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ABSTRAK

TEKNIK PRODUKSI GAS IN-VITRO UNTUK EVALUASI PAKAN TERNAK:
Volume Produksi Gas Dan Kecernaan Bahan Pakan. In-vitro teknik produksi gas dapat
digunakan untuk prediksi kualitas pakan. Pengaruh penambahan molase sebagai sumber
karbohidrat mudah terdegradasi pada pakan sumber protein silase red clover dipelajari dengan
menggunakan teknik ini. Dari data yang diperoleh menunjukkan terdapat korelasi positif antara
total produksi gas dengan nilai kecernaan pakan (r= 0,96). Korelasi positif antara total produksi
gas dengan produksi biomasa mikroba (r = 0,96). Penambahan molase sangat nyata
meningkatkan nilai kecernaan bahan kering (P<0,01) meningkatkan bahan kering terdegradasi
(P<0,01) dan produksi biomasa mikroba (P<0,01), serta meningkatkan efisiensi nitrogen pakan
dalam pembentukan biomasa mikroba (P<0,01) seiring dengan peningkatan jumlah
suplementasi. Penambahan 0,3 g molase menunjukan hasil yang tertinggi sementara
penambahan 0,15 dan 0,225 molase memberikan hasil yang lebih bail dibanding penambahan
0,0625 molase dan red clover tanpa supelementasi. Dari hasil yang diperoleh dapat disimpulkan
bahwa in-vitro teknik produksi gas dapat digunakan untuk evaluasi dan pemilihan bahan pakan
untuk ternak.

Kata kunci : Produksi gas, Evaluasi, Pakan, Kecernaan dan Biomasa mikroba.

ABSTRACT

IN-VITRO GAS PRODUCTION TECHNIQUE AS FOR FEED EVALUATION:
Volume of gas production and feed degradability. In-vitro gas production technique can be
used to predict feed quality. The effect of molasses supplementation as a source of degradable
carbohydrate to protein source red clover silage has been done using this technique. Data
showed there were positive correlation between total volume gas produced and feed
degradability (r = 0,96), between total volume gas produced and microbial biomass (r = 0,96).
Dry matter degradability, dry matter degraded, microbial biomass production and efficiency of
nitrogen utilization, highly significant (P<0,01) increased due to increasing of degradable
carbohydrate. The addition of 0,3 g molasses gave the best result whereas the addition of 0,15g
and 0,225¢g have better effect than 0,0625g molasses addition and red clover only. This result
suggested that In-vitro production technique can be used as tool for feed evaluation.

Keywords : Gas production, Evaluation, Feed, Degradability, Microbial biomass.

PENDAHULUAN
Produktivitas ternak yang meliputi produksi susu dan pertambahan bobot badan dibatasi
oleh degradability ( nilai kecernaan) pakan dan konsusmsi pakan (1). Kedua parameter tersebut

sangat penting dalam nutrisi ternak. Pakan dengan nilai kecernaan rendah memiliki degradasi
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pakan rendah pula sehingga tidak mampu mengimbangi aktifitas fermentasi pakan oleh mikroba
rumen yang berakibat terhadap rendahnya pertumbuhan mikroba di dalam rumen dan rendahnya
konsumsi pakan (2). Namun penentuan nilai kecernaan dan konsumsi pakan secara in-vivo pada
ternak secara langsung membutuhkan banyak waktu, tenaga Kerja, biaya, di samping
membutuhkan volume sampel dalam jumlah yang lebih besar, sehingga teknik in-vivo kurang
cocok digunakan dalam evaluasi pakan dalam jumlah yang besar, dalam arti banyak jenisnya (3).
Sehingga dibutuhkan suatu teknik yang efisien untuk menentukan kedua parameter tersebut.

Sejak tahun 1950 telah banyak dikembangkan teknik in-vitro dengan simulasi sistem
yang ada di dalam rumen, baik dari sistem yang sederhana dalam batch culture maupun dengan
sistem yang lebih komplek dalam sistem continuous culture. Teknik in-vitro produksi gas
merupakan teknik yang sederhana dan banyak digunakan dalam penelitian fermentasi rumen
meskipun teknik in-vivo dibutuhkan pula pada akhirnya. Umumnya digunakan dalam tahap awal
penelitian secara in-vitro untuk prediksi nilai kecernaan pakan dalam rumen dan prediksi nilai
nutrisi pakan. Terdapat keterkaitan antara proses fermentasi di dalam rumen dengan produksi gas
(4). Quin (4) mempelajari glukosa dan lucerna hay serta beberapa jerami lainnya dengan
menghubungkan manometer ke dalam canula domba merino untuk mengukur gas yang dihasilkan
selama proses fermentasi. Namun pengukuran secara langsung pada ternak sangat sulit dilakukan
dan tidak mudah untuk diulang. Menke et al (5) menyebutkan bahwa terdapat korelasi yang nyata
antara produksi gas secara in-vitro dengan produksi gas secara in-vivo.

Produksi gas in-vitro merupakan simulasi rumen dalam sistem bacth culture. Sampel
pakan yang akan diteliti di inkubasi dalam fermentor (syringe glass atau botol serum) pada suhu
39°C dalam medium anaerob yang diinokulasi dengan mikroba rumen. Adanya aktifitas fermentasi
oleh mikrobia rumen akan menghasilkan gas. Gas yang terbentuk berasal dari hasil fermentasi
(CO, dan CH,) dan secara tidak langsung dari CO, yang dilepaskan dari buffer bikarbonat setiap
dihasilkan volatyl fatty acid (VFA) (6). Volume gas yang terbentuk dapat digunakan sebagai
indikasi proses fermentasi yang terjadi. Korelasi yang sangat signifikan antara kecernaan bahan
organik dan produksi VFA dengan produksi gas dilaporkan oleh Beuvink et al (7). VFA
merupakan salah satu hasil fermentasi rumen yang sangat penting disamping mikroba rumen (6).
Dua model in-vitro produksi gas yang berkembang saat ini adalah dengan menggunakan syringe
glass berskala dan dengan menggunakan botol serum. Prinsip kerja in-vitro produksi gas dengan
menggunakan syringe glass adalah gas yang terbentuk selama inkubasi akan mendorong piston ke

atas, sehingga volume gas dapat dibaca pada skala yang terdapat pada dinding syringe Perbedaan
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anatara mertode ini dengan metode pemakaian botol serum adalah gas yang terbentuk pada metode
botol serum akan mengisi ruang kosong pada bagian atas botol (head space). Volume gas diukur
dengan menggunakan syringe 10 ml.

Kelebihan dari teknik in-vitro di bandingkan teknik in-vivo adalah, 1) lebih efektif,
efisien dan mudah (8) ;2) biaya dan waktu yang dibutuhkan lebih sedikit, 3) memungkinkan
mengontrol kondisi fermentasi sesuai dengan kebutuhan, 4) Volume sample yang dibutuhkan
sedikit sangat cocok digunakan untuk evaluasi pakan yang banyak ragamnya (9,10), 4) tidak
membutuhkan banyak tenaga kerja, 5) dan mudah untuk diulang (10).

Metode produksi gas in-vitro dapat digunakan untuk mengukur dan memprediksi nilai
kecernakan bahan pakan, pengaruh bahan pakan terhadap fermentasi di dalam rumen, dan
pengaruh bahan pakan terhadap pertumbuhan mikroba rumen. Dalam penelitian ini teknik
produksi gas digunakan untuk mengetahui pengaruh penambahan sumber karbon mudah
terdegradasi pada pakan sumber protein terhadap total produksi gas, kecernaan bahan pakan,
bahan pakan tercerna, korelasi antara produksi gas dengan kecernaan bahan pakan, pertumbuhan

mikroba rumen, dan efisiensi nitrogen pakan.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Molases. Molases ditambahkan pada pakan sumber protein red clover untuk
meningkatkan keseimbangan antara karbohidrat dan protein sehingga mampu memaksimalkan
capture nitrogen pakan oleh mikroba rumen bagi pertumbuhannya. Pakan yang diuji terdiri dari 5
perlakuan pakan yaitu : 1) 0,75 g red clover, 2) perlakuan 1 + 0,0625 g molase, 3) perlakuan 1 +
0,15 g molase, 4) perlakuan 1 + 0,225 g molase dan 5) perlakuan 1 + 0,3 g molase.

Inokulum mikroba rumen. Digesta dan cairan rumen diambil dari ternak ruminansia sapi
berfistula. Dibawa ke laboratorium segera setelah pengambilan dimasukan ke dalam termos untuk
mempertahankan temperatur. Digesta dan cairan rumen diblender agar homogen dan melepaskan
mikrobia yang menempel pada partikel pakan. Empat lapis kain muslin digunakan untuk
menyaring campuran. Cairan yang dihasilkan ditampung dalam beaker yang dialiri gas CO»,

digunakan sebagai inokulan segera setelah penyaringan (11).

Metode
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Teknik produksi gas menurut Theodorou, etal. (11) digunakan untuk mempelajari

keseimbangan pakan yang terbaik.

Preparasi medium buffer

Medium buffer terdiri dari 660 ml Cairan rumen, 1095 ml H,O, 730 ml buffer (4 g
NH;HCO; + 35gNaHCO; dijadikan 1000 ml dengan H,0), 365 ml macromineral (5,7 g Na,HPO,
+ 6,2 g KH,PO, + 0,6 g MgS0,.7 H,0, dijadikan 1000 ml dengan H,0) , 0,23 ml micromineral
(13,2 g CaCl,.2H,0 + 10,0 g MnCl,.4 H,O + 1,0 g Co Cl,.6 H,O + 8,0 g Fe Cls. 6 H,O dijadikan
100 ml dengan H,0) , 1,0 ml rezasurine 0,1 % (w/v), 60 ml larutan pereduksi (3,7 ml NaOH 1N +
580 mg Na,S.9 H,0O tepatkan dengan H,O menjadi 60 ml). Namun dalam penelitian ini larutan
pereduksi diganti dengan titanium acetat 15% (12).

Fermentasi dilakukan dengan menggunakan botol serum 160 ml. Setiap botol berisi
bahan pakan yang diuji ditambah 90 ml medium bufer, 10 ml inokulum mikroba rumen.
Ammonium-"°N sulfat (kelimpahan >N 10% ; isotec, UK) dengan konsentrasi 0,94% ditambahkan
pada awal inkubasi sebanyak 1 ml/ botol. Fermentasi dengan volume yang lebih besar dilakukan
dengan perlakuan yang sama pada botol 1 liter. Perbandingan antara bahan pakan, medium bufer,
dan Ammonium-**N sulfat sesuai dengan botol 160 ml sehingga diperoleh ratio antara volume
larutan dan head space sama antara botol besar dan botol kecil. Fermentasi pada botol besar
digunakan untuk mengisolasi mikroba dalam pengukuran kelimpahan N mikroba rumen, selama
inkubasi.

Fermentasi dihentikan pada waktu yang diinginkan pada penelitian ini setelah 24 jam.
Volume gas yang dihasilkan di catat. Keseluruhan isi botol kecil disentrifuge pada 20.000 g
selama 30 menit pada 4°C untuk memisahkan sel mikroba dari medianya (13). Pelet dicuci dengan
cara diresuspensi dengan 0,9 % NaCL untuk menghilangkan sisa NHs-N, kemudian disentrifus
kembali pada kecepatan 20.000 g selama 30 menit pada 4°C. Pencucian dengan NaCl dilakukan 2
kali, selanjutnya dicuci dengan aquades. Pelet di keringkan untuk mengukur kecernaan dan
kelimpahan *°N mikroba rumen. Pengeringan dilakukan dengan freeze dryer selama satu malam.
Sisa air dihilangkan dengan memanaskan tabung pada oven 105° C selama 3 jam. Kecernaan
dihitung dengan cara berat tabung plus pelet dikurangi tabung kosong dan dikoreksi dengan berat
pellet blangko (14).

Mikroba rumen diisolasi dengan sentrifugasi 500 ml media pada botol besar dengan

kecepatan 500 g selama 30 menit pada 4°C untuk memisahkan partikel pakan dan protozoa.
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Partikel pakan dan protozoa terendapkan pada sentrifugasi 100 — 2000 g (14). Selanjutnya
supernatan disentrifus pada 20.000 g selama 30 menit pada 4°C untuk memisahkan mikroba dari
medianya. Pencucian pelet mikroba dilakukan dengan cara resuspensi seperti telah disebutkan
sebelumnya.

Pelet kering dari botol besar maupun botol kecil selanjutnya dibuat tepung dengan ukuran
250pm atau kurang dengan jalan digiling dengan menggunakan ball mill grinding (15). N
enrichment mikroba rumen diukur dengan menggunakan isotop-ratio spectrometer massa.

Parameter yang diamati adalah, total produksi gas selama 24 jam, bahan kering pakan
tercerna, nilai kecernaan bahan pakan, produksi N mikroba, efisiensi N pakan.

Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap pola
searah. Bila terdapat perbedaan yang nyata dilajutkan dengan uji Duncan’s Multiple-Range Test
(DMRT).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Data pada Tabel 1 menunjukan bahwa penambahan molase sebagai sumber karbohidrat
mudah terdegradasi pada pakan sumber protein (red clover) secara sangat nyata (P<0,01)
meningkatkan total bahan kering tercerna dan kecernaan bahan kering. Peningkatan bahan pakan
tercerna dan nilai kecernaan berjalan seiring dengan peningkatan jumlah pemberian molase.
Peningkatan jumlah pemberian karbohidrat mudah terdegradasi secara sangat nyata (P<0,01) juga
meningkatkan produksi biomasa mikroba (Tabel 1). Penambahan karbohidrat mudah terdegradasi
akan meningkatkan pertumbuhan mikroba rumen dan laju degradasi substrat oleh mikroba rumen.
Beberapa penelitian menunjukan bahwa penambahan karbohidrat mudah terdegradasi dan protein
secara bersamaan mampu meningkatkan degradasi bahan organik pakan dan meningkatkan
pertumbuhan mikroba rumen yang berimplikasi terhadap peningkatan produktifitas ternak (2).
Bahan pakan yang tercerna selama proses fermentasi rumen akan diubah menjadi produk utama
yaitu VFA yang merupakan sumber energi bagi ternak dan biomasa mikrobia yang merupakan
sumber protein utama bagi ternak (6). Dua pertiga sampai tiga perempat asam amino yang diserap
oleh ternak ruminansia berasal dari protein mikroba rumen (16).

Jumlah bahan pakan tercerna berdasarkan bahan kering dan nilai kecernaan tertinggi
terdapat pada perlakuan 5 yaitu pada penambahan molase sebesar 0,3 g. Bahan kering tercerna

sebesar 1,25 g, sedangkan nilai kecernaan adalah 91, 72%, diikuti perlakuan 4, 3, 2, dan terendah
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pada perlakuan 1 dimana sumber protein tidak disuplementasi dengan sumber karbohidrat. Jumlah
bahan tercerna pada perlakuan 1 adalah 0,59 g dengan nilai kecernaan 78,43% (Tabel 1).

Tabel 1.  Profil fermentasi rumen : total produksi gas selama 24 jam inkubasi, pH, total produksi
volatil fatty acid (VFA), Total produksi mikroba, konsentrasi amonia (NH;) media, dan
akumulasi H,S pada penambahan karbohidrat mudah terdegradasi (molases) terhadap
pakan sumber protein (red clover).

Parameter Perlakuan
1 2 3 4 5 6
Bahan kering tercerna (g) 1,77° 2,11° 2,77° 3,2° 3,76°  **
Kecernaan bahan kering (%) 78,43°  79,95° 87,31° 88,04° 91,72° **
Total produksi N Mikroba (mg) ~ 26,14°  30,18° 3505°  36,27° 42,987 **
Efisiensi nitrogen pakan (%) 54,98° 5952 6357 62,54  6851° **
Total produksi gas (ml) 128,17 147,67 184,67° 210,83° 238° okl

abede nilai yang diikuti huruf berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata

sangat nyata (**)

nyata (*)

tidak nyata (NS)

Semua nilai pada Tabel adalah rata-rata dari 5 ulangan

Produksi biomasa protein mikroba tertinggi terdapat pada perlakuan 5, yaitu sebesar
42,98mg, diikuti perlakuan 3 dan 4 sebesar 35,05mg dan 36,27mg. Perlakuan 1 menghasilkan
biomasa protein mikroba terendah yaitu sebesar 26,14mg.

Peningkatan karbohidrat mudah terdegradasi secara sangat nyata (P<0,01) mampu
meningkatkan efisiensi pemanfaatan nitrogen pakan menjadi nitrogen mikroba portein. Efisiensi
tertinggi dicapai pada perlakuan 5 sebesar 68,51%, diikuti perlakuan 3 dan 4 masing-masing
sebesar 63,57% dan 62,54%. Efisiensi nitrogen pakan perlakuan 2 lebih rendah dari perlakuan 3
dan 4 yaitu sebesar 59,52% dan terendah pada perlakuan 1 sebesar 54,98%.

Wallace, et.al. (17) mengatakan bahwa ternak ruminansia merupakan ternak yang sangat
tidak efisien dalam retensi pakan sumber protein. Protein pakan setelah masuk ke dalam rumen
akan segera didegradasi secara cepat menjadi peptida yang merupakan senyawa antara. Peptida
selanjutnya didegradasi menjadi bentuk yang lebih sederhana, yaitu amonia yang segera hilang
melalui difusi dinding rumen. Hilangnya amonia menurunkan efisiensi pemanfaatan protein.
Peningkatan laju inkorporasi asam amino dan amonia oleh mikroba rumen akan meningkatkan
efisiensi pemanfaatan protein pakan. Efisiensi pemanfaatan protein pakan dipengaruhi oleh laju

degradasi protein yang sangat cepat yang tidak seimbang dengan ketersediaan sumber energi yang
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cepat dapat digunakan untuk pertumbuhan mikroba rumen. Penambahan sumber protein tidak
dapat menstimulasi pertumbuhan mikroba rumen tanpa diimbangi penambahan sumber
karbohidrat mudah terdegradasi. Penambahan selobiosa dibarengi dengan penambahan protein
mampu meningkatkan laju pertumbuhan mikroba rumen dan efisiensi pemanfaatan protein (18).
Produksi gas selama 24 jam meningkat sangat nyata (P<0,01) dengan peningkatan jumlah
karbohidrat mudah terdegradasi. Peningkatan karbohidrat mudah terdegradasi meningkatkan
jumlah bahan kering tercerna. Bahan pakan tercerna akan diubah oleh mikroba rumen menjadi
VFA dan protein mikroba dengan meningkatkanya pertumbuhan. Hasil samping fermentasi bahan
tercerna adalah CO, dan CH, yang berupa gas. Pada teknik produksi gas CO, akan dilepaskan dari
bufer bikarbonat setiap dihasilkan VFA ( 6). Sehingga peningkatan bahan pakan terdegradasi akan
meningkatkan gas yang dilepaskan. Dengan Kkata lain produksi gas dapat digunakan untuk

mengestimasi bahan pakan tercerna.
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Gambar 1.  Korelasi antara bahan pakan tercerna (g) Gambar 2.  Korelasi antara produksi bimassa mikroba
dengan total produksi gas selama 24 jan (mg) dengan total produksi gas selama 24
pada perlakuan penambahan sumber jam pada perlakuan penambahan sumber
karbohidrat mudah terdegradasi (molase) karbohidrat mudah terdegradasi (molase)
terhadap pakan sumber protein (red clover) terhadap pakan sumber protein (red clover)
y=167 x + 30,485 (r 0,999) n:5 y =6,8968 x — 53,48 (r 0,9641) n: 5

Gambar 1. menunjukkan bahwa terdapat korelasi positif yang nyata antara total produksi
gas dengan bahan kering tercerna dengan r = 0.999, dan persamaan regreasi Y = 167x + 30,485. y
adalah total produksi gas selama 24 jam dan X adalah bahan kering tercerna. Demikian dengan
nilai kecernaan bahan kering berkorelasi positif dengan total produksi gas (gambar tidak disajikan)
dengan persamaan regresi y = 7,7706x — 479,33 dan r = 0,9621. Hal ini sesuai dengan yang
dikemukakan oleh Blummel et.al. (14).

Produksi biomasa protein mikroba berkorelasi positif dengan produksi gas selama 24 jam
(Gambar 2). Persaman regresi adalah y = 6,8968 x — 53,48 dan R? = 0,9641. Hal ini sesuai dengan
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Carro dan Miller (19) yang menyatakan bahwa volume produksi gas selama inkubasi berkorelasi
positif dengan pertumbuhan mikroba dan jumlah pakan yang terfermentasi. Namun berkebalikan
dengan hasil penelitian Blummel et. al. (14).

KESIMPULAN

Terdapat korelasi positif antara volume produksi gas dan nilai kecernaan bahan pakan
serta pertumbuhan mikroba.

Penambahan karbohidrat mudah terdegradasi dapat meningkatkan nilai kecernaan bahan
pakan, produksi biomasa mikroba, dan efisiensi penggunaan nitrogen pakan oleh mikroba rumen
untuk pembentukan biomasa mikroba, seiring dengan peningkiatan jumlah penambahan
karbohidrat. Penambahan 0,3 g molase menunjukan hasil yang tertinggi sementara penambahan
0,15 dan 0,225 molase memberikan hasil yang lebih bail dibanding penambahan 0,0625 molase
dan red clover tanpa supelementasi. Dari hasil yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa in-vitro

teknik produksi gas dapat digunakan untuk evaluasi dan pemilihan bahan pakan untuk ternak.
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