteri denitrifikasi inaktif dapat menekan
produksi metana lebih baik daripada bakteri
denitrifikasi aktif, sehingga dapat dijadikan
inokulum dalam pakan ternak. Selain itu,
penambahan bakteri denitrifikasi hendaknya
disertai penambahan senyawa nitrat untuk
meningkatkan kecepatan denitrifikasi.
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KESIMPULAN

Penambahan bakteri denitrifikasi ke dalam
pakan dapat menekan produksi metana dan asam-
asam lemak prekursornya di dalam cairan rumen
sapi, dibandingkan dengan tanpa penambahan
bakteri denitrifikasi. Bakteri denitrifikasi inaktif,
baik inaktif-iradiasi maupun inaktif autoklaf, lebih
efektif dalam mengurangi produksi metana
dibandingkan dengan bakteri denitrifikasi aktif
setelah diinkubasi 24 dan 48 jam.
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