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ABSTRAK

Sosis fermentasi ikan patin merupakan salah satu bentuk diversifikasi produk olahan ikan patin yang dibuat
dengan teknologi fermentasi menggunakan bakteri asam laktat (BAL). Penambahan starter BAL pada
pengolahan sosis fermentasi biasanya dilakukan untuk menghasilkan produk yang terstandar dan aman.
Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh penambahan kultur bakteri dan metabolit hasil
produksi Lactobacillus casei secara individu dan campuran terhadap mutu dan keamanan mikrobiologi
sosis fermentasi ikan patin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa produk sosis fermentasi ikan patin memiliki
pH dan aktivitas air (a ) dengan rentang 4,42 — 4,73 dan 0,967 — 0,978. Pemberian perlakuan secara
signifikan mempengaruhi mutu mikrobiologi sosis fermentasi ikan patin. Perlakuan penambahan BAL
maupun kombinasi BAL dan metabolit setelah pematangan 28 hari memiliki kandungan angka lempeng
total (ALT) dan total Enterobacteriaceae tidak berbeda nyata, serta tidak ditemukan cemaran E. coli dan
Salmonella sp. Sementara itu, perlakuan penambahan metabolit memiliki ALT dan BAL terendah, serta
ditemukan cemaran E. coli pada produk setelah pematangan 28 hari. Perlakuan kombinasi BAL dan metabolit
merupakan perlakuan terbaik karena mampu menjaga produk tetap memenuhi standar keamanan
mikrobiologi sosis hingga masa pematangan selesai dengan kandungan BAL tertinggi.

KATAKUNCI:  Bakteri asam laktat; produk fermentasi ikan; metabolit bakteri; keamanan pangan;

mutu mikrobiologis

ABSTRACT

Pangasius fish fermented sausage is one of the pangasius fish product diversification made by fermentation
technology using lactic acid bacteria (LAB). The addition of LAB cultures on the fermented sausage processing
is usually applied to meet the standard and safety of the product. This study aimed to evaluate the effect of
adding bacterial cultures and metabolites produced by Lactobacillus casei both individually and in
combination on the quality and microbiological food safety of pangasius fish fermented sausage. The
results showed that the pangasius fish fermented sausage had pH and a  in the range of 4.42 — 4.73 and
0.967 — 0.978, respectively. The treatments significantly affected the microbiological quality of fermented
Pangasius fish sausage. Total plate count (TPC) and total Enterobacteriaceae of fermented sausage treated
with LAB or the combination of LAB and metabolites after 28 days ripening were not significantly different,
while E. coli and Salmonella sp. contamination were not detected. Meanwhile, the treatment of metabolites
had the lowest TPC and LAB content, and E. coli contamination was found in the product after 28 days of
ripening. The treatment of a combination of LAB and metabolites is chosen as selected treatment because
it was able to maintain the product in compliance with the microbiological safety standards of sausages
until the ripening period is complete with the highest LAB content.
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PENDAHULUAN

Ikan patin (Pangasius pangasius) merupakan salah
satu komoditas perikanan budidaya air tawar yang
menjanjikan. Berdasarkan data dari Kementerian
Kelautan dan Perikanan, produksi ikan patin terus
mengalami peningkatan dari 319.967 ton pada tahun
2016 menjadi 384.310 ton pada tahun 2019 (KKP,
2020). Ikan patin tinggi kandungan protein (12,94—
17,52%), rendah lemak (0,89—1,23%), dan mengandung
beragam asam amino esensial (Suryaningrum et al.,
2010). Namun, kandungan zat gizi yang tinggi juga
dapat menyebabkan ikan patin mudah mengalami
kerusakan (perishable food) (Harmain et al, 2012).
Selain itu, ikan patin juga dikenal memiliki off-flavor
berupa bau tanah yang kurang disukai oleh konsumen
(Djamil et al., 2021). Oleh karena itu, dibutuhkan
diversifikasi produk yang tepat untuk menangani
masalah tersebut, salah satunya diolah menjadi produk
sosis fermentasi.

Sosis fermentasi merupakan produk olahan daging
dalam selubung (casing) yang dibuat melalui proses
fermentasi dengan atau tanpa bantuan kultur starter
bakteri (Leroy et al., 2006). Penggunaan kultur starter

lebih disukai karena dapat menghasilkan produk hasil
fermentasi yang terstandar dan aman (Cruxen et al.,
2018). Kultur starter bakteri asam laktat (BAL) yang
banyak digunakan dan tersedia secara komersial
umumnya berasal dari genus Lactobacillus, Strepto-
coccus dan Micrococcus (Arief et al., 2010).

Selama proses fermentasi, BAL menghasilkan
beragam metabolit seperti asam laktat, asam sitrat,
dan asam asetat, serta enzim seperti nitrat reduktase,
katalase, lipolitik dan proteolitik (Fonseca et al., 2013;
Sallan et al., 2022). Beragam metabolit tersebut
berperan penting dalam penurunan pH serta
pembentukan rasa, tekstur, dan aroma (Sallan et al.,
2022). Studi Cruxen et al., (2018) melaporkan bahwa
sosis fermentasi memiliki karakteristik rasa
cenderung asam (pH 4,8 — 5,5), aktivitas air (a ) di
bawah 0,92, tekstur lebih padat, serta aroma khas
akibat pembentukan beberapa senyawa volatil asam,
ester keton, aldehida, terpenoid, dan belerang.
Metabolit yang dihasilkan oleh BAL juga berperan dalam
memperpanjang masa simpan produk (Holck et al.,
2017). Produksi asam organik selama fermentasi
menyebabkan penurunan pH produk sehingga dapat
menghambat pertumbuhan mikroba pembusuk dan
patogen (Kim et al., 2014). Selain itu, BAL juga
menghasilkan metabolit bersifat antimikroba seperti
bakteriosin. Bakteriosin merupakan protein pendek
atau peptida hasil sintesis secara ribosomal yang
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mampu menghambat pertumbuhan bakteri lain yang
berkerabat dekat dengan strain produsen (Kurnianto
et al., 2021). Bakteriosin diketahui mampu meng-
hambat bakteri patogen dan pembusuk pangan seperti
S. aureus, E. coli, Salmonella typhi, Vibrio sp.,
Pseudomonas  aeruginosa, dan Listeria
monocytogenes (Kurnianto et al., 2021; Niederhdusern
et al., 2020; Sheoran & Tiwari, 2019).

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi mutu
mikrobiologi sosis fermentasi ikan patin dengan
perlakuan penambahan kultur starter dan metabolit
dari bakteri Lactobacillus casei yang ditambahkan
secara individu maupun campuran selama waktu
pematangan 28 hari.

BAHAN DAN METODE

Preparasi kultur bakteri

Isolat tunggal Lactobacillus casei disegarkan dalam
medium MRS broth dan diinkubasi selama 48 jam pada
suhu 37 °C. Setelah itu, kultur diinokulasikan ke dalam
larutan susu skim steril 10% dan diinkubasikan selama
48 jam pada suhu 37 °C. Kultur kemudian ditumbuhkan
pada medium MRS agar untuk mengetahui
populasinya. Kultur dengan populasi >10% CFU mL!
digunakan sebagai kultur kerja. Kultur starter kerja
diinokulasi kembali ke dalam MRS broth, diinkubasi
selama 48 jam pada suhu 37 °C, dan disentrifugasi
dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit pada
suhu 4 °C untuk mendapatkan kultur starter siap pakai
(Harmain et al., 2012).

Preparasi metabolit bakteri

Kultur kerja Lactobacillus casei diinokulasikan pada
medium MRS broth dan diinkubasi pada 37 °C selama
18 jam (fase pertumbuhan eksponensial) dalam incu-
bator shaker. Setelah itu, kultur bakteri disentrifugasi
pada 7000 x g, 4 °C selama 15 menit untuk memisahkan
supernatan mengandung metabolit dan biomassa sel.
Supernatan mengandung metabolit bebas sel diukur
nilai pHnya, dikeringkan dengan freeze dryer dan
disimpan pada suhu freezer (-20°C) untuk analisis
selanjutnya (Desniar, 2012; Kurnianto et al., 2020).

Pembuatan sosis fermentasi

Ikan patin dibersihkan, difillet dan digiling
menggunakan meat grinder. Daging ikan giling (500
g) lalu dicampur dengan garam (10 g), gula (1,5), isolat
protein kedelai (20 g), susu skim (30 g), dan bumbu
rempah (lada 1 g, lengkuas 0,4 g, jahe 0,4 g, kayu
manis 0,3 g, bawang putih bubuk 0,3 g dan cengkeh
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0,2 g), kemudian diaduk hingga homogen. Selanjutnya,
campuran daging ikan giling diberikan kultur bakteri
Lactobacillus casei secara individu (T1), kombinasi
kultur bakteri dan metabolit Lactobacillus casei (T2)
dan metabolit Lactobacillus casei secara individu (T3)
sebanyak 2 mL per 500 g adonan dan dihomogenkan
kembali. Kultur bakteri memiliki kepadatan populasi
1,45 x 108-2,30 X 10% CFU mL'. Adonan dimasukkan
ke dalam casing kolagen (panjang 10 cm), dan dilakukan
pemeraman selama 24 jam pada suhu 30°C. Setelah
pemeraman selesai, adonan sosis fermentasi dilakukan
pengasapan dingin dengan suhu berkisar 25 — 35 °C
selama 10 jam (Arief et al., 2010). Selanjutnya, dilakukan
pematangan pada sosis fermentasi selama 28 hari pada
suhu ruang dengan pengambilan sampel analisis setiap
tujuh hari.

Analisis aktivitas air dan pH

Analisis aktivitas air (a ) dilakukan dengan a  meter
(Shibaura WA-360). Sementara itu, analisis pH
dilakukan menggunakan pH meter (Horiba PH1300)
yang telah terkalibrasi (Usan et al., 2021).

Analisis angka lempeng total (ALT) dan total
Enterobacteriaceae

Sosis fermentasi dilarutkan dalam larutan buffer
peptone water (BPW) 0,1 % dan dihomogenkan,
kemudian dilakukan pengenceran bertingkat hingga
10°. Sebanyak 1 mL sampel hasil pengenceran
diinokulasikan ke dalam cawan petri, ditambahkan
medium pertumbuhan, dan dihomogenkan. Medium
PCA (plate count agar) digunakan untuk analisis ALT
sedangkan medium VRBGA (Violet Red Bile Glucose-
Agar) digunakan untuk analisis total Enterobacteri-
aceae (BSN, 2008). Medium dibiarkan memadat dan
diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37 °C. Petri
dengan jumlah koloni antara 25 — 250 dihitung dengan
rumus perhitungan:

EC g
[(N1x 1)+ (N2x2)] X

N merupakan jumlah koloni yang dinyatakan dalam
CFU mL", £ C adalah total jumlah koloni yang dihitung,
N1 adalah jumlah cawan pada pengenceran pertama
yang koloninya dapat dihitung, N2 adalah jumlah cawan
pada pengenceran kedua yang koloninya dapat
dihitung, dan d adalah pengenceran pertama yang
dihitung (BAM, 2001).

Analisis kualitatif Escherichia coli

Analisa kualitatif Escherichia coli (E. coli) mengacu
pada SNI No. 2897 Tahun 2008 (BSN, 2008). Analisa
terdiri dari tahap pendugaan, penegasan dan
identifikasi secara biokimia. Tahap pendugaan diawali
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dengan pengenceran sampel dalam buffer, inokulasi
ke dalam tabung reaksi berisi tabung durham dan
medium LTB (Laury Tryptose Broth), serta inkubasi
selama 24 jam pada 37 °C. Sampel positif (ditandai
dengan kekeruhan dan pembentukan gas dalam tabung
durham) diinokulasikan pada tabung reaksi berisi
medium ECB (E. coli Broth) dan tabung durham, dan
diinkubasi selama 48 jam pada 37 °C. Tabung dengan
hasil positif (ditandai dengan terbentuknya gas dan
kekeruhan medium) direkapitulasi untuk mengetahui
jumlah pendugaan E. coli menggunakan angka paling
memungkinkan (APM) (SNI 2006). Tahap penegasan
dilakukan dengan menggoreskan sampel dari tabung
ECB positif pada medium EMBA (Eosin Methylene Blue
Agar) dan diinkubasi pada 37°C selama 24 jam. Koloni
dengan ciri berwarna hitam pada bagian tengah dan
dengan atau tanpa hijau metalik diduga merupakan E.
coli. Pada tahap identifikasi, koloni positif dari hasil
analisis pada medium EMBA dilakukan uji biokimia
IMViC (Indol Metil Voges-Proskauer Citrate). Pada uji
IMViC, masing-masing koloni positif diinokulasikan
pada medium TB (pembentukan indol), Methyl Red,
Voges Proskauer, dan SCA, dan diinkubasi pada 37°C
selama 48 jam. Sampel positif E. coli ditandai dengan
hasil uji TB dan MR positif (+), dan uji VP dan citrate
negatif ().

Analisis kualitatif Salmonella

Analisis kualitatif Salmonella sp. mengacu pada SNI
No0.2897 Tahun 2008 (BSN, 2008). Analisis terdiri dari
tahap pra-pengayaan, pengayaan selektif, isolasi dan
identifikasi. Tahap pra-pengayaan dimulai dengan
homogenasi sampel menggunakan stomacher,
dilanjutkan dengan pengenceran, inokulasi sampel pada
medium LB (Luria-Bertani Broth), dan inkubasi pada
suhu 35°C selama 24 — 48 jam. Pada tahap pengayaan
selektif, sebanyak 0,1 mL medium LB hasil tahap pra-
pengayaan diambil dan diinokulasikan ke medium RV
(Rappaport-Vassiliadis) dan TTB (Tetrathionate Broth
Base), Medium RV dan TTB masing-masing diinkubasi
pada suhu 37 dan 42 °C selama 24 jam. Pada tahap
isolasi, koloni terduga Salmonella dari masing-masing
medium (RV dan TTB) digoreskan pada medium HEA
(Hektoen Enteric Agar), BSA (Bismuth Sulphite Agar)
dan XLDA (Xyloe-Lysine-Deoxycholate Agar), dan
diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 — 48 jam.
Identifikasi dilakukan berdasarkan karakteristik koloni
yang tumbuh pada medium agar. Pada medium HEA,
koloni Salmonella memiliki karakteristik warna hijau
kebiruan dengan atau tanpa titik hitam. Pada medium
BSA, koloni memiliki warna keabu-abuan atau
kehitaman atau metalik dengan halo effect berwarna
cokelat gelap di sekitar koloni. Pada medium XLDA,
koloni memiliki ciri berwarna merah muda dengan
atau tanpa warna hitam di bagian tengah. Koloni
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dengan karakteristik tersebut dilakukan identifikasi
lanjut dengan menginokulasikannya pada medium TSIA
(Triple Sugar Iron Agar) dan LIA (Lysine-Iron Agar),
dan diinkubasi pada 35 °C selama 48 jam. Pada me-
dium TSIA, koloni Salmonella akan berwarna merah
atau kuning dengan atau tanpa warna hitam. Pada
medium LIA, Salmonella akan menghasilkan warna
hitam.

Analisis total BAL

Analisis total BAL dilakukan berdasarkan metode
BAM (2001). Sosis fermentasi yang telah di-
homogenisasi, dilarutkan dalam buffer NaCl, dan
dilakukan pengenceran bertingkat hingga 1075,
Sebanyak 1 mL masing-masing suspensi sampel hasil
pengenceran diambil dan dimasukkan ke dalam cawan
petri yang sudah berisi medium MRS agar dengan
penambahan CaCO, 1 %, dan tunggu hingga medium
memadat. Setelah padat, campuran medium MRS agar
dan suspensi sampel dilakukan overlay dengan me-
dium yang sama dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama
48 jam. Banyaknya koloni bakteri asam laktat dihitung
menggunakan rumus perhitungan BAM.

Analisis statistik

Percobaan penelitian dilakukan sebanyak tiga kali
ulangan, dan hasil dinyatakan sebagai rata-rata =+
standar deviasi (SD). Analisis data dilakukan
menggunakan perangkat lunak SPSS 18.0 dengan
analisis ANOVA dan uji Duncan (95% confidence level)
untuk mengetahui perbedaan yang signifikan antar
perlakuan.

HASIL DAN BAHASAN

Nilai pH dan a sosis ikan fermentasi

Gambar 1 menunjukkan perubahan pH dan a  sosis
fermentasi ikan patin selama waktu pematangan 28
hari. Hasil uji menunjukkan bahwa nilai pH awal (hari
ke-0) sosis fermentasi berkisar antara pH 3,75 — 6,49.
Nilai pH pada perlakuan T3 secara signifikan lebih
rendah dibandingkan T1 dan T2. Hal tersebut
disebabkan oleh penambahan hanya metabolit bakteri
L. casei yang memiliki pH mencapai 3,24 = 0,53 -
4,65 = 0,74. Hasil analisis juga menunjukkan nilai pH
pada perlakuan T1 dan T2 mengalami penurunan yang
signifikan selama 14 hari pertama masa pematangan
yaitu mencapai pH 4,28 dan 3,59. Selanjutnya, nilai
pH tersebut meningkat pada hari ke-21 hingga 28.
Hasil penelitian ini sesuai dengan Mendonga et al.
(2013) di mana pada sosis fermentasi terjadi
penurunan pH terjadi pada 7 hari pertama pematangan
dari pH 5,9 menjadi pH 4,4. Selanjutnya, nilai pH
cenderung meningkat hingga pH 5,25 pada akhir masa
pematangan. Studi lain juga menunjukkan bahwa

selama 6 hari pertama proses pematangan sosis
fermentasi, terjadi penurunan nilai pH dari pH 5,84
menjadi pH 4,74 — 5,01. Pada hari ke-12 (akhir masa
pematangan), pH cenderung meningkat hingga pH
5,13 (Ozturk et al. 2020). Berbeda dengan T1 dan T2,
hasil uji menunjukkan nilai pH pada perlakuan T3 terus
mengalami peningkatan selama masa pematangan dari
pH 3,75 menjadi pH 5,57. Hasil ini sesuai dengan
penelitian Aritonang et al. (2020) yang melaporkan
sosis fermentasi dengan penambahan hanya
bakteriosin (metabolit produksi BAL) juga terus
mengalami peningkatan selama masa pematangan 12
hari dari pH 5,32 menjadi pH 5,43. Sosis fermentasi
dengan penambahan hanya bakteriosin juga menun-
jukkan peningkatan nilai pH selama 20 hari masa
pematangan dari pH 4,81 menjadi pH 5,43 (Barbosa
et al. 2017).

Perubahan pH yang terjadi pada proses pema-
tangan sosis fermentasi ikan patin diduga disebabkan
karena pertumbuhan mikroorganisme dan aktivitas
enzimatis. Studi Liu et al., (2021) melaporkan bahwa
penurunan nilai pH pada awal proses fermentasi
disebabkan karena aktivitas pertumbuhan BAL dan
produksi metabolitnya seperti asam laktat dan asam
asetat. Metabolit tersebut mampu menurunkan pH
produk menjadi lebih rendah sehingga dapat
menghambat pertumbuhan berbagai bakteri patogen
dan pembusuk (Flores & Toldrd, 2011; Liu et al., 2021).
Sementara itu peningkatan nilai pH diduga disebabkan
oleh aktivitas enzim dekarboksilase yang memainkan
peran penting dalam mengubah asam amino menjadi
basa amina (biogenic amines) (Liu et al., 2021).
Kusmajadi (2012) juga melaporkan meningkatnya nilai
pH sosis seiring waktu pematangan terjadi akibat
aktivitas enzim dan dekomposisi senyawa kimia
seperti protein yang menghasilkan produksi senyawa
basa seperti indol, scatol dan cadaverin.

Selain itu, faktor pertumbuhan dan aktivitas
mikroorganisme seperti khamir diduga juga
menyebabkan peningkatan pH. Khamir dengan genus
seperti Zygosaccharomyces, Debaryomyces dan
Hansenula dilaporkan berasosiasi dalam produk
fermentasi ikan (Paludan-Miiller et al. 2002) Mendonga
etal., (2013), melaporkan bahwa jumlah khamir dalam
sosis fermentasi meningkat pada hari ke-7 masa
pematangan seiring dengan terjadinya peningkatan
nilai pH sosis fermentasi artisinal. Beberapa khamir
seperti D. hanseeni dapat mendegradasi asam laktat
dan asam asetat sehingga menyebabkan pergeseran
pH produk ke arah netral (Flores-andrade et al. 2015;
Ozturk et al. 2021). Pada sosis fermentasi, aktivitas
khamir mampu mencegah atau mengurangi peng-
asaman yang berlebih pada produk sehingga produk
akhir tidak terlalu asam dan memiliki rasa yang lebih
manis (Mendonga et al., 2013). Selain itu, faktor lain
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Gambar 1. Perubahan pH (A) dan aw (B) sosis fermentasi ikan patin selama waktu pematangan 28 hari;

Figure 1. pH (A) and aw (B) changes of pangasius fish fermented sausage during ripening for 28 days

seperti pembentukan senyawa N non-protein dan ion
basa amonium berpasangan dengan aksi penyangga
protein juga mampu meningkatkan nilai pH
(Mendonga et al., 2013; Patrignani et al., 2007).

Hasil analisis a  pada sosis fermentasi ikan patin
disajikan pada Gambar 1. Selama 14 hari pertama
waktu pematangan, nilai a  sosis fermentasi T1, T2
dan T3 menunjukkan tren penurunan dari berkisar
0,865 —0.925 menjadi 0.765 — 0.842. Tren penurunan
nilai a_ terus terjadi pada sosis fermentasi T1 dan T2
hingga mencapai nilai a_ akhir berkisar 0.725 —0.745
pada hari ke-28. Hasil ini sesuai dengan studi Martin
et al. (2021) dan Usan et al., (2021) yang melaporkan
penurunan a_ pada sosis fermentasi Salchiron dan
turki setelah pematangan masing-masing selama 90
dan 30 hari. Penurunan a_ diduga terkait dengan
penurunan pH produk oleh asam yang dihasilkan dari
aktivitas BAL, yang mana pH rendah menyebabkan
protein otot mampu menyentuh isoelektrik yang
mengakibatkan denaturasi dan hilangnya kemampuan
menahan air yang mendorong proses pengeringan
sosis fermentasi (Jung et al., 2015; Toldra et al. 2007).
Studi lain oleh Cavalheiro et al., (2019) menunjukkan
bahwa semakin rendah penurunan nilai pH produk
sosis fermentasi, maka nilai a  yang terkandung pada
produk juga semakin berkurang. Penurunan nilai a
juga diduga disebabkan proses penguapan akibat
pengasapan yang dilakukan sebelum proses fermentasi
(Harmain et al., 2012). Proses pengasapan tersebut
menyebabkan bagian permukaan sosis menjadi lebih
kering akibat penguapan air bebas. Studi Nisa dan
Wardani (2016) juga menunjukkan bahwa lama
pengasapan berpengaruh signifikan terhadap kadar air
(%), yang mana semakin lama pemasakan maka kadar
air akan semakin menurun. Menurut Ozturk et al.
(2021) a dari sosis fermentasi berkorelasi positif
dengan kadar air.
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Berbeda dari T1 dan T2, sosis fermentasi T3
mengalami peningkatan nilai a  setelah hari ke-14
waktu pematangan, meskipun pada hari hari ke-21
hingga 28 nilai a, kembali mengalami penurunan.
Fluktuasi nilai a , tersebut juga ditemukan pada studi
Mendonga et al., (2013), yang mana penurunan a  pada
sosis fermentasi artisinal terjadi hingga hari ke-10
dilanjutkan kenaikan pada hari ke-20, dan menurun
lagi hingga hari ke-50. Fluktuasi nilai a, diduga
berhubungan dengan peningkatan nilai pH produk
(Gambar 1), yang mana sosis fermentasi ikan patin
T3 pada hari ke-14 memiliki nilai pH tinggi yaitu pH
5,3. Toldra (2007) dan Ozturk et al. (202 1) menyatakan
bahwa sosis fermentasi dengan nilai pH tinggi
memiliki kapasitas retensi air yang tinggi sehingga
proses penurunan nilai a atau pengeringan produk
menjadi terhambat (Toldra 2007). Penurunan nilai a
dalam proses pematangan sosis fermentasi penting
karena dapat memperpanjang umur simpan dan
keamanan produk karena mampu menghambat
berbagai aktivitas dari mikroorganisme pembusuk dan
enzim (Martin et al. 2021).

Keamanan mikrobiologi sosis fermentasi

Analisis cemaran ALT menunjukkan bahwa selama
masa pematangan hingga 28 hari, T1 dan T2 memiliki
nilai ALT yang tidak berbeda signifikan dengan kisaran
antara 8,08 — 8,78 Log CFU g'. Nilai ALT tertinggi
pada T1 diperoleh pada hari ke-14 (8,78 Log CFU g)
dan T2 diperoleh pada hari ke-21 (8,74 Log CFU g').
Sementara itu, nilai ALT T3 secara signifikan lebih
rendah dibandingkan T1 dan T2 (Gambar 2). T3
memiliki nilai ALT tertinggi hanya sebesar 4,77 Log
CFU g' pada hari ke-28. Perbedaan nilai ALT disebabkan
karena T3 tidak diberikan penambahan kultur starter
BAL dan hanya diberikan supernatan bebas sel yang
berisi produk metabolisme BAL. Arief et al., (2010)
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Gambar 2.
patin selama waktu pematangan 28 hari

Figure 2.
during ripening for 28 days

dan Kim et al., (2014) menyatakan bahwa umumnya
pembuatan sosis fermentasi menggunakan 10° — 108
CFU mL" kultur starter BAL. Penambahan kultur starter
BAL menyebabkan peningkatan nilai ALT hingga
menjadi 108 CFU mL' (Harmain et al., 2012; Holck et
al., 2017).

Hasil analisis ALT juga menunjukkan terjadinya
fluktuasi nilai ALT pada periode tertentu selama proses
pematangan (Gambar 2). Pada T1 dan T2, tren
peningkatan nilai ALT terjadi dari hari ke-0 (8,085 —
8,275 Log CFU g') hingga hari ke-14 dan 21 (8,740 —
8,780 Log CFU g'). Pada hari ke-14 hingga 28, nilai
ALT cenderung mengalami penurunan. Peningkatan
nilai ALT diduga disebabkan nutrisi yang dibutuhkan
untuk pertumbuhan bakteri, terutama bakteri asam
laktat, yang ditambahkan pada adonan sosis
fermentasi masih mendukung. Selain itu, kondisi
lingkungan yang cenderung asam juga ikut mendukung
pertumbuhan bakteri asam laktat dan mengeliminasi
pertumbuhan bakteri kontaminan. Rolfe dan Daryaei
(2020) menyatakan bahwa faktor-faktor lingkungan
atau faktor ekstrinsik seperti nutrisi, pH, aktivitas
air, suhu, dan jumlah oksigen berperan besar dalam
pertumbuhan bakteri pada produk pangan. Sosis
fermentasi cenderung memiliki pH yang rendah (pH

< 5,0) sehingga hanya bakteri bersifat asidofilik
seperti kelompok BAL yang mampu mempertahankan
pertumbuhannya (Flores & Piornos, 2021; Holck et
al., 2017; Seleshe & Kang, 2021).

Berbeda dari T1 dan T2, nilai ALT T3 cenderung
mengalami peningkatan selama waktu pematangan
(Gambar 2). Peningkatan nilai ALT yang signifikan
terjadi pada masa akhir pematangan yaitu hari ke-14
hingga 28 (3,455 — 4,775 Log CFU g'). Nilai ALT yang
meningkat diduga disebabkan adanya pertumbuhan
bakteri kontaminan yang tidak mengalami kematian
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(dalam kondisi injury) setelah diberikan perlakuan
metabolit BAL yang cenderung memiliki pH rendah
(pH<5,0) dan mampu melakukan recovery ketika
kondisi lingkungan sudah mendukung. Studi Wahyuni
(2015) menyatakan bahwa golongan bakteri coliform
(termasuk famili Enterobacteriaceae) hanya mampu
hidup pada lingkungan dengan pH mendekati netral
(pH 6,0 — 7,0). Pada pH asam (pH <7,0) kemampuan
hidup coliform turun sebanyak 40 %, sementara pada
pH basa (pH >7,0) kemampuan hidup coliform juga
menurun sekitar 30 % untuk setiap peningkatan atau
penurunan pH. Studi lain proses pada pematangan keju
menunjukkan bahwa coliformumumnya tidak aktif atau
pertumbuhannya terhambat oleh penurunan pH akibat
aktivitas BAL selama proses pematangan keju. Namun,
ketika keju telah mengalami penuaan, terjadi proses
proteolisis yang menyebabkan peningkatan nilai pH
sehingga dapat mendukung kembali pertumbuhan
coliform (Martin et al., 2016).

Enterobacteriaceae merupakan kelompok bakteri
Gram-negatif yang mampu bersifat sebagai patogen
oportunistik ataupun bersifat sebagai bakteri
pembusuk. Kelompok ini mencangkup beberapa
bakteri seperti Salmonella, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli, Shigella spp. Erwinia spp.,
Pectobacterium spp. dan Chronobacter spp.
(D’Agostino & Cook, 2015). Analisis total Enterobac-
teriaceae menunjukkan T1 dan T2 memiliki tren yang
sama, yang mana terjadi penurunan total Enterobac-
teriaceae secara signifikan pada hari pematangan ke-
7. Pada hari tersebut tidak terdeteksi koloni Entero-
bacteriaceae pada produk. Tren ini terus terjadi hingga
hari pematangan ke-28. Sementara itu pada T3, total
Enterobacteriaceae sempat menunjukkan penurunan
nilai pada hari pematangan ke-7. Namun pada hari ke-
14 hingga 28, nilai total Enterobacteriaceae meningkat
secara signifikan hingga 0,995 Log CFU mL' (Gambar
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2). Aktivitas BAL dalam menghasilkan beragam
metabolit seperti asam laktat, asam asetat, dan
bakteriosin diduga berperan dalam menghambat
pertumbuhan kelompok bakteri Enterobacteriaceae
(Arief et al., 2013). Studi Kim et al., (2014) dan Yoo et
al., (2015) menunjukkan korelasi positif antara
pertumbuhan BAL dengan produksi asam laktat, yang
mana terjadi peningkatan asam laktat hingga 23 mg/g
selama pematangan sosis fermentasi. Sementara itu,
peningkatan total Enterobacteriaceae pada T3 diduga
terjadi karena peningkatan pH produk akibat adanya
aktivitas khamir (Gambar 1). Khamir mampu
mendegradasi asam-asam organik yang dihasilkan oleh
BAL seperti asam laktat dan asam asetat sehingga
menyebabkan pergeseran nilai pH menuju netral
(Flores et al. 2015; Ozturk et al. 2021). Kondisi ini
memicu kemungkinan bakteri yang tidak diinginkan
seperti Enterobacteriaceae untuk tumbuh. Selain
aktivitas khamir, perubahan pH yang memicu
peningkatan total Enterobacteriaceae juga didapat
disebabkan interaksi antara matriks pangan dengan
metabolit. Menurut Suryanti et al., (2011), pH rata-
rata dari daging ikan patin segar yang telah dilumat
berkisar antara pH 7,19 — 7,24. Sedangkan pH dari
metabolit yang dihasilkan bakteri asam laktat Lacto-
bacillus plantarum berkisar antara pH 3,40 — 3,65 (Noor
et al., 2018). Interaksi tersebut memungkinkan pH
metabolit bakteri yang rendah bergeser ke arah netral
akibat pencampuran dengan bahan baku sosis
fermentasi yaitu ikan. Analisis lebih lanjut total En-
terobacteriaceae dilakukan terhadap bakteri Salmo-
nella dan E. coliyang disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Analisis kualitatif keberadaan Salmonella sp.
dan E. coli pada sosis fermentasi ikan patin
dengan tiga perlakuan berbeda selama waktu
pematangan 28 hari

Table 1. Qualitative analysis of Salmonella sp. and E.
coli in pangasius fish fermented sausage at
three different treatments during ripening
for 28 days

Waktu E. coli Salmonella
pematangan (hari) T1 T2 T3 T1 T2 T3
0 + + - - - -

7 - - - - - _

14 - - 4+ - - -

21 - - 4+ - - -

28 B

Keterangan : T1 (sosis fermentasi + BAL); T2 (sosis fermentasi + BAL
+ Metabolit); T3 (sosis fermentasi + metabolit);
(-): negatif E. coli/ Salmonella; (+): positif E. coli/
Salmonella

Menurut BSN (2013) pada SNI 7755:2013, untuk
menjamin mutu dan keamanan pangan sosis ikan
dipersyaratkan cemaran mikroba untuk Salmonella
harus negatif per 25 g dan E. coli harus di bawah 3
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APM per gram. Hasil analisis menunjukkan bahwa
semua perlakuan negatif dari keberadaan Salmonella
dari awal (hari ke-0) hingga hari akhir pematangan (hari
ke-28). Sementara itu pada analisis E. coli, perlakuan
T1 dan T2 pada hari pematangan ke-0 menunjukkan
hasil positif. Keberadaan E. coli pada produk dapat
disebabkan karena bahan baku yang merupakan res-
ervoir primer dari E. coli atau adanya kontaminasi
silang pada beberapa titik kritis proses produksi sosis
fermentasi ikan patin yang menjadi sumber E. coli
seperti pada tahap pencucian bahan baku dengan air,
penambahan bumbu-bumbu, pengasapan dan pema-
tangan (Graumann & Holley, 2008). Pada waktu
pematangan selanjutnya, pertumbuhan E. coli diduga
terhambat sehingga pada akhir waktu pematangan (hari
ke-28) kedua perlakuan menunjukkan hasil negatif.
Terhambatnya pertumbuhan E. coli diduga disebabkan
karena penurunan pH yang terjadi pada produk. Studi
Xu et al. (2020) dan Philip et al. (2018) menunjukkan
bahwa, E. coli mampu tumbuh dengan optimal pada
kisaran pH 6,5 — 7,5. Sedangkan pada pH rendah, pH
2,0 — 4,0, E. coli hanya dapat bertahan dengan tanpa
melakukan pertumbuhan. Pada perlakuan T3, analisis
E. coli menunjukkan hasil negatif pada hari pema-
tangan ke-0 hingga 14. Pada hari pematangan
selanjutnya (hari ke-21 hingga 28), hasil analisis E.
coli menunjukkan hasil positif. Hasil tersebut sejalan
dengan analisis Enterobacteriaceae sebelumnya, yang
mana terjadi peningkatan total Enterobacteriaceae
yang dimulai dari hari pematangan ke-14 hingga 28.

Berdasarkan hasil analisis mutu mikrobiologis yang
telah dilakukan, hanya sosis fermentasi T1 dan T2 yang
dapat dikatakan aman secara mikrobiologis karena
mampu menjaga stabilitas pada nilai ALT, memiliki nilai
total Enterobacteriaceae yang negatif hingga akhir
masa pematangan, serta memenubhi kriteria keamanan
pangan mikrobiologis SNI 7755:2013 pada keberadaan
E. coli dan Salmonella.

Total BAL

BAL merupakan kelompok bakteri yang mampu
menghasilkan asam laktat sebagai produk utama
metabolismenya (Francoise, 2010). Genus terbesar
dari kelompok BAL dengan lebih dari 200 spesies
adalah Lactobacillus (Sun et al., 2015). Lactobacillus
casei merupakan salah satu spesies dari Lactobacillus
yang telah banyak digunakan karena potensi
komersial, industri dan kesehatannya (Hill et al., 2018).
Hasil analisis total BAL menunjukkan bahwa T1, T2
dan T3 memiliki kecenderungan tren pertumbuhan
yang hampir identik, yang mana peningkatan
pertumbuhan BAL terjadi dari hari ke-0 hingga mencapai
puncak pada hari ke-14 dengan nilai total BAL tertinggi
mencapai 9,185 Log CFU g' (perlakuan T2). Setelah
hari ke-14, pertumbuhan BAL cenderung menurun
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Gambar 3. Pertumbuhan total BAL pada sosis fermentasi ikan patin selama waktu pematangan 28 hari

Figure 3. Lactic acid bacteria growth in pangasius fish fermented sausage during ripening for 28 days

hingga mencapai total BAL terendahnya pada hari ke-
28. Hasil penelitian ini sejalan dengan Harmain et al.,
(2012), di mana studi tersebut menunjukkan nilai to-
tal BAL L. plantarum 1B1 dalam sosis fermentasi ikan
patin mengalami peningkatan hingga 8,8 Log CFU g
pada hari ke-8, dan mulai mengalami penurunan nilai
total BAL dari hari ke-12 hingga 20. Studi Liu et al.
(2021) juga menunjukkan bahwa populasi BAL L.
delbrueckiiN102 dan L. sakei H1-5 selama pematangan
sosis fermentasi mengalami puncak pertumbuhan pada
hari ke-5 sebesar 8,79 dan 8,69 Log CFU g, dan mulai
mengalami stagnansi hingga penurunan pertumbuhan
dari hari ke-10 hingga 25. Peristiwa penurunan
pertumbuhan BAL setelah mencapai pertumbuhan
puncak dapat disebabkan beberapa faktor seperti
nutrisi yang semakin sedikit dan kondisi pH rendah
produk yang mampu menghambat pertumbuhan BAL
itu sendiri (Yan et al., 2022).

Meskipun memiliki tren pertumbuhan yang serupa,
antara T1, T2 dan T3 memiliki nilai total BAL yang
berbeda signifikan (Gambar 3). Perbedaan tersebut
salah satunya disebabkan oleh adanya perlakuan
penambahan kultur starter BAL. Pada T1 dan T2, di
mana sosis ikan ditambahkan kultur starter BAL, nilai
total BAL tertinggi mencapai 8,940 — 9,185 Log CFU
g'. Sedangkan pada T3, yang tidak ditambahkan kultur
starter BAL, nilai total BAL tertinggi hanya 0,37 Log
CFU g'. Menurut Francoise (2010), kandungan BAL
alami pada daging ikan tergolong rendah. Hal ini
disebabkan karena persentase karbohidrat yang rendah
dan pH post-rigor yang tinggi (pH 6,5) menyebabkan
hanya bakteri Gram-negatif psikotrofik alami pada ikan
seperti Pseudomonas dan Shewanella yang mampu
melakukan pertumbuhan secara cepat. Berbeda dari
daging mamalia yang tinggi kandungan glikogen yang
menyebabkan proses pengasaman pada post-rigor (pH

< 5,5) sehingga memungkinkan BAL untuk tumbuh
(Pothakos et al., 2015).

KESIMPULAN

Proses fermentasi pada sosis fermentasi ikan patin
dengan tiga perlakuan berbeda selama 28 hari
menghasilkan nilai pH terendah hingga 3,59 dan a
terendah hingga 0,765 yang diperoleh selama 14 hari
pertama fermentasi. Penambahan kultur starter Lac-
tobacillus casei pada sosis fermentasi dengan waktu
pemeraman 28 hari secara signifikan meningkatkan
kandungan BAL dan menghambat pertumbuhan
kelompok bakteri Enterobacteriaceae seperti E. coli
dan Salmonella sp. Sebaliknya, penambahan metabolit
saja tanpa kultur starter BAL tidak efektif dalam
menghambat keberadaan E. coli dan Salmonella sp.
pada sosis fermentasi. Sementara itu, kombinasi
starter dan metabolit pada sosis fermentasi ikan patin
menjadi perlakuan terbaik karena selain dapat
menghambat pertumbuhan E. coli dan Salmonella sp.
juga mampu mengakumulasi BAL paling tinggi.
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