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KATA PENGANTAR

Alhamdullilahirobbilalamiin, karena atas berkah dan rahmat Allah 
SWT penulis dapat menyelesaikan penulisan buku Saccharomyces 
cerevisiae: METABOLIT dan AGENSIA MODIFIKASI PANGAN. 

Buku ini sebagai buku pegangan atau acuan pemahaman mengenai manfaat 
khamir di dalam pangan. Morfologi, fi siologi dan reproduksi khamir telah 
diulas dalam buku Signifi kansi Khamir dalam Pangan yang telah terbit. 
Buku tentang aplikasi khamir yang berbahasa Indonesia belum banyak 
tersedia. Sementara, penelitian mengenai aplikasi khamir telah cukup 
banyak dilakukan di Indonesia. Sehubungan dengan hal tersebut, penulis 
yang mengampu mata kuliah Mikrobiologi Pangan, dan Fermentasi menulis 
buku peranan Saccharomyces cerevisiae yang berkaitan dengan perkuliahan 
tersebut. Buku ini membahas pengertian modifi kasi di dalam pengolahan 
pangan, kemampuan S. cerevisiae dalam merombak komponen pangan, 
produk metabolit yang dihasilkan oleh S. cerevisiae, modifi kasi terhadap 
perubahan sifat beberapa produk pangan oleh S. cerevisiae seperti tapioka, 
tempe, modifi kasi fermentasi kakao, dan fermentasi madu.

Buku ini ditulis berdasarkan pada teori-teori dan pendapat dari 
beberapa ahli dalam bidang mikrobiologi khamir yang ada dalam buku 
mikrobiologi pangan, dan hasil-hasil penelitian yang dilakukan penulis 
dan para peneliti di Indonesia yang dipublikasikan pada beberapa jurnal 
Nasional dan Internasional. Dalam buku ini juga terdapat hasil penelitian 
yang dilakukan di luar Indonesia yang dapat dijadikan acuan untuk 
melakukan penelitian di Indonesia.
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Penulis menyadari bahwa buku ini belum sempurna dan masih ba-
nyak kekurangannya. Penulis akan terus melakukan perbaikan pada edisi 
buku ”aktivitas S. cerevisiae dalam modifi kasi pangan” berikutnya. Semoga 
buku ini memberikan manfaat bagi yang membacanya.

Bandar Lampung, September 2018

Wassalam, 

Penulis



PENDAHULUAN

Modifi kasi bahan pangan adalah proses perubahan karakteristik 
fi sik, kimia, atau mikrobiologi bahan pangan atau produk 
pangan menjadi lebih baik dari karakterisitik aslinya. Modifi kasi 

bahan pangan umumnya bertujuan memperbaiki nutrisi, memberikan 
nilai tambah, meningkatkan fungsi, dan sensori. Proses perubahan sifat 
bahan pangan ini dapat berlangsung melalui perlakuan kimia, fi sik, dan 
fermentasi, serta kombinasi antara perlakuan. Perlakuan kimia meliputi 
antara lain penambahan senyawa asam, alkali, dan enzim komersial; 
perlakuan fi sik antara lain penggunaan panas, radiasi, dan tekanan 
tinggi; perlakuan fermentasi dengan mikroorganisme indigenus atau 
menambahkan kultur starter. Saccharomyces cerevisiae adalah khamir penting 
yang pernah dieksploitasi oleh manusia, karena telah digunakan selama 
beberapa ribu tahun untuk produksi berbagai makanan. Selain produk 
rerotian dan fermentasi beralkohol tradisional, Saccharomyces cerevisiae telah 
digunakan untuk keperluan industri yang beragam. Beberapa aplikasinya 
dalam produk industri antara lain: (i) fermentasi laktosa menjadi etanol, 
untuk menghasilkan susu bebas laktosa untuk penderita intoleransi laktosa; 
(ii) produksi berbagai alditols, seperti gliserol atau D-glucitol; (Iii) produksi 
protein dari alkana dan limbah kertas-pulp; (iv) menyediakan enzim, seperti 
β-fructofuranosidase (invertase), α- dan β-galaktosidase dan lipase; (v) 
produksi senyawa untuk tujuan penelitian, seperti, novel ikatan karbon-
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karbon dan methyldiols dari aldehida dan (vi) sebagai agen biokontrol 
karena mempunyai aktivitas antifungi, serta (vii) produksi biomassa sel 
(makanan dan pakan khamir), produksi ingredien, aditif dan sebagai alat 
bantu pengolahan untuk pengolahan makanan, seperti antioksidan, aroma, 
warna, rasa dan vitamin, khamir probiotik, dan biocatalysts khamir. Di sisi 
lain, keberadaan dan metabolisme khamir juga dapat memiliki beberapa 
aspek merugikan, seperti pembusukan makanan dan minuman, alergen 
makanan, keamanan pangan dan kesehatan yang terkait dengan khamir.

Aktivitas S. cerevisiae dalam melakukan perombakan komponen 
bahan pangan sangat berkaitan dengan enzim yang diproduksi olehnya. 
Disamping itu, S. cerevisiae dapat menghasilkan beragam metabolit sekunder, 
penghasil berbagai senyawa kimia, semacam pabrik sel mikroba. S. cerevisiae 
memiliki status yang GRAS (generally recognized as safe), yang merupakan 
keuntungan dalam produksi senyawa untuk konsumsi manusia (mis. 
pembentukan antioksidan dan senyawa aroma selama fermentasi). Sel khamir 
yang mengalami lisis susunan selnya hancur, terjadi degradasi enzimatik 
komponen makromolekul yang dibebaskan ke dalam lingkungan/substrat 
beserta enzimnya. Saccharomyces cerevisiae merupakan sumber yang kaya 
vitamin B dan kromium, dan telah banyak dipelajari secara ekstensif sebagai 
bahan obat. Telah dilaporkan penggunaan ragi (Saccharomyces boulardii atau 
Saccharomyces cerevisiae, khamir roti komersial) sebagai agen biotherapeutic 
potensial yang kombinasi dengan antibiotik standar untuk pengobatan diare 
yang disebabkan oleh Clostridium diffi cile dan kolitis. Sebagai sumber vitamin 
B, strain Saccharomyces cerevisiae dapat menghilangkan stres, depresi, mudah 
tersinggung, dan kelelahan dan juga membantu mengurangi beberapa efek 
penuaan. Sebagai sumber biotin, Saccharomyces cerevisiae bisa memperkuat 
rambut dan kuku, dan mengobati cradle cap dan diabetes neuropati. 
Sebagai sumber kromium, Saccharomyces cerevisiae dapat menurunkan kadar 
gula darah pada orang dengan diabetes tipe-2, mengurangi risiko kolesterol 
tinggi dalam darah, dan membantu dalam pengobatan jerawat kronis dan 
furunkulosis. Kromium merupakan senyawa yang sulit bagi tubuh untuk 
menyerap, tetapi lebih mudah diserap bila berada bersama sama dengan 
Saccharomyces cerevisiae. Selain itu, Saccharomyces cerevisiae juga memiliki 
beberapa mineral termasuk selenium, zinc, fosfor dan magnesium, yang 
sering digunakan untuk menghilangan nafsu makan. Buku ini menjabarkan 



Pendahuluan ix

beberapa peran S.cerevisiae dalam perombakan komponen kimia bahan 
pangan, produk metabolit yang dihasilkan, struktur dan fungsi dinding 
sel, dan perannya dalam memodifi kasi pangan seperti produk tapioka 
termodifi kasi, modifi kasi fermentasi kakao dan kopi, tempe termodifi kasi, 
serta madu. 
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Aktivitas khamir dalam melakukan perombakan komponen bahan 
pangan sangat berkaitan dengan enzim yang diproduksi oleh 
khamir. Perubahan-perubahan kimia ini dapat memberikan 

manfaat atau keuntungan bagi manusia, tetapi dapat juga memberikan 
efek merugikan, misalnya menyebabkan pembusukan produk pangan. 
Perombakan beberapa komponen kimia pangan oleh khamir disajikan di 
dalam Bab ini. Setelah membaca Bab ini diharapkan pembaca memahami 
pengertian perombakan oleh khamir, menganalisis cara memanfaatkan 
hasil perombakan karbohidrat sesuai dengan yang diinginkannya, dan 
menjelaskan reaksi perombakan yang terlibat serta mampu memunculkan 
gagasan bagaimana meminimalkan hasil perombakan yang tidak 
dikehendaki. 

1.1 Karbohidrat 
Perombakan karbohidrat selama fermentasi merupakan pemecahan 

gula glukosa, fruktosa, sukrosa dan maltosa. Glukosa dapat difermentasi 
menjadi berbagai produk berdasarkan jenis mikroba yang melakukan 
perombakan (Gambar 1.1) serta produk yang dihasilkannya. Bakteri yang 
bersifat heterolaktik lebih penting dari pada homolaktik karena dapat 
menghasilkan komponen fl avor dan aroma asetaldehid dan diasetil. 
Umumnya gula terdapat dalam makanan dan minuman sehingga mudah 
terjadi proses fermentasi oleh khamir. Jika menginginkan produk etanol 

1

PEROMBAKAN
KOMPONEN PANGAN
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dan CO2 maka gula-gula tersebut harus dalam bentuk monosakarida agar 
mudah terhidrolisa oleh khamir khususnya Saccharomyces cerevisiae.
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Sumber: Jay, 2005

Gambar 1.1. Berbagai jalur reaksi perombakan glukosa dan produk yang 
dihasilkan. (A) golongan bakteri asam laktat yang bersifat ho-
mofermentatif merombak glukosa menghasilkan 2 mol asam 
laktat, (B) bakteri asam laktat yang bersifat heterofermentatif 
merombak glukosa menghasilkan asam laktat dan etanol, (C) 
dan (D) bakteri Propionibacterium merombak glukosa meng-
hasilkan asam propionat, asam asetat dan CO2, (E) khamir Sac-
charomyces spp merombak glukosa menghasilkan etanol dan 
CO2, (F) Acetobacter spp mengoksidasi etanol menghasilkan 
asam asetat, (G) Acetobacter mengoksidasi asam asetat meng-
hasilkan CO2 dan H2O.
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Glukosa dirombak menjadi etanol sebagai produk utama dan tidak 
dihasilkan energi jika terjadi proses fermentasi atau respirasi anaerobic 
(Gambar 1.2). Proses ini berlangsung di dalam sel khamir maupun bakteri. 
Disamping gas CO2 dan alkohol, perombakan gula oleh khamir selama 
fermentasi juga menghasilkan ratusan produk metabolit sekunder berupa 
komponen fl avor yang dapat menimbulkan dampak nyata terhadap aroma 
dan rasa dalam suatu produk (Gambar 1.3). Senyawa metabolit tersebut 
dapat menimbulkan rasa manis yang segar, dan akan timbul aroma gas yang 
menyegarkan. Komponen fl avor hasil perombakan gula dapat digolongan 
dalam golongan alkohol (etanol dan alkohol tinggi), golongan ester (ester 
asetat, ester asam lemak rantai menengah), komponen karbonil (asetaldehid, 
diketon), komponen sulfur (hidrogen sulfi t, sulfur dioksida) dan asam 
organik (asam-asam lemak rantai medium) (Boekhout and Robert, 2003). 
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Sumber Ussery, 2000

Gambar 1.2. Perombakan glukosa menjadi etanol tanpa dihasilkan enerji.

Glukosa juga dapat dimetabolisme menghasilkan energi seperti pada 
proses Gambar 1.4. Pada Gambar 1.4 proses respirasi anaerobik menghasil-
kan 2ATP yang berasal dari proses glikolisis, sedangkan pada respirasi 
aerobik menghasilkan 36ATP yang berasal dari glikolisis daur Krebs dan 
oksidasi fosforilasi. Proses perombakan karbohidrat dapat dilihat misalnya 
pada perombakan gula pada produk susu, dimana laktosa difermentasi oleh 
Torula kefyr, T. koumiss, Saccharomyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Kluy. 
lactis, dan Candida pseudotropicalis, dan menghasilkan minuman fermentasi 
sehat. S.cerevisiae tidak dapat merombak jenis gula disakarida misalnya lak-
tosa dalam susu, karena tidak memiliki enzim untuk memecah ikatan antara 
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dua unit monosakarida. Oleh karena itu agar laktosa bisa diubah menjadi 
alkohol perlu peranan khamir Kluyveromyces fragilis yang memiliki enzim 
yang dapat mengkatalisa hidrolisis laktosa menjadi galaktosa dan glukosa. 
Selanjutnya glukosa ini akan lebih mudah difermentasi menjadi alkohol 
oleh S.cerevisiae. 
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Sumber : Boekhout and Robert, 2003

Gambar 1.3. Pembentukan komponen fl avor sebagai hasil perombakan gula.

Sumber : Ussery, 2000

Gambar 1.4: Metabolisme glukosa untuk menghasilkan energi.
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Glukosa dapat juga langsung diubah menjadi asam laktat bila 
ketersediaan oksigen terbatas (Gambar 1.5), tetapi biasanya dilakukan oleh 
bakteri asam laktat karena fermentasi asam laktat lebih umum terjadi oleh 
bakteri. Bila ketersediaan oksigen terbatas, maka terjadi respirasi anaerobic 
atau fermentasi asam laktat. Glukosa diubah menjadi piruvat selama 
glikolisis dan menghasilkan 2ATP dan reduksi-NAD menjadi NADH. 
Piruvat direduksi menjadi laktat oleh NADH dan dihasilkan NADH+. 
S. cerevisiae merupakan salah satu khamir yang memproduksi alkohol 
dalam konsentrasi tinggi, sedangkan spesies seperti Kloeckera apiculata, 
Hansenula anomala, Zygosacc. balii, Zygosacc. rouxii, Bretanomyces dan Candida 
memproduksi metabolit sekunder seperti asam asetat, etil asetat dan 
asetaldehida dalam konsentrasi cukup tinggi. Senyawa hasil perombakan 
karbohidrat mempunyai pengaruh yang signifi kan terhadap sifat sensori 
rasa suatu produk. Konsentrasi setiap metabolit yang dihasilkan sangat 
dipengaruhi oleh strain khamir, faktor ketersediaan oksigen, suhu, dan 
komposisi kimia media pertumbuhannya. 
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Sumber Boekhout and Robert, 2003

Gambar 1.5. Pembentukan asam laktat dari glukosa

Proses perombakan baik polisakarida maupun protein perlu diubah 
menjadi senyawa yang lebih sederhana lebih dahulu (protein menjadi asam 
amino, polisakarida menjadi monosakarida melalui reaksi reduksi) sebelum 
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masuk ke jalur fermentasi atau perombakan secara anaerobik. Perombakan 
karbohidrat secara anaerobik umumnya menghasilkan produk akhir yang 
tak berbahaya atau bahkan menguntungkan, sedangkan perombakan protein 
secara anaerobik biasanya menghasilkan produk akhir yang berpotensi 
membahayakan kesehatan (Gambar 1.6). Misalnya, gas H2S yang dihasilkan 
sangat reaktif dan menimbulkan efek negatif pada usus. Gas hidrogen (H2), 
CO2 dan metan (CH4) tidak menimbulkan efek negatif, kecuali fl atulensi. 
Asam lemak rantai pendek dan asam laktat menguntungkan mikrofl ora 
usus dengan menurunkan pH usus, dan sel-sel usus memerlukan asam 
lemak rantai pendek sebagai sumber energi. Etanol segera dimetabolisme 
oleh bakteria usus dan tidak menimbulkan efek negatif terhadap inang. 
Asam lemak rantai bercabang, amonia (NH3), amina, fenol, dan indol 
menyebabkan iritasi sel usus, dan mungkin dapat menimbulkan efek negatif 
terhadap sistem imun jika terdapat dalam konsentrasi tinggi.

Sumber Ussery, D., 2000 
Sumber Ussery, D., 2000

Gambar 1.6.  Proses fermentasi polisakarida dan protein oleh bakteri di 
dalam usus manusia. Produk akhir yang digaris bawahi 
adalah hasil fermentasi protein. (SCFA = Short Chain Fatty 
Acids, BCFA = Branched Chain Fatty Acids).



Perombakan Komponen Pangan Oleh Khamir 7

Senyawa Nitrogen
Perombakan senyawa nitrogen oleh khamir menghasilkan senyawa-

senyawa seperti asam amino, amina, urea, purin dan pirimidin. Metabolisme 
asam amino oleh khamir secara anaerobik menghasilkan alkohol, aldehid 
dan amina yang mempunyai dampak terhadap kualitas produk makanan. 
Oleh sebab itu produksi metabolit ini harus dikontrol dengan baik karena 
bila berlebihan bisa merusak produk fermentasi yang dikehendaki. 
Misalnya, pembentukan senyawa alkohol tinggi sebagai hasil perombakan 
asam amino yang terjadi dalam sel khamir (Gambar 1.7). Khamir S.cerevisiae 
dapat menggunakan berbagai asam amino sebagai sumber nitrogen utama, 
termasuk 3 asam amino aromatic L-triptofan, L-fenilalanin, dan L-tirosin. 
Hasil perombakan triptofan adalah triptopol, fenilalanin menjadi feniletanol, 
dan tirosin menjadi tirosol, yang bisa berlangsung melalui daur Ehrlich yang 
dikatalisa oleh enzim. 

                           Asam Amino 
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                                dan reduksi          
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Sumber Boekhout and Robert (2003).

Gambar 1.7. Pembentukan senyawa alkohol tinggi oleh khamir

Dalam hal fenilalanin, asam amino ini mengalami deaminasi menjadi 
asam fenilpiruvat dan direduksi menjadi feniletanol (Gambar 1.8). Fenileta-
nol merupakan senyawa fl avor dengan aroma bunga mawar yang sering 
digunakan di dalam industri kosmetik. Senyawa aromatic feniletanol da-
pat diproduksi dari perombakan asam amino pada fermentasi buah-buahan 
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oleh S. cerevisiae, sedangkan pada fermentasi keju feniletanol dihasilkan dari 
asam amino oleh Kluy. marxianus dan Debaryomyces hansenii. 

Sumber Vuralhan, et al. (2003)

Gambar 1.8.  Biosintesis feniletanol melalui daur Ehrlich oleh S.cerevisiae 
endogenus

Asam-asam Organik
Khamir dapat memproduksi maupun memetabolisme asam organik 

dan mengakibat perubahan keasaman dan fl avor suatu produk. Asam suksi-
nat dan asam asetat merupakan produk utama hasil metabolisme karbohid-
rat, melalui siklus Krebs. Asam asam organik suksinat dan asetat tersebut 
mempunyai kontribusi pada kwalitas sensori suatu produk. Asam organik 
dapat dioksidasi secara sempurna menghasilkan produk akhir CO2 bila di-
gunakan sebagai substrat secara aerobik (respirasi) melalui siklus Krebs, 
karena reaksi respirasi yang sempurna akan menghasilkan CO2 dan air. Me-
tabolisme asam asetat, suksinat dan propionat dari glukosa (Gambar 1.9). 
Asam sitrat dan asam malat dapat segera dirombak oleh khamir khususnya 
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pada kondisi aerobik (jalur asam trikarboksilat), dan akibatnya produk akan 
kehilangan asiditas dan meningkatnya pH pada suatu konsentrasi dimana 
bakteri pembusuk atau pathogen bisa tumbuh. Mekanisme ini sangat pent-
ing pada reaksi fermentasi produk susu dan sayuran, serta silase, dimana 
asam laktat, asam asetat, dan asam propionat akan dimetabolisme oleh 
khamir antara lain Pichia, Candida, Rhodotorula, Cryptococcus, dan Debaryomy-
ces. Pada produk buah-buahan keasaman buah dikurangi dengan utilisasi 
asam malat dan asam sitrat oleh beberapa jenis khamir yang dapat meme-
tabolisme asam malat dalam kondisi fermentatif (tanpa oksigen).

Sumber Wirahadikusumah (1985).

Gambar 1.9. Pembentukan asam suksinat, asam propionate, asam asetat 
dari glukosa.

Produksi asam organik dalam produk makanan dan minuman 
bervariasi tergantung jenis khamir yang melakukan metabolism. Sementara 
itu, konsentrasi asam organik yang diproduksi oleh khamir dipengaruhi 
oleh kondisi lingkungan, misalnya bila bahan pangan pada suhu rendah 
dan konsentrasi gula tinggi maka inokulasi dengan S. cerevisiae, D. hansenii 
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meningkatkan produksi asam asetat. Dengan demikian jenis S. cerevisiae, dan 
D. hansenii dapat digunakan dalam fermentasi sayur-sayuran, buah-buahan 
seperti acar (pikle), sayur asin, zaitun, ketimun dalam larutan garam atau 
kimchi. Produksi asam heksanoat, oktanoat dan dekanoat yang diproduksi 
oleh khamir menjadi perhatian yang cukup besar karena asam asam tersebut 
mempunyai sifat antimikrobia yang mampu membatasi pertumbuhan 
khamir itu sendiri dan pertumbuhan mikroba yang lain. Asam organik yang 
mempunyai sifat antimikrobia dapat digunakan sebagai bahan pengawet 
atau mencegah terbentuknya metabolit lainnya yang dapat membahayakan 
kesehatan, misalnya afl atoksin pada pakan ternak dapat mempengaruhi 
produk susu yang dihasilkan. Seperti halnya bakteri, khamir S.cerevisiae juga 
mampu menciptakan suasana asam (pH rendah) dalam tubuh (usus) induk 
semang, dan akibatnya mikroorganisme patogen termasuk virus terdesak 
keluar dari lingkungannya karena tidak tahan terhadap suasana asam. 
Asam asetat juga merupakan faktor utama penyebab pembusukan makanan 
pada suhu rendah, misalnya pada jus buah. 

Protein 
Proteolisis oleh mikroorganisme merupakan kunci reaksi pembusuk-

an pada makanan. Awalnya proteolisis menimbulkan fl avor pahit dan dii-
kuti oleh bau amoniak yang kuat dan selanjutnya pembusukan putrefaktif. 
Beberapa bakteri genus Clostridium (misalnya C.sporogenes, C.botulinum) 
dapat memfermentasi beberapa asam amino dalam suatu substrat dengan 
cara mengoksidasi satu asam amino dan menggunakan asam amino lain 
dalam substrat sebagai penerima elektron. Proses ini disebut reaksi Stickla-
nd, dan menghasilkan NH3, H2S, asam lemak, dan CO2 yang menyebabkan 
timbulnya bau tidak sedap terutama dalam produk fermentasi susu. Reak-
si fermentasi perombakan antar asam amino oleh bakteri anaerobik ini da-
pat terjadi dalam makanan dengan protein tinggi. Misalnya reaksi Stickland 
pada fermentasi asam amino glisin dan alanin menghasilkan amonia dan 
CO2 (Gambar 1.10), dimana reaksi oksidasi terjadi pada alanin sedangkan 
glisin sebagai penerima elektron (Boekhout&Robert,2003). 
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Gambar 1.10. Reaksi antara alanin dan glisin menghasilkan ammonia. 
(www.studentsguide.in/microbiology/microbial-p, diakses 
20 Desember 2009).

Lemak
Peran mikroba penghasil lipase sangat penting dalam upaya penganeka 

ragaman pangan. Sebagian besar khamir penghasil enzim extraseluler 
lipolitik dapat mendegradasi lemak dalam produk pangan secara signifi kan. 
Trigliserida merupakan senyawa lipid utama dalam bahan makanan. Lipase 
mengkatalisis hidrolisa ikatan ester pada trigliserida menghasikan asam 
lemak bebas dan gliserol, yang memberikan ciri terhadap rasa, aroma dan 
struktur pada makanan. Pengaruh rasa dan aroma yang ditimbulkan oleh 
reaksi hidrolisa trigliseriga tergantung pada jenis asam lemak bebas yang 
dibebaskan dan besarnya konsentrasi. Asam lemak bebas rantai pendek 
seperti asam butirat, asam kaproat dan asam kaproik menimbulkan bau 
tidak sedap pada lemak produk hasil fermentasi susu yang disimpan pada 
suhu ruang. Khamir lipolitik pada genera Candida, Rhodotorula, dan 
Cryptococcus. Candida lipolytica adalah penghasil lipase ekstraseluler yang 
sangat baik dan mampu menurunkan kadar lemak dalam produk hasil 
fermentasi susu, lemak daging, ikan dan minyak zaitun serta minyak. 
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Pati
Khamir yang memiliki kemampuan dalam degradasi pati telah 

menjadi perhatian para peneliti di seluruh dunia. Fokus penelitian terutama 
untuk mengetahui peran khamir amilolitik yang mampu memproduksi 
etanol dan biomass khamir dari zat pati, serta dapat dimanfaatkan untuk 
memproduksi minuman dan makanan berkarbohidrat rendah. Kebanyakan 
khamir memproduksi enzim amylase ekstraseluler, diantaranya amilase 
yang diproduksi oleh Schwaniomyces occidentalis, Saccharomycopsis fi buliger, 
Sacch. diastiticus dan Candida serta Pichia. Khamir amilolitik berpotensi 
penting sebagai penyumbang fl avor yang dikehendaki terutama dalam 
produk fermentasi berbahan baku utama pati, misalnya fl avor yang 
dihasilkan pada fermentasi beras/nasi, fermentasi tape beras ketan, dan 
fermentasi tape ubi kayu. Pada fermentasi sayur asin, khamir Candida sake 
dan C. guilliermondii menghasilkan asam-asam organik seperti asam laktat, 
asetat, suksinat, etanol dan gliserol sebagai hasil metabolisme glukosa 
yang berasal dari maltosa dan pati. Disamping sebagai penyumbang fl avor 
khamir amilolitik juga mempunyai potensi sebagai pembusuk pada produk 
yang menggunakan pati sebagai substrat atau ingredien, misalnya produk 
serealia, dan beberapa produk seperti sosis daging, yogurt, fruit pulp, salad 
dresing, dan saus. Khamir Saccharomyces diasticus juga diketahui dapat 
menyebabkan pembusukan pada fermentasi minuman berbahan baku 
karbohidrat (sake, bali brem, tuak).

Selulosa, Pektin dan Xilan
Mikroorganisme yang memproduksi enzim ekstraseluer selulose, 

pektinase dan xilanase berperan dalam fermentasi buah-buahan dan sayuran 
karena enzim-enzim tersebut berfungsi dalam perombakan polisakarida 
yang terdapat dalam kulit buah dan sayuran. Belakangan ini enzim selulosa 
menjadi sangat penting karena peranannya dalam proses pembuatan biofuel 
dari limbah industri pertanian. Peranan khamir dalam degradasi selulose 
dapat dilihat dari proses pembuatan biofuel dari limbah industri yang 
mengandung selulosa, misalnya limbah pertanian dan rumput-rumputan. 
Limbah ini berfungsi sebagai sumber biomasa untuk menghasilkan asam 
itakonik (itaconic acid) sebagai prekursor bahan bakar. Konversi biokimia 
biomasa berselulosa menjadi biofuel melalui dua tahap (Gambar 1.11), 
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yaitu (1) sakarifi kasi selulosa menjadi gula fermentable oleh enzim selulase, 
(2) fermentasi gula menjadi senyawa kimiawi oleh S.cerevisiae. S.cerevisiae 
memfermentasi gula menjadi bahan kimia organik. S.cerevisiae tidak 
memproduksi enzim selulase sehingga penambahan enzim komersial 
perlu dilakukan. Oleh karena itu proses fermentasi ini memerlukan biaya 
besar. Melalui rekombinan DNA, sakarifi kasi dan fermentasi selulosa dapat 
berlangsung secara simultan menjadi asam itakonik oleh rekombinan khamir 
(dalam diagram digambarkan sebagai “yeast display”) tanpa penambahan 
enzim selulase. Namun, pengaruh rekombinan khamir dan metabolisme 
pembentukan asam itakonik masih dalam penelitian lebih lanjut (Jäger, 
G., dan Klement, T., 2010). Jenis khamir yang dapat memproduksi enzim 
selulase diantaranya khamir menyerupai kapang (yeast-like fungi) seperti: 
Trichosporon, Aureobasdium, dan Geotrichum memiliki sifat amilolitik 
(Jeffries 1990), tetapi belum diketahui kemampuannya untuk memecah 
selulosa. Khamir yang mampu mendegradasi senyawa xilan adalah Cryp.
albidus, Trichosporon,Pichia stipitis dan Aurebasidium. 

Jenis khamir Kluy. marxianus, C. kefyr, C. famata, Cryp. albidus, 
Rhodotorula, Trichosporon dan Aureobasidum dan beberapa strain dari S. 
cerevisiae dapat memproduksi enzim pektinase dan mampu menurunkan 
kadar pektin. Khamir yang bersifat pektinolitik sangat penting dalam 
fermentasi biji coklat dan biji kopi. Dalam fermentasi biji coklat dan biji 
kopi khamir dipergunakan untuk menurunkan kadar pektin sehingga dapat 
memberikan kesempatan bagi mikroba lain untuk berperan serta dalam 
pembentukan prekursor aroma dan fl avor pada waktu proses pemasakan. 
Disamping itu, mikroorganisme yang memproduksi enzim ekstraseluler 
selulase, pektinase dan xylanase secara signifi kan juga berpotensi sebagai 
pembusuk produk buah-buahan dan sayuran, dengan cara merombak 
polisakarida pada jaringan kulit. Pembusukan bawang merah oleh Kluy 
marxianus kemungkinan juga disebabkan oleh enzim pektinase yang 
diproduksinya. Jenis khamir berfi lamen yang disebut sebagai yeast-like 
fungi yaitu Trichosporon, Aureobasidium dan Geotrichum memiliki 
kemampuan memproduksi enzim selulase, pektinase dan xylanase. Sebagai 
catatan, dalam upaya melakukan seleksi terhadap khamir penghasil enzim 
selulase, pektinase, dan xylanase, pemilihan metode yang digunakan 
untuk menyeleksi jenis-jenis khamir yang berpotensi dalam memproduksi 
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enzim-enzim tersebut perlu memperhatikan beberapa hal yaitu bahwa 
produksi enzim bersifat konstitutif yang artinya memerlukan substrat yang 
mengandung senyawa polisakarida untuk menginduksi sintesis enzim oleh 
khamir, dan bahwa produksi enzim akan ditekan oleh adanya senyawa 
glukosa.

Yeast display 

Sumber Jäger and Klement (2010)

Gambar 1.11. Konversi biokimia biomasa berselulosa menjadi biofuel.
 Melalui satu tahap (selulosa menjadi asam itakonik melalui 

sakarifi kasi dan fermentasi simultan), dan melalui dua tahap 
(sakarifi kasi selulosa menjadi glukosa, dan fermentasi glukosa 
menjadi asam itakonik).

Senyawa Sulfur Volatil
Senyawa-senyawa volatile seperti sulfur hydrogen, sulfur dioksida, 

dimetil sulfi te, dan beberapa organik thiol perlu ada dalam konsentrasi 
yang cukup tinggi untuk dapat terdeteksi oleh indera manusia. Bila 
konsentrasinya dibawah ambang batas tidak akan terdeteksi oleh alat 
indera manusia. Senyawa senyawa tersebut dapat diproduksaioleh bakteri 
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dan menyebabkan pembusukan makanan terutama produksi senyawa 
putrefaktif sulfur. Produksi senyawa sulfur tidak hanya berpengaruh pada 
aroma dan fl avor tetapi juga mempunyai sifat antimikrobia dan antioksidan 
yang dapat mempengaruhi kestabilan mikroorganisme dan kestabilan warna 
produk. Khamir yang memproduksi senyawa volatile sulfur yaitu Pichia, 
Hansenula, Debaryomyces, Candida, Hanseniaspora dan Rhodotorula. 

Aktivitas khamir dalam konsentrasi gula dan garam tinggi
Pada studi biokimia khamir xerotoleran diketahui bahwa khamir 

beradaptasi dan tumbuh dalam medium dengan konsentrasi larutan dengan 
tekanan osmotik yang tinggi. (Fleet 1992) karena kemampuannya dalam 
sintesis glycerol dan akumulasi intraseluler gliserol sampai pada konsentrasi 
yang seimbang dengan tekanan osmotik membran sel. Khamir xerotoleran 
misalnya Zygosacch.rouxii dan D.hansenii. Zygosacch.rouxi mengakumulasi 
gliserol dalam sel sebagai tanggapan terhadap meningkatnya konsentrasi 
NaCl. Mekanisme serupa juga terjadi pada khamir S.cerevisiae yang 
memproduksi gliserol dengan konsentrasi tinggi sebagai tanggapan terhadap 
lingkungan dengan Aw rendah, tetapi S.cerevisiae tidak mampu menahan 
molekul gliserol dalam jumlah besar di dalam selnya sehingga sel pecah 
dan gliserol keluar ke lingkungan ekstraseluler. Mekanisme pembentukan 
gliserol dalam sel dapat dilihat pada Gambar 1.12. Pada saat glukosa masuk 
melalui dinding sel, glukosa dimetabolisme menjadi fosfat-dihidroksiaseton 
dan1. selanjutnya dikonversi menjadi gliserol-3-fosfat. Gliserol-3-fosfat 
kemudian diubah menjadi gliserol. Keadaan ini menghambat kemampuan 
sel bertoleransi terhadap lingkungan dengan Aw rendah. Kaitan mekanisme 
tersebut dengan pembusukan makanan adalah bahwa khamir xerotoleran 
dan osmotoleran sangat tanggap terhadap lingkungan berkadar gula tinggi 
atau garam tinggi dengan cara memproduksi senyawa polyol. Senyawa 
polyol juga akan mempunyai dampak terhadap kwalitas sensori produk. Jenis 
senyawa polyol yang diproduksi adalah gliserol, xilitol, arabitol, dulsitol, 
mannitol, tergantung pada spesiesnya serta dipengaruhi oleh lingkungan 
pertumbuhannya. Khamir xerotoleran memproduksi polialkohol seperti 
arabitol. Pada spesies Zygosacch.rouxii dan Zygosacch.bailii, etanol merupakan 
hasil utama produk akhir metabolisme pada lingkungan berkadar gula 
tinggi. Khamir yang tumbuh dalam lingkungan dengan kandungan gula 
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tinggi (50-60%) atau garam tinggi (10-20%) berpotensi menjadi penyebab 
pembusukan makanan. Contoh khamir yang mempunyai sifat tersebut 
adalah Zygosacch.bailii dan Zygosacch.rouxii, Zygosacch.bisporus, Schizosacch.
pombe, Candida lactis-condensi, C.famata, dan H.anomala. Khamir tersebut 
biasanya tumbuh dalam lingkungan bergula, sedangkan D.hansenii, C.famata, 
C.polymorpha, Pichia farinosa, Pichia miso, dan Zygosacch.rouxii tumbuh 
dilingkungan berkadar garam tinggi. Spesies-spesies khamir tersebut tidak 
selalu memerlukan lingkungan berkadar garam tinggi atau berkadar gula 
tinggi, namun mereka juga bisa tumbuh baik pada lingkungan dengan kadar 
gula atau garam rendah. Bila akan membedakan spesies khamir xerotelant 
atau osmotolerant dengan spesies khamir yang lain misalnya S.cerevisiae 
yang tidak dapat tumbuh pada kadar garam atau gula tinggi, maka semua 
khamir yang di uji harus ditumbuhkan dalam media yang xerotoleran atau 
osmotoleran. Sifat lain khamir toleran kadar garam dan gula tinggi yaitu 
kemampuannya untuk tumbuh dalam substrat dengan Aw <0.85. 

Sumber Boekhout and Robert (2003)

Gambar 1.12.  Jalur pembentukan gliserol sebagai tanggapan ter-
hadap tekanan osmotic. FBP: fruktosa-1,6-bifosfat, 
G3P:gliseraldehid-3-fosfat, DHAP: dihidroksiaseton-lak-
toilglutation.

Aktivitas Khamir pada Suhu Rendah
Pertumbuhan khamir pada makanan yang disimpan pada suhu 

refrigerasi dan suhu beku dapat mengakibatkan pembusukan makanan. 
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Lorenz dalam Fleet (1992) khamir dalam medium 10% glukosa, yaitu Sacch 
cerevisiae, Zygosacch.bailii, Zygosacch.rouxii, dan D.hansenii mampu tumbuh 
pada suhu 4oC, tetapi bila medium mengandung gula 50%, maka tidak 
ada khamir yang bisa hidup. Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa 
senyawa antioksidan, sodium bikarbonat, dan etanol dalam medium dapat 
menurunkan kemampuan khamir untuk tumbuh pada suhu 4oC. Suhu juga 
mempengaruhi karakter metabolisme dan proses biokimia dalam khamir 
yang dapat mengakibatkan pembusukan makanan. Dalam produksi jus 
buah-buahan, S.cerevisiae memproduksi alkohol, ester dan asam organik 
pada konsentrasi yang berbeda bila ditumbuhkan pada suhu rendah (5-
10oC), dibandingkan bila ditumbuhan pada suhu yang lebih tinggi (20-
25oC). Daya toleransi khamir terhadap etanol sangat dipengaruhi oleh suhu. 
Umumnya toleransi terhadap etanol menurun pada suhu ekstrem tinggi 
(30oC) dan rendah (<5oC). 

Sel Lisis 
Lisisnya sel mikroorganisme dan dibebaskannya konstituen intraseluler 

ke dalam lingkungan tidak dianggap sebagai proses pembusukan. Terdapat 
dua mekanisme lisisnya sel khamir kedalam lingkungan produk pangan 
yaitu: (1) oleh aktivitas enzim eksogenus yang mendegradasi dinding sel 
khamir dan, (2) oleh proses otolisis. Sebagai contoh, pada pembusukan 
buah dan produk serealia, khamir tumbuh pada tahap awal pembusukan, 
selanjutnya khamir menghilang dan digantikan oleh bakteri. Hilangnya sel 
khamir ini ternyata sel tersebut mengalami lisis yang disebabkan oleh enzim 
yang diproduksi oleh mikrofl ora lain yang terdapat bersama-sama. Jumlah 
khamir (106-108 sel/gram) yang mengalami lisis dan dibebaskan ke dalam 
produk tentu akan mempengaruhi sifat sensori produk tersebut. Otolisis sel 
adalah terbukanya atau pecahnya sel dan keluarnya substansi dari dalam 
sel yang tidak diinginkan dan menyebabkan off-fl avor pada substrat. Flavor 
yang ditimbulkan seperti yeast-bite, broth-like, meaty, sulfury dan dirty-diaper. 
Autolisis terjadi ketika sel telah melangsungkan pertumbuhannya secara 
lengkap. Pada tahap ini susunan sel hancur dan komponen makromolekuler 
sel didegradasi oleh enzim endogenus protease, lipase, nuklease dan 
karbohidrase. Produk yang terdegradasi serta enzim yang mendegradasi 
dibebaskan ke dalam lingkungan/substrat. 
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Apa yang terjadi pada khamir pada saat sel otolisis? Khamir 
membebaskan isi sel yang berupa asam amino, ribofl avin, fosfor organik 
dan anorganik misalnya nukleotida ke dalam substrat. Ketika sel khamir 
telah rusak atau hancur terjadi pembebasan enzim proteolitik ke dalam 
substrat, dan enzim ini akan merombak protein substrat mengakibatkan 
meningkatnya protein. Rangkaian lipida terputus terbentuk asam lemak 
bebas yang dikeluarkan dari sel. Perombakan lipida ini merupakan komponen 
pembusuk. Komponen sel lisis juga menyebabkan peningkatan pH produk 
dan menimbulkan rasa pahit. Otolisis khamir dapat diamati pada fermentasi 
sari buah dan mengakibatkan meningkatnya kandungan asam amino dan 
asam lemak bebas dalam produk. Tergantung pada derajad otolisis, proses 
otolisis dapat memperbaiki fl avor atau menyebabkan kerusakan fl avor. 
Autolisis yang berlebihan dapat merusak fl avor produk dan memberikan 
nutrisi bagi pertumbuhan bakteri pembusuk. Penyebab otolisis adalah 
(1) membran sel dari sel yang tidak sehat mudah mengalami lisis selama 
fermentasi jika berada dalam kondisi yang tak menguntungkan, (2) sel yang 
telah tua menjadi lemah dan kurang aktif selanjutnya membran selnya 
akan rusak, (3) kondisi pendinginan dan pemanasan cepat menyebabkan 
sel shok dan menyebabkan lisis atau sel injuri/luka, (4) pada pembuatan 
fermentasi minuamn sari buah, autolisis terjadi bila sari buah yang masih 
mengandung khamir disimpan dalam jangka waktu lama. Disamping hal 
yang merugikan tersebut di atas, sebenarnya ekstrak khamir dan otolisat 
khamir merupakan bahan fl avor yang sangat baik, dan sering digunakan 
secara komersil untuk mempertajam fl avor dalam industri makanan. Oleh 
karena itu lisis khamir tidak dianggap sebagai penyebab pembusukan pada 
makanan dan minuman.

Latihan
1.  Bagaimana kaitan aktivitas perombakan khamir dengan proses sel lisis.
2.  Apakah perombakan karbohidrat oleh khamir menjadi alkohol dapat 

dikendlikan.
3.  Bagaimana peranan khamir dalam memproduksi senyawa volatile?
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Selama pertumbuhannya di dalam substrat atau media pertumbuhan, 
mikroorganisme mensintesa energi dan senyawa pembentuk sel. 
Energi digunakan untuk mensintesa komponen pembentuk sel, baik 

langsung digunakan atau disimpan dahulu sebagai ATP. Selain menghasilkan 
energi, proses metabolism substrat oleh mikroorganisme juga menghasilkan 
produk metabolit. Produk metabolit ini digunakan untuk menyusun sel 
atau dibebaskan keluar lingkungan sel. Produk metabolit meliputi senyawa 
penyebab pembusukan makanan, senyawa toksin, senyawa bermanfaat 
untuk meningkatkan kwalitas makanan, senyawa yang dapat dimanfaatkan 
untuk mengawetkan pangan misalnya bakteriosin dan asam, senyawa yang 
dapat dimanfaatkan untuk memperbaiki tekstur pangan misalnya dekstran, 
dan senyawa untuk memperbaiki citarasa (fl avor) misalnya diasetil. Produk 
senyawa metabolit digolongkan menjadi metabolit primer dan metabolit 
sekunder. Produk metabolit primer yaitu metabolit yang dihasilkan dari 
proses metabolisme primer selama fase tropofase meliputi asam amino, 
nukleotida, protein, asam nukleat, lipid, polisakarida, dan umumnya 
digunakan untuk pertumbuhan mikroorganisme itu sendiri. Metabolit 
sekunder dihasilkan selama fase idiofase yaitu pada akhir fase logaritmik 
sampai fase stasioner. Produksi senyawa metabolit sekunder dapat 
diupayakan dengan cara mengatur system fermentasinya, inokulumnya 
dan substratnya. Produk metabolit sekunder tidak terlibat dalam jalur 
metabolisme primer dan tidak digunakan untuk proses metabolism, 

PRODUK METABOLIT KHAMIR
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namun memiliki efek menguntungkan pada kesehatan manusia. Produk 
metabolit yang telah dikomersialkan antara lain asam amino, vitamin, 
senyawa fl avor, antioksidan, nukleotida, asam organik dan alkohol. S. 
cerevisiae dapat menghasilkan beragam metabolit sekunder yang memiliki 
status GRAS (generally recoqnize as safe). Dalam Bab ini diulas beberapa 
produk hasil metabolism khamir terutama Saccharomyces cerevisiae. Setelah 
mempelajari Bab ini pembaca diharapkan dapat menjelaskan pengertian 
produk metabolit yang dihasilkan oleh khamir, memahami fungsi produk 
metabolit, dan menganalisis cara menerapkan hasil metabolit sesuai dengan 
peruntukannya.

Senyawa alkohol yang bukan etanol 
Butan-1-ol dan gliserol

Butan-1-ol dapat dikategorikan sebagai biofuel yang lebih unggul dari 
etanol karena sifat hidrofobik yang lebih besar, dan kepadatan energi yang 
lebih tinggi. Produksi butanol mikroba umumnya oleh anggota dari genus 
Clostridium dan jenis khamir yang paling produktif, C. beijeranckii memiliki 
enzim 3-hydroxybutyryl-CoA dehidrogenase.

Gliserol memiliki efek positif pada sifat sensoris fermentasi minuman 
sari buah. Konsentrasi gliserol dalam fermentasi sari buah bervariasi antara 1 
- 15 g/dm3 (Remize et al., 1999). Faktor pertumbuhan dan faktor lingkungan 
sangat mempengaruhi jumlah gliserol yang dihasilkan oleh S.cerevisiae dalam 
fermentasi minuman sari buah. Gliserol merupakan produk sampingan 
dari fermentasi gula menjadi etanol. Gliserol disintesis dalam sitosol dari 
dihidroksiaseton fosfat dalam dua tahap dan dikatalisis oleh enzim gliserol-
3-fosfat dehidrogenase (GPDH) pada tahap pertama dan gliserol-3-fosfatase 
(GPP) pada tahap kedua. Enzim gliserol-3-fosfat dehidrogenase (GPDH) 
adalah enzim kunci dalam produksi gliserol, dan juga merupakan enzim. 
Pada proses fermentasi gula menghasilkan alkohol sebagai produk utama, 
gliserol merupakan salah satu by-produk dari fermentasi alkohol pada 
kondisi anaerobic. 
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Asam organik: asam piruvat, asam laktat 
dan asam malat

Saccharomyces cerevisiae tidak secara alami menghasilkan asam organik 
dalam jumlah besar, namun karena ketahanan dan toleransinya terhadap pH 
maka S. cerevisiae sangat penting dimanfaatkan dalam upaya produksi asam 
organik. Salah satu upaya memproduksi asam yaitu dengan cara meng-
halangi pembentukan etanol yang dilakukan melalui penghapusan empat 
gen struktural untuk enzim alkohol dehidrogenase tepatnya enzim piruvat 
dekarboksilase (PDC). Fermentasi aerobik pada pH 5.0 menghasilkan asam 
piruvat, sedangkan untuk produksi asam laktat dengan cara menghapus 
satu atau lebih dari tiga gen encoding untuk enzim piruvat dekarboksilase, 
dan menambahan enzim bovine laktat dehidrogenase (L-LDH). Sementara 
itu aktivitas dua enzim yaitu piruvat karboksilase dan malat dehidrogenase 
yang diproduksi oleh S. cerevisiae berperan dalam akumulasi asam L-malat. 

Gula alkohol
Gula alkohol (poliol) dapat disintesis dari karbohidrat sebagai hasil 

dari reduksi gugus karbonil menjadi satu hidroksil dan dapat digunakan 
sebagai sweeteners. Xylitol adalah gula alkohol yang paling populer 
karena nilai energi yang lebih rendah dibandingkan sukrosa dengan nilai 
kemanisan yang sebanding. Toivari et al. (2007) bahwa Saccharomyces 
cerevisiae rekombinan strain menghasilkan xylitol dan ribitol dari D-glukosa 
dalam satu langkah fermentasi tunggal. 
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Konversi D-xilulosa menjadi etanol oleh S.cerevisiae. 
D-xylose adalah produk utama dari hidrolisis hemiselulosa dari 

berbagai bahan tanaman. Hemiselulosa dapat menghasilkan lebih dari 60% 
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gula (Chiang et al., 1981). Etanol dapat diproduksi dari fermentasi tidak hanya 
gula dengan 6 atom karbon tetapi juga dapat diproduksi dari fermentasi 
gula dengan 5 atom karbon. Proses fermentasi D-xylosa menjadi etanol 
oleh Saccharomyces cerevisiae dipengaruhi oleh beberapa faktor meliputi pH, 
suhu, densitas sel, dan jenis gula yang terdapat di dalam substrat fermentasi. 
Beberapa hasil penelitian melaporkan bahwa produksi etanol dari D-xylosa 
dapat di rampungkan oleh aktivitas S.cerevisiae dan enzim komersial xylosa 
isomerase melalui tahapan proses isomerasi dan fermentasi. Hal ini karena 
khamir tidak dapat memfermentasi D-xylosa menjadi etanol, walaupun 
beberapa bakteri dan kapang berfi lamen diketahui dapat memfermentasi 
D-xylosa menjadi etanol. Sementara itu khamir tertentu dapat memproduksi 
etanol dari D-xylosa dengan adanya enzim D-xylosa-isomerisasi yaitu 
melalui proses isomerisasi D-xylose menjadi D-xylulose yang dikatalisis oleh 
enzim isomerisasi (enzyme-catalyzed isomerization), dan dilanjutkan proses 
fermentasi D-xylulosa menjadi etanol oleh aktivitas khamir. Penggunaan 
S.cerevisiae komersial lebih menguntungkan dibanding sediaan S.cerevisiae 
murni karena selnya dalam keadaan aktif dan mempunyai densitas sel yang 
tinggi sehingga lebih mudah melakukan proses fermentasi.

Tahap awal metabolisme D-xilosa oleh khamir adalah melalui 
reaksi oxidoreduksi. Dalam reaksi ini, D-xylose mengalami reduksi 
menjadi xylitol oleh nicotinamide adenine dinukleotida fosfat-dependent 
aldoreduktase, dan xylitol kemudian dioksidasi menjadi D-xylulosa oleh 
enzim nicotinamide adenine dinukleotida fosfat-dependent D-xylose 
reductase. Selanjutnya D-xylosa mengalami fosforilasi menjadi D-xylulosa-
5-phosphate yang kemudian dikonversi menjadi piruvat melalui kedua 
daur pentose phosphate dan daur Embden-Myerhof. Uji laboratorium 
menemukan bahwa khamir mengubah D-xylose langsung menjadi xylitol 
tetapi tidak dapat memfermentasi baik D-xylosa maupun xylitol menjadi 
etanol. Berbagai khamir S.cerevisiae, Candida utilis dan C.diddensii dapat 
langsung memfermentasi D-glukosa dan D-xylulosa menjadi etanol dan 
S.cerevisiae sebagai khamir yang paling efektif memproduksi etanol dari 
D-xylulosa. Kerapatan sel berpengaruh linier terhadap produksi etanol 
dari D-xylulosa, dimana konsentrasi sel yang tinggi menurunkan waktu 
fermentasi dan menghasilkan etanol lebih tinggi. Pada konsentrasi sel lebih 
rendah (<100g/L) waktu fermentasi meningkat signifi kan. Akumulasi 
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etanol di dalam sel khamir dapat menurunkan aktivitas enzim alkohol 
dehidrogenase dan viabilitas sel sehingga menurunkan laju produksi 
etanol. Suhu optimal fermentasi biasanya lebih tinggi dari suhu optimal 
pertumbuhan mikroba. Walaupun demikian, suatu hal yang tidak mudah 
untuk mengatur kemampuan khamir melakukan fermentasi pada suhu 
lebih tinggi. 

Produksi Single Cell Protein (SCP) 
Pertumbuhan S. cerevisiae sangat tergantung pada substrat/komposisi 

media (total nitrogen, gula), pH inisial dan laju aliran udara. Dalam system 
batch fermentasi, pertumbuhan S.cerevisiae lebih tinggi dengan konsentrasi 
nitrogen tinggi, aliran udara tinggi dan konsentrasi gula lebih rendah. 
Biomasa sel khamir merupakan sumber vit B dan chromium yang berdaya 
guna di dalam industry obat-obatan. Sebagai sumber vit B dan biotin, 
S.cerevisiae dapat menghilangkan stress, depresi, kelelahan, mengurangi 
efek penuaan. Sebagai sumber biotin, S.cerevisiae dapat menguatkan rambut, 
kuku dan mengurangi diabet neuropathy. Sebagai sumber chromium, 
S.cerevisiae dapat mengurangi gula darah pada penderita diabet tipe 2, 
mengurangi bahaya kolesterol darah tinggi, membantu dalam pengobatan 
acne kronis dan furunculosis. Chromium tidak mudah diserap oleh tubuh 
manusia, tetapi jika dikonsumsi bersama dengan brewer’s yeast akan lebih 
mudah diabsorbsi tubuh. Disamping itu, S.cerevisiae jga mengandung 
beberapa mineral seperti selenium, zinc, phosphorus dan magnesium, maka 
sering digunakan untuk kekurangan nafsu makan.

Asam lemak 
Asam lemak sangat menarik karena pentingnya umtuk diaplikasikan 

di bidang farmasi dan gizi. Bagi sel sendiri, asam lemak diperlukan untuk 
fungsi sel seperti regulasi fl uiditas membran. Saccharomyces cerevisiae 
mampu mensintesis de novo hanya beberapa asam lemak jenuh dan 
monounsaturated/asam lemak tak jenuh tunggal, terutama asam C-16 
dan C-18. Untuk produksi asam lemak rantai panjang lainnya dan asam 
lemak polyunsaturated tak jenuh jamak, perlu introduksi gen dari enzim 
yang sesuai seperti desaturases dan elongases, misalnya pada Gen enzim A. 
thaliana oleat desaturase (FAD2) atau desaturase asam lemak dari jamur M. 
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alpina. Karena pentingnya peran dari asam lemak tak jenuh ganda (PUFA) 
dalam kesehatan manusia dan nutrisi, sejumlah desaturases dari beberapa 
sumber yang berbeda mis. Mucor rouxii, M. alpine telah diekspresikan secara 
fungsional dalam S. cerevisiae untuk pembentukan PUFA (Chemler et al., 
2006). 

Komposisi asam lemak membran sangat bervariasi dan dipengaruhi 
oleh faktor lingkungan seperti suhu, oksigen, keterbatasan nutrisi dan laju 
pertumbuhan sel. Komposisi membran asam lemak khamir mengalami 
perubahan dengan perubahan suhu: semakin rendah suhu, semakin 
tak jenuh asam lemak komposisi membran. Selain itu, beberapa produk 
metabolit seperti etanol, asam asetat, asetaldehida dan asam lemak rantai 
sedang (MCFA) dapat bersifat racun pada S.cerevisiae. Komposisi asam 
lemak dalam media juga tergantung pada kondisi fermentasi yang sedang 
berlangsung, misalnya ketersediaan oksigen, sebagai hasil dari metabolisme 
khamir. Ketika fermentasi dilakukan dalam kondisi anaerob menghasilkan 
asam lemak rantai pendek. Sebaliknya, ketika fermentasi dilakukan dalam 
kondisi aerobik atau semi-aerobik, menghasilkan lebih sedikit asam lemak 
rantai menengah, dan lebih banyak asam lemak tak jenuh. Asam lemak 
dan esternya memiliki penting peran dalam fermentasi alkohol. Bahkan, 
diketahui bahwa hexanoic, oktanoat, dekanoat dan asam dodecanoic dan 
esternya, bersama-sama dengan etanol, dapat menghambat pertumbuhan 
khamir. Mendes-Fereira et al. (2004) mengatakan bahwa Slow atau Sluggish 
fermentation (fermentasi lambat) adalah jika fermentasi memerlukan waktu 
yang lebih lama dari rata-rata waktu untuk mencapai dryness, sedangkan 
Stuck fermentasi yaitu bila gula yang tersisa leih tinggi dari 2g/L. Nitrogen 
diketahui sebagai salah satu faktor pembatas utama pada pertumbuhan 
khamir dan kinerja fermentasi, sehingga menyebabkan timbulnya sluggish 
fermentasi. 

Proses Biotransformations oleh sel khamir 
Saccharomyces cerevisiae dapat dianggap sebagai penghasil berbagai 

senyawa kimia, semacam pabrik sel mikroba. Namun, S.cerevisiae 
umumnya diterapkan sebagai biocatalysis sel dalam proses biotransformasi. 
Biotransformasi adalah reaksi berdasarkan transformasi enzimatik senyawa 
kimia. Saat ini, biotransfomasi adalah metode yang telah digunakan untuk 
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menghasilkan senyawa murni dan untuk mengembangkan efi siensi sintesis 
senyawa sasaran. Secara umum, biotransformasi dilakukan oleh enzim 
hidrolase atau oksidoreduktase. Enzim lain seperti transferase, isomerase, 
liases dan ligases juga semakin meningkat penggunaan dalam proses 
biotransformasi.

Biotransformasi dapat dilakukan dengan menggunakan enzim 
terisolasi atau sel mikroorganisme yang memproduksi enzim (Biocatalysis 
whole-cell). Aplikasi enzim terisolasi dan enzim yang lebih dimurnikan 
lebih menguntungkan karena dapat menghindari pembentukan produk 
samping yang tidak diinginkan. Sedangkan pada sistem biotransformasi 
seluler kemungkinan pembentukan produk yang tidak diinginkan sering 
terjadi karena adanya enzim lain atau adanya katalisis simultan pada 
beberapa reaksi. S.cerevisiae memiliki potensi yang besar sebagai katalis 
dalam kimia organik karena mudah penanganannya, mudah beradaptasi 
dengan substrat dan menghasilkan produksi berbagai kelas enzim. S. 
cerevisiae dapat digunakan dalam bentuk kering dan padat, seperti ragi 
mentah atau biomassa liofi lisasi dan mampu mengkatalis berbagai reaksi 
dalam air atau media organik. Performa ini sangat penting bagi ahli kimia, 
karena laboratorium kimia biasanya tidak dilengkapi dengan peralatan 
mikrobiologi yang diperlukan untuk budidaya jamur. 

Efek Kluyver, Efek Crabtree dan Efek Custer
Berdasarkan fi siologi yang berkaitan dengan pembentukan energi 

dari metabolism gula, khamir dikelompokan menjadi nonfermentatif, 
fakultatif fermentative, dan obligat fermentative. Khamir nonfermentatif 
melangsungkan metabolism respirasi dan tidak dapat melangsungkan 
fermentasi alkohol dari glukosa (seperti pada Rhodotorula glutinis). 
Khamir obligat fermentative hanya mampu memetabolisme glukosa 
melalui fermentasi alkohol (seperti pada Candida slooffi i). Kebanyakan 
khamir termasuk dalam fakultatif fermentative. Berdasarkan pada 
kondisi pertumbuhannya, jenis gula, konsentrasi gula, dan ketersediaan 
oksigen, khamir dikelompokkan ke dalam khamir bersifat respirasi penuh, 
metabolism fermentative, dan melangsungkan ke duanya sekaligus yaitu 
metabolism fermentative respirasi (seperti pada S.cerevisiae, Candida utilis). 
Komposisi gula dalam media dan ketersediaan oksigen merupakan dua 
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faktor utama yang berdampak kuat terhadap fi siologi metabolism. Oksigen 
merupakan faktor kunci dalam regulasi metabolisme gula dalam sel khamir. 
Dengan adanya oksigen, hampir semua ragi dapat melangsungkan respirasi 
mengubah gula menjadi CO2 dan air. Sebagian besar khamir juga dapat 
memfermentasi gula menjadi etanol dan CO2. Namun, kemampuan khamir 
untuk memfermentasi gula menjadi etanol tidak berarti bahwa khamir juga 
mempunyai kemampuan untuk tumbuh dalam kondisi anaerob. Bahkan, 
sebagian besar khamir yang bersifat fakultatif anaerobik tidak tumbuh 
dengan baik dalam kondisi tanpa adanya oksigen, atau bahkan di dalam 
media yang kompleks sekalipun. Saccharomyces cerevisiae sebagai satu satunya 
khamir yang mampu tumbuh pada kondisi anaerobic, walaupun hanya 
tersedia sterol dan asam lemak tidak jenuh. Golongan khamir tidak mampu 
mensintesa sterol dan asam lemak tidak jenuh pada kondisi anaerobik.

Fenomena fi siologi metabolism yang berkaitan dengan kebutuhan 
oksigen di dalam sel khamir dikelompokkan ke dalam empat ‘effect’ (Weusthuis 
et al., 1994). Penggolongan tersebut tergantung pada spesies khamir dan 
ketersediaan gula sebagai substrat. Ke empat effek tersebut adalah Effek 
Pasteur, Effek Custers, Efek Crabtree, dan Efek Kluyver. Efek Pasteur didefi nisikan 
sebagai penghambatan metabolisme gula fermentasi (fermentable glucose) 
oleh oksigen, atau disebut sebagai penghambatan aktivitas perombakan gula 
dari jalur fermentasi oleh respirasi (oksigen). Sebaliknya, Efek Custers adalah 
fenomena yang diketahui sebagai penghambatan fermentasi alkohol oleh 
tidak adanya oksigen, yang terjadi pada jenis khamir Brettanomyces dan 
Dekkera. Ke dua khamir tersebut mampu memfermentasi glukosa menjadi 
etanol dan asam asetat pada kondisi aerobic. Namun jika kondisi berubah 
menjadi anaerobic maka fermentasi alkohol terhambat sangat nyata.

Efek Crabtree adalah fenomena dimana S.cerevisiae memproduksi 
etanol (alkohol) pada kondisi aerobic dalam konsentrasi glukosa tinggi 
(konsentrasi glukosa rendah 5-10 mg/100 mL), dari pada memproduksi 
biomasa (melalui siklus Asam Trikarboksilat/TCA), yang biasa terjadi 
pada khamir genus Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Debaryomyces, 
Brettanomyces, Torulopsis, Nematospora, dan Nadsonia. Sccaharomyces 
yang menghasilkan alkohol secara aerobic dalam glukosa berlebih disebut 
sebagai Crabtree positif. Fenomena efek Crabtree dapat terjadi karena sebagai 
berikut: meningkatnya konsentrasi glukosa mempercepat proses glikolisis 



Produk Metabolit Khamir 29

(yaitu perombakan gula), dan mengakibatkan produksi ATP berlebih 
(produksi ATP melalui fosforilasi substrat). Keadaan ini menutunkan 
proses fosforilasi oksidasi oleh siklua TCA melalui rantai transport elektron, 
dan oleh karena itu konsumsi oksigen menurun. Fenomena efek Crabtree 
berlangsung oleh karena adanya represi terhadap sintesis enzim respirasi 
oleh adanya laju fermentasi yang tinggi, dan tergantung pada substrat. 
Ketika S.cerevisiae tumbuh secara eksponensial pada glukosa atau fruktosa 
sebagai sumber karbon ditambah sumber energi dan kondisi aerobic, 
maka perombakan glukosa berlangsung secara fermentasi aerobic. Ketika 
S.cerevisiae tumbuh pada manosa atau galaktosa, perombakan berlangsung 
secara simultan melalui respirasi dan fermentasi. Analisis perhitungan efek 
Crabtree berdasarkan ratio antara mikro mole glukosa yang terfermentasi 
dengan miro mole glukosa yang teroksidasi (respirasi). Efek Crabtree adalah 
positif jika nilai ratio > 1, dan negative bila rationya <1. Pada kondisi ada 
udara S.cerevisiae dapat tumbuh dengan glukosa, fruktosa, manosa atau 
galaktosa sebagai sumber karbon (C) ditambah enerji dengan laju konsumsi 
yang sama untuk setiap jenis gula. Pada kondisi lingkungan alami spesies 
khamir menggunakan sumber karbon dari polyol, alkohol, asam organik, 
dan asam amino yang mendukung pertumbuhannya namun khamir lebih 
menyukai memetabolisme jenis gula (heksosa meliputi glukosa, fruktosa, 
galatosa atau manosa), dan golongan disakarida seperti maltose atau sukrosa, 
juga dengan senyawa yang memiliki dua karbon (etanol atau asetat).

Fenomena keempat yaitu efek Kluyver, kemampuan khamir, tergantung 
pada jenisnya, dapat merombak gula disakarida secara aerobic (respirasi) 
dan tidak secara anaerobic (fermentasi), namun bisa merombak gula 
monosakarida heksosa secara anaerobic. Ketidak mampuan khamir dalam 
memfermentasi gula disakarida maltosa menjadi etanol dan CO2 walaupun 
metabolisme maltosa secara respirasi (ada O2) dan fermentasi alkohol gula 
heksosa (monosakarida) bisa terjadi. Intinya Efek Kluyver ini terjadi karena 
perbedaan dalam memfermentasi antara gula monosakarida dan disakarida. 
Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.1, diagram tersebut menunjukkan 
tiga kemungkinan proses metabolism yaitu transport gula, hidrolisis 
disakarida atau mekanisme regularisasi gula tertentu. 

Seperti Efek Kluyver yang ditemui pada C.utilis menunjukkan 
adanya ketidak mampuan memfermentasi disakarida tertentu dan bukan 
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terletak pada ketersediaan oksigen. Dalam oksigen terbatas C.utilis yang 
ditumbuhkan dalam media maltosa menunjukkan bahwa jumlah maltose 
yang terfermentasi terbatas oleh ketersediaan oksigen untuk respirasi. 
Ketika ketersediaan oksigen berkurang, maka hanya sebagian maltose yang 
dikonsumsi dan tidak terjadi fermentasi. Sebaliknya pertumbuhan C.uitilis 
dalam glukosa pada oksigen terbatas, berlangsung secara respirasi dan 
fermentasi yang terjadi secara simultan. Khamir Kluyver-negatif S.cerevisiae 
melangsungkan metabolism respiro-fermentatif selama pertumbuhan pada 
oksigen terbatas baik dalam media glukosa maupun maltose. 
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Sumber Weusthuis et al. (1994).

Gambar 2.1  Perbedaan antara metabolism glukosa dan maltose dalam sel 
khamir. Pada gambar bahwa phosphorilasi unit glukosa be-
rasal dari maltose terjadi hanya oleh enzim glukokinase. Se-
mentara glukosa yang di ambil dari medium dapat difosfori-
lasi oleh kedua glukokinase dan hexokinase.

Pada kondisi aerobic dan glukosa berlebih, S.cerevisiae melangsungkan 
proses Efek Crabtree. Fenomena Efek Crabtree yaitu fermentasi alkohol dalam 
kondisi aerobic ketika konsentrasi glukosa melebihi batas ambang tertentu 
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(Verduyn et al., 1990). Saccharomyces cerevisiae mempunyai kemampuan yang 
luar biasa karena dapat tumbuh di bawah kondisi strik anaerobic untuk 
melakukan fermentasi alkohol. Bahkan dalam kondisi sepenuhnya aerobik 
etanol dapat diproduksi oleh S. cerevisiae yaitu ketika konsentrasi gula 
dalam substrat berlebih. Pada kondisi glukosa berlebih, fermentasi aerobic 
menjadi etanol menghasilkan energi yang diperlukan untuk pembentukan 
biomasa sel. Khamir ‘Non-Saccharomyces’ memerlukan pasokan oksigen 
untuk memicu fermentasi alkohol karena oksigen sebagai faktor pembatas 
pertumbuhannya. Namun, tidak adanya oksigen mengakibatkan terhentinya 
pertumbuhan dan karena itu, pada akhirnya, melangsungkan proses 
fermentasi alkohol. Dalam khamir, fermentasi alkohol juga tergantung pada 
jenis gula, misalnya Candida utilis yang bersifat fakultatif fermentatif tidak 
memfermentasi maltosa bahkan di bawah kondisi pertumbuhan oksigen 
terbatas meskipun maltosa tersebut mendukung pertumbuhan oksidatif. 
Kondisi perkembang biakan secara aerobik dengan substrat terbatas 
pada system kultivasi fed-batch bisa dilakukan untuk mencapai hasil 
biomassa yang optimal, dan pembentukan produk sampingan (by-product) 
minimal. Namun, dalam reaktor besar, karena ketidak sempurnaan proses 
pencampuran, gradien antara substrat dan oksigen tidak dapat dihindari. 

Golongan khamir fakultatif fermentasi dapat dibagi berdasarkan 
efek Crabtree yaitu terjadinya fermentasi alkohol dalam kondisi aerobik 
obligat dengan adanya kelebihan gula. Ketika mengkulturkan khamir yang 
bersifat Crabtree-positif pada kondisi gula terbatas tiba-tiba dipapar pada 
kondisi kelebihan gula (misalnya terjadi karena tidak sempurnanya proses 
pencampuran dalam reaktor besar) maka etanol dapat seketika diproduksi. 
Produksi etanol disertai dengan munculnya metabolit lain seperti asam 
asetat, asam piruvat dan etilasetat. Etanol dapat mengakibatkan efek 
yang mematikan terhadap pertumbuhan khamir karena meningkatkan 
permeabilitas membran dan penghambatan sejumlah enzim esensial. Ketika 
khamir yang bersifat Crabtree-negatif dikulturkan dalam substrat yang 
mengandung gula terbatas dalam kemostat aerobik, maka khamir Crabtree-
negatif tersebut memiliki glukosa dengan sifat afi nitas substrat yang tinggi. 
Oksigen sebagai parameter kunci yang menentukan laju fermentasi alkohol. 

Khamir Crabtree-positive termasuk S.cerevisiae mempunyai 
kecenderungan kuat untuk melakukan proses fermentasi alkohol. Namun 
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demikian, pembentukan etanol oleh S.cerevisiae dapat dihindari oleh kondisi 
pertumbuhan yang sepenuhnya aerobic dengan suplai gula terbatas. Pada 
kondisi pertumbuhan oksigen terbatas laju fermentasi baik pada khamir 
Crabtree-positif dan Crabtree-negatif hampir sama. Pada khamir Crabtree-positif 
S.cerevisiae, enzim utama pyruvat decarboxylase (PDC) aktif pada kondisi 
pertumbuhan aerobic dan glukosa terbatas. Sebaliknya aktivitas PDC sangat 
rendah pada khamir Crabtree-negatif C.utilis. Aktivitas enzim PDC meningkat 
tajam ketika C.utilis ditumbuhkan pada kondisi oksigen terbatas, sehingga 
disimpulkan bahwa oksigen menjadi kunci utama regulasi aktivitas PDC 
di dalam khamir Crab-tree-negatif. Khamir Crabtree-positif dan Crabtree-negatif 
memiliki regulasi metabolism gula yang berbeda di tingkat pyruvat.

Proses Glikolisis pada S.cerevisiae. 
Setelah glukosa masuk ke dalam sel, glukosa intrasel akan mengalami 

disimilasi dan atau asimilasi oleh proses metabolism. Begitu glukosa di 
dalam sel, glukosa mengalami fosforilasi oleh enzimkinase menjadi glukosa-
6-fosfat dan kemudian mengalami isomerisasi menjadi fruktosa-6-fosfat 
oleh enzim fosfoglukosa isomerase. Selanjutnya enzim fosfofruktokinase 
membantu metabolisme fosforilase fruktosa-6-fosfat menjadi fruktosa 
-1,6-bifosfat. Tahapan ini merupakan bagian awal dari proses glikolisis yang 
memerlukan enerji dalam bentuk ATP. Aktivitas berikutnya melibatkan 
enzim aldolase, triosefosfat isomerase, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenase, 
fosfogliserat kinase, fosfogliserat mutase, enolase dan piruvat kinase. Tahap 
akhir proses glikolisis adalah pembentukan piruvat yang berkaitan dengan 
produk net enerji dan pengurangan equalensi. Jalur glikolitik sangat esensial 
bagi seluruh spesies khamir. 

Pada jalur titik cabang piruvat (sebagai hasil produk akhir glikolisis) 
(Gambar 2.2), piruvat mengalami tiga jalur metabolism yang berbeda 
tergantung pada spesies khamir dan kondisi lingkungan, yaitu (1) setelah 
piruvat dibawa masuk ke dalam mitokondria oleh mitokondrial pyruvat 
carrier, piruvat langsung dikonversi menjadi asetil-cofaktor A (CoA) oleh 
komplek multienzim mitokondria piruvat dehidrogenase (PDH); (2) piruvat 
dapat juga dikonversi menjadi asetil-CoAdi dalam sitosol melalui asetaldehid 
dan asetat oleh jalur bypass-PDH. Jalur bypass-PDH memerlukan tiga 
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aktivitas enzim yaitu (a) piruvat dekarboksilase mengubah piruvat menjadi 
asetaldehid, (b) asetaldehid dehidrogenase (ALD) mengubah asetaldehid 
menjadi asetat, dan (c) asetil-CoA sintetase (ACS) mengubah asetat menjadi 
sitosol asetil-CoA yang kemudian ditransport secara tidak langsung ke 
dalam mitokondria melalui system enzim asetiltransferase karnitin. Pada 
Gambar menyajikan bahwa komplek PDH mitokondrial mempunyai afi nitas 
piruvat yang lebih tinggi dibanding piruvat dekarboksilase sitosol, dan oleh 
karena itu sebagian besar piruvat mengalir menuju komplek PDHdengan 
laju reaksi glikolisa rendah. Namun, pada konsentrasi glukosa meningkat, 
maka laju reaksi gliolisis meningkat dan terbentuk piruvat lebih banyak, 
saturasi PDH-bypass dan mengubah aliran karbon melalui produksi 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber Rodrigues et al. (2005).

Gambar 2.2. Skema jalur titik cabang piruvat.
Keterangan: A = pembawa oksaloasetat mitokondria, B = pembawa piruvat 

mitokondria, C = karnitin asetiltransferase. Piruvat yang terbentuk 
dari glikolisis diubah menjadi asetil-kofaktor-A (asetil Co-A) 
dan/atau oksaloasetat dimana ke dua produk ini merupakan 
senyawa intermediate dari siklus trikarboksilat (TCA). 1. Komplek 
piruvat dehidrogenase, 2. Piruvat dekarboksilase, 3. Asetaldehid 
dehidrogenase, 4. Asetil-Co-A sintetase, 5. Piruvat karboksilase, dan 
6. Alkohol dehidrogenase. 
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Metabolism secara aerobic pada S.cerevisiae
Metabolism aerobic meliputi fosforilasi oksidasi dan keseimbangan 

redoks. Selama metabolism secara respirasi, kedua NADH sitosol dan 
mitokondria mengalami reoksidasi oleh rantai respirasi. Namun, tidak sama 
dengan kebanyakan sel eukariotik termasuk spesies khamir lain, S.cerevisiae 
tidak memiliki multi-sub-unit komplek-I-tipe NADH dehidrogenase. 
Melainkan S.cerevisiae memiliki sebuah single-subunit- NADH: ubiquinon 
oksidoreduktase yang berpasangan dengan oksidasi intramitokondria 
NADH pada rantai respirasi. Enzim ini (encoding NDII) sebagai enzim 
internal NADH dehidrogenase yang berfungsi mengkatalisis transfer dua 
elektron dari intramitokondria NADH ke ubiquinon. Seperti pada sel 
tanaman, mitokondria sel khamir memiliki aktivitas internal mitokondrial 
NADH dehidrogenase dan mitokondria eksternal NADH dehidrogenase. 
S.cerevisiae memiliki dua gen encoding eksternal NADH dehidrogenase 
isoenzim yaitu NDE1 dan NDE2 dimana kedua enzim ini merupakan gen 
yang mengekspresikan sifat aerobic. Cirri khas lain jalur respirasi S.cerevisiae 
yaitu rantai respirasi S.cerevisiae berbeda dari kapang dan tanaman karena 
NADH dehidrogenase tidak berpasangan dengan pompa proton dan tidak 
memiliki enzim sianida-sensitif-alternatif oksidase yang mengkatalisa 
oksidasi ubiquinon secara langsung melalui molecular oksigen tanpa 
menghasilkan proton motive force. 

Metabolism anaerobic S.cerevisiae
Berdasarkan sifat fi siologi yang berkaitan dengan metabolism gula 

khamir dikelompokkan tiga yaitu nonfermentatif, fakultatif fermentative, 
dan obligat fermentative. Fermentasi alkohol diketahui sebagai katabolisme 
glukosa menjadi etanol, 2 mol ATP dihasilkan dari setiap mol glukosa 
yang diubah menjadi etanol) yang berfungsi sebagai energi utama untuk 
pertumbuhan khamir. Selama pertumbuhan kondisi anaerobic selain 
metabolism glukosa juga terjadi sintesis gliserol. Gliserol dihasilkan dari 
reduksi glikolitik intermediate dihidroksiaseton fosfat menjadi gliserol-
3-fosfat dan dikatalisa oleh enzim NAD+-dependent-gliserol-3-fosfat 
dehidrogenase (GPD1 dan GPD2) dan diikuti dengan defosforilasi gliserol-3-
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fosfat menjadi gliserol yang dikatalisa oleh enzim gliserol-3-fosfat. S.cerevisiae 
dan beberapa jenis khamir lain juga mampu menghasilkan asam asetat baik 
secara aerobic maupun anaerobic. Metabolism asam asetat melalui asetil-
Co-A sintetase sebagi sumber utama sitosilik asetil-CoA yang merupakan 
bilding blok biosintesis ama lemak.

S.cerevisiae sebagai khamir fakultatif anaerob mampu tumbuh baik 
dalam aerobic menggunakan molecular oksigen, maupun anaerobic 
menggunakan senyawa lain. Pertumbuhan anaerobic menghasikan enerji 
yang lebih rendah dibanding kondisi aerobic. Hal ini karena laju konsumsi 
substrat gula lebih tinggi pada kondisi anaerobic, dan oksigen digunakan 
sebagai sumber utama akseptor elektron akhir. S.cerevisiae memerlukan 
suplai eksternal berupa sterol dan asam lemak untuk dapat tumbuh cepat 
dalam kondisi anaerobic. Pergeseran pertumbuhan dari kondisi anaerobic 
(dimana enerji adalah faktor pembatas) ke aerobic (dengan kemampuan 
menghasilkan ATP 1,4-5,4 kali lebih banyak per mol gula) member 
efek menguntungkan. Bagi S.cerevisiae fermentasi alkohol pada kondisi 
pertumbuhan aerobic mampu memetabolisme hampir semua gula dan 
hanya sekitar 5-10% glukosa, maltose atau fruktosa tidak termetabolisme. 

Efek asam lemah dan Efek asam lemak terhadap aktivitas 
S.cerevisiae

Asam Lemah. Regulasi sel pada umumnya adalah bahwa membran 
plasma mikroorganisme hanya permeable terhadap asam organik dalam 
bentuk undisosiasi, sehingga dapat melalui membrane secara difusi pasif. 
Setelah masuk ke dalam sitosol, asam akan terdisosiasi oleh karena pH sitosol 
7 adalah lebih tinggi dari pada pK dari asam lemah. Hal ini mengakibatkan 
terjadi transfer proton dari medium menuju sitosol. Dalam upaya mencegah 
pengasaman sitosol, maka infl uks proton harus dijaga keseimbangannya/
diseimbangkan dengan cara melalui ekstrusi proton oleh enzim ATPase 
membrane plasma pada ketersediaan ATP. Proton yang masuk ke dalam sel 
harus dikeluarkan oleh kompleks ATPase membran plasma yang memompa 
proton, untuk mencegah pengasaman intraseluler. 

Asam Lemak. S.cerevisiae tidak dapat melakukan sintesis asam 
lemak tidak jenuh atau ergosterol dalam kondisi tanpa oksigen (anaerobic) 
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(Verduyn et al., 1990). Jumlah asam lemak tidak jenuh menurun ketika 
sel yang semula tumbuh secara aerobic kemudian ditransfer ke dalam 
kondisi anaerobic dengan tanpa adanya sterol dan asam lemak. Jumlah 
asam lemak yang terbatas dapat menyebabkan perubahan sifat membrane 
sel yang mengakibatkan infl uks proton pasif yang hanya dapat di 
keluarkan menggunakan ATP. Sebaliknya jika asam lemak berlebih 
dapat mengakibatkan menurunnya produksi biomasa. Penyisipan asam 
lemah rantai menengah ke dalam struktur membrane sel khamir dapat 
menurunkan sifat hidrofobisitas lipid dalam membrane dan meningkatkan 
permeabilitas membrane. Namun, hal ini tidak terjadi jika terdapat asam 
lemak oleat, karena asam lemak rantai panjang (>C10) tidak efektif dalam 
merusak struktur membrane sel S.cerevisiae.

Latihan 
1.  Apakah efek Crabtree dan efek Kluyver, dan berikan contohnya.
2.  Bagaiman cara menstimulasi dan mengendalikan proksi metabolit oleh 

khamir?
3.  Apakah xylitol?
4.  Apakah produk SCP termasuk ke dalam produk metabolit?
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Khamir adalah mikroorganisme penting yang pernah dieksploitasi 
oleh manusia, karena telah digunakan selama beberapa ribu tahun 
untuk produksi berbagai makanan. Selain produk rerotian dan 

fermentasi beralkohol tradisional, khamir telah digunakan untuk keperluan 
industri yang beragam. Khamir telah digunakan dalam beberapa aplikasi 
(Fleet, 2007): (i) fermentasi laktosa menjadi etanol, untuk menghasilkan susu 
bebas laktosa untuk penderita intoleransi laktosa; (ii) produksi berbagai 
alditols, seperti gliserol atau D-glucitol; (Iii) produksi protein dari alkana dan 
limbah kertas-pulp; (iv) menyediakan enzim, seperti β-fructofuranosidase 
(invertase), α- dan β-galaktosidase dan lipase; (v) produksi senyawa untuk 
tujuan penelitian, seperti, novel ikatan karbon-karbon dan methyldiols dari 
aldehida dan (vi) sebagai agen biokontrol karena mempunyai aktivitas 
antifungi. Produksi Biomassa sel (makanan dan pakan khamir), produksi 
ingredien, aditif dan sebagai alat bantu pengolahan untuk pengolahan 
makanan, seperti antioksidan, aroma, warna, rasa dan vitamin, khamir 
probiotik, dan biocatalysts khamir. Di sisi lain, keberadaan dan metabolisme 
khamir juga dapat memiliki beberapa aspek merugikan, seperti pembusukan 
makanan dan minuman, alergen makanan, keamanan pangan dan kesehatan 
yang terkait dengan khamir.

Saccharomyces cerevisiae merupakan sumber yang kaya vitamin B dan 
kromium, dan telah banyak dipelajari secara ekstensif sebagai bahan obat. 

3

DINDING SEL KHAMIR
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Telah dilaporkan penggunaan ragi (Saccharomyces boulardii atau Saccharomyces 
cerevisiae, khamir roti komersial) sebagai agen biotherapeutic potensial 
yang kombinasi dengan antibiotik standar untuk pengobatan diare yang 
disebabkan oleh Clostridium diffi cile dan kolitis. Sebagai sumber vitamin B, 
strain Saccharomyces cerevisiae dapat menghilangkan stres, depresi, mudah 
tersinggung, dan kelelahan dan juga membantu mengurangi beberapa efek 
penuaan. Sebagai sumber biotin, Saccharomyces cerevisiae bisa memperkuat 
rambut dan kuku, dan mengobati cradle cap dan diabetes neuropati. 
Sebagai sumber kromium, Saccharomyces cerevisiae dapat menurunkan kadar 
gula darah pada orang dengan diabetes tipe-2, mengurangi risiko kolesterol 
tinggi dalam darah, dan membantu dalam pengobatan jerawat kronis dan 
furunkulosis. Kromium merupakan senyawa yang sulit bagi tubuh untuk 
menyerap, tetapi lebih mudah diserap bila berada bersama sama dengan 
Saccharomyces cerevisiae. Selain itu, Saccharomyces cerevisiae juga memiliki 
beberapa mineral termasuk selenium, zinc, fosfor dan magnesium, yang 
sering digunakan untuk menghilangan nafsu makan (Camacho-Ruiz et 
al., 2016). Buku ini memberikan ulasan mengenai aktivitas khamir dalam 
perombakan komponen pangan, produk metabolit yang dihasilkan oleh 
khamir, dan peranan aktivitas khamir dalam mengubah beberapa sifat 
bahan pangan menjadi lebih baik. Ulasan mengenai dinding sel khamir, 
dan fungsi komponen dinding sel khamir akan dijabarkan di dalam Bab ini. 
Setelah membaca Bab ini diharapkan pembaca mampu memahami susunan 
dinding sel khamir dan komponen penyusunnya, dan mampu menjelas 
fungsi dinding sel. 

Struktur Dinding Sel Khamir
Perbedaan substansial dalam komposisi dinding sel bakteri dan khamir 

berdampak pada respon antigenik. Semua bakteri mengandung molekul 
gula dengan berat molekul tinggi berkaitan dengan protein yang membentuk 
struktur kaku disebut peptidoglikan. Bakteri Gram negative berbeda dengan 
bakteri Gram positif terhadap konsentrasi kandungan lipid di dalam dinding 
selnya. Bakteri Gram negative mengandung lipid hingga 20% terdiri dari 
lipopolisakarida (LPS), sedangkan bakteri Gram positif mengandung lipid 
lebih sedikit di dalam dinding selnya, tetapi mengandung asam lipoteikoat 
(LTA). Dinding sel khamir tersusun atas paling sedikit dua lapisan, yaitu 
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lapisan luar mengandung kombinasi manosa yang berkaitan dengan protein 
membentuk phosphopeptidomanan (PLM) (umumnya disebut manan) atau 
kombinasi manosa dengan lemak yang disebut phospholipomanan (PLM). 
Lapisan bagian dalam tersusun oleh kitin, 1,3-β- dan 1,6- β-glukan. Pada 
organism hidup, pertahanan pertama melawan serangan mikroba disebut 
innate immunity. Innate immunity tergantung pada pengenalan antigen pola 
molekul yang berhubungan dengan pathogen, disebut pathogen-associated 
molecular pattern (PAMP) oleh protein spesifi k yaitu reseptor pengenalan 
pola (pattern-recognition receptors/PRRs). Peptidoglikan, LPS dan LTA 
yang terdapat di dalam dinding sel bakteri, dan PLM, PPM dan glikan 
yang terdapat di dalam dinding sel khamir, semua adalah disebut PAMPs 
dan dikenali oleh PPRs yang berbeda beda, dan oleh karena itu dapat 
menjelaskan respon yang berbeda beda dari mikroorganisme tersebut, dan 
disebut sebagai immunobiotik (Janeway et al., 2002). 

Komposisi Dinding Sel
Komposisi kimia dari dinding sel S. cerevisiae, dinding sel menempati 

15 sampai 30% dari berat kering sel dan 25 sampai 50% dari volume 
berdasarkan perhitungan dari elektron mikrografi k. Dinding sel sebagian 
besar tersusun dari mannoprotein dan fi brous β-1,3-glucan. Terdapat juga 
cabang β-1,6-glukan yang menghubungkan beberapa komponen lain dari 
dinding sel. Komponen minor yang penting adalah kitin, yang berkontribusi 
pada insolubilitas serat. Kompleks β-1,3-glukan-kitin adalah konstituen 
utama dari dinding bagian dalam. Glucan β-1,6 menghubungkan komponen 
dinding dalam dan luar. Pada permukaan luar dari dinding sel adalah 
mannoproteins, yang semuanya berupa O- dan N-terglikosilasi. Manoprotein 
tersusun padat-kompak dan berfungsi membatasi permeabilitas dinding 
sel terhadap larutan. Ikatan kovalen yang menghubungkan antara masing-
masing komponen dalam dinding sel kini telah diidentifi kasi. Struktur 
komponen dinding sel terdiri dari glukan, manoprotein, kitin seperti 
disajikan pada Tabel 3.1. 

1. Susunan Modular

Glucan β-1,3 merupakan komponen utama dan membentuk serat 
fi brous penutup dinding. Dengan perbandingan ukuran polimer terhadap 
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kandungan glukan selular diperoleh gambaran angka sekitar 1x 106 sampai 
3 x 106 rantai glukan per sel (Lipke dan Ovalle, 1998). Terdapat jumlah yang 
sama antara molekul glukan β-1,6 yang melekat pada β-1,3 glukan. Jika kita 
memperkirakan ukuran rata-rata mannoproteins sebagai 100 hingga 200 
kDa, maka jumlah manoprotein juga sama. Khitin dalam jumlah kecil (1% 
dari berat kering tidak termasuk tunas sel/bud) merupakan rantai lurus 
sekitar 120 unit, berada dalam ratio molar dari 0,1 hingga 0,3. Senyawa kitin 
ini berikatan kovalen membentuk komplek makromolekul yang dirakit 
membentuk dinding yang utuh. Para penulis menyebut kovalen kompleks 
ini sebagai “kisi-kisi jaringan” (latticework) daripada struktur yang solid 
karena kovalen komplek ini hanya menempati hanya 10 sampai 20% dari 
keseluruhan volume dinding sel. “Lattice/kisi-kisi jaringan” adalah suatu unit 
modul yang terakit, setiap unit tersusun mengelilingi molekul β-1,3 glukan 
(Gambar 15A). Sebuah prototipe unit modul memiliki sebuah rantai glukan 
β-1,3 dengan 40 sampai 50 cabang dan termasuk satu atau dua gugus β-1,6 
glukan serta satu gugus mannoprotein. Satu unit modu minoritas memiliki 
rantai kitin yang melekat pada β-1,3 atau glukan β-1,6. Unit-unit Modul ini 
terkait melalui interaksi ikatan nonkovalen di dalam lapisan glukan-kitin 
dan melalui ikatan kovalen lintas-link di lapisan mannoprotein (Gambar 
15B), termasuk juga ikatan disulfi da antara mannoproteins. Sedangkan 
novel ikatan mannoprotein-glukan belum diidentifi kasi.

Tabel 3.1. Struktur makromolekul dinding sel S. cerevisiae 

Makromolekul % dari masa dinding sel Mean Mr (DP)(kDa)
Manoprotein b

1,6-beta-glukan
1,3-beta-glukan
Kitin 

30-50
5-10
30-45
1,5-6

Highly variabel
24(150)
240 (1500)
25(120)

Sumber Klis et al. (2006)

Keterangan:  Komponen dinding sel tersusun berurutan dari luar ke bagian dalam. 
Stress pada Dinding sel dapat menyebabkan meningkatnya level 
kitin secara drastic. DP= degree of polimerisasi. b=kandungan protein 
sesungguhnya adalah 4-5%, masa yang tersisa adalah rantai cabang 
karbohidrat mengandung manosa yang berikatan dengan protein 
(protein-linked mannose-containing carbohydrate side chains.
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Sumber Lipke and Ovalle, (1998)

Gambar 3.1. Struktur senyawa penyususn dinding sel

2. Glukan 

Glucan β-1,3 membentuk jaringan fi brosa yang terlihat melalui 
pemindaian mikroskop elektron dari permukaan dalam dari dinding dan juga 
membentuk komponen amorf. Rata-rata derajad polimerisasi 1.500 sesuai 
dengan massa molekul 240.000 dan panjang serat maksimum sekitar 600 nm. 
Panjang ini kira-kira tiga sampai enam kali rata-rata ketebalan dinding, atau 
1/10 dari lingkar sel. Percabangan polimer (sekitar 3% cabang poin) secara 
substansial dapat mengurangi panjang serat tersebut, tergantung pada 
panjang cabang. Sebagian besar glukan β-1,3 memiliki konformasi heliks, 
berdasarkan penelitian in vitro, dan sekarang telah dikonfi rmasi oleh metode 
Solid state nuclear magnetic resonance untuk sel khamir utuh. Heliks tersebut 
terdiri dari rantai polisakarida tunggal atau tiga rantai ikatan hidrogen (triple 
helix). Dengan teknik mikrograf elektron serat mempunyai 10 sampai 30 nm 
diameter, konsisten dengan asosiasi lateral beberapa rantai, masing-masing 
rantai dengan diameter 0,5-1 nm. Enzim β-1,3-glucan synthase terletak di 
membran plasma. Mikroskop elektron menunjukkan bahwa polisakarida 
adalah produk ekstraseluler. Dengan demikian, kompleks bertindak sebagai 
enzim transferase glikosil dan juga transporter. Percabangan dapat dibentuk 
secara ekstraseluler oleh enzim putative branching, Bgl2p, yang memiliki 
aktivitas yang analog dengan enzim pada percabangan molekul pati. Glucan 
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β-1,6 adalah polisakarida bercabang yang menghubungkan komponen dari 
setiap unit modul bersama-sama. Titik sintesis dan cara sintesis glukan 
β-1,6 tidak begitu jelas, walaaupun telah dianalisis secara biokimia maupun 
genetika. Karena glucan adalah reseptor utama untuk “K1 killer factor” 
khamir.

3. Kitin 
Kitin terkait dengan non- mengurangi cabang β-1,3 glukan dan β-1,6 

glukan dengan ikatan glycosida (Gbr. 1A) (Lipke dan Ovalle, 1998). Rantai 
α-kitin dari beberapa unit modul anneal untuk membentuk microdomains 
kristal α-kitin, yaitu bentuk sangat umum ditemui dalam lingkungan 
aqueous dan bentuk pada dinding jamur yang lain. Struktur α-kitin mirip 
dengan struktur dari selulosa, yaitu berikatan hidrogen antiparalel terhadap 
rantai unit N- acetylglucosamine. Ikatan hidrogen melibatkan gugus amida 
(yang tidak ditemui dalam selulosa) untuk lebih lanjut menstabilkan 
kristal. Ikatan ekstra ini bersama dengan inti hidrofobik yang dibentuk oleh 
kelompok metil asetamido befungsi mencegah invasi oleh air, dan disolusi 
kristal. Sintesis kitin adalah vectorial, dengan substrat dan sisi regulasi 
intraseluler dan produk ekstraseluler, berdasar pada aktivitas kerja enzim, 
dan mikroskopis. Adanya kitin dalam gugus molekul dinding sel sangat 
penting untuk menjaga insolubilitas dinding sel, dan keterikatan dengan 
kitin menghasilkan transfer material dinding sel dari yang larut dalam alkali 
ke fraksi yang tidak larut dalam alkali. 

4. Manoprotein 

Mannoproteins dalam dinding sel khamir adalah polipeptida 
glikosylated, 50 sampai 95% karbohidrat by weight, dan dengan demikian 
dianggap sebagai proteoglikan khamir (Lipke dan Ovalle, 1998). Manoprotein 
mengikat N-linked glycans dengan struktur inti “Man10-14GlcNAc2-Asn”. 
Struktur ini sangat mirip dengan rantai high mannose N-glycan pada 
mamalia. “Outer rantai” yang terdapat pada sebagian N-glycans khamir 
terdiri dari 50 sampai 200 unit mannose tambahan yang terkait, dengan 
α-1,6-linked backbone yang berikatan dengan rantai samping α-1,2- dan 
α-1,3 cabang pendek. Terdapat sepuluh N-glycans besar per glycopeptide, 
sehingga gula yang terikat-N (N-linked-sugar) dapat menambahkan 50.000 
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sampai 100.000 Da manoprotein. Fosforilasi rantai samping mannosyl 
menyebabkan khamir memiliki muatan permukaan anionic. N-rantai 
perpanjangan tidak penting untuk biogenesis dinding, tetapi kurangnya 
rantai luar didalam mutan- mnn9 meningkatkan permeabilitas dinding dan 
menurunkan integrity.

Struktur Molekuler Dinding Sel
Saccharomyces cerevisiae memerlukan energi metabolic yang sangat 

besar untuk menyusun dinding sel. Tergantung pada kondisi pertumbuhan, 
masa dinding selnya dalam berat kering terdapat sekitar 10-25% dari total 
masa sel. Masa dinding sel tersebut tersusun atas lapisan bagian dalam 
mengandung komponen paling utama polisakarida yang bertindak sebagai 
penutup pelindung dari lapisan bagian luar manoprotein yang meluas 
hingga ke bagian tengah dinding sel. struktur molekuler dinding sel disajikan 
pada Tabel 3 (Frans et al., 2006). Polisakarida merupakan rantai cabang 
1,3-beta-glukan. Oleh karena adanya rantai cabang, molekul 1,3-beta-glukan 
hanya dapat berhubungan melalui ikatan hydrogen dan menghasilkan 
formasi yang berkesinambungan yaitu three-dimention network/jaringan. 
Jaringan ini sangat elastic dan meluas pada kondisi osmotic normal. Ketika 
sel dipindahkan ke larutan hipertonik, maka sel tersebut menyusut dengan 
cepat dan kehilangan volume nya hampir 60% dari volume aslinya, dan hal 
ini sebanding dengan kehilangan permukaan sekitar 40-50%. Penyusutan ini 
bersifat reversible yang dapat dilihat jika sel dipindahkan ke medium semula 
asalnya. Sifat elastisitas dinding sel dapat juga dilihat setelah fi ksasi sel, 
maka sel akan menyusut dan lebih kecil dari sel hidup. Elastisitas dinding sel 
mencerminkan struktur molekul1,3-beta-glukan yang mempunyai bentuk 
heliks yang fl eksibel seperti kawat pegas yang bisa mempunyai beberapa 
bentuk. Ketika beberapa jenis khamir seperti Candida spp, Cryptococcus spp, 
Pichia spp dan Schizosaccharomyces spp dipapar pada larutan hipertonik, 
mereka segera menyusut dengan cepat, maka hal ini menunjukkan bahwa 
kombinasi kekuatan mekanik dan elastisitas merupakan prinsip arsitektur 
penyususnan dinding sel khamir.

Non-reducing end dari molekul 1,3-beta-glukan berfungsi sebagai 
sisi pengikatan dari ikatan kovalen dengan polisakarida lain. Pada 
sisi eksternal jaringan 1,3-beta-glukan, cabang 1,6-beta-glukan banyak 
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ditemukan yang kemudian disambunga kan ke manoprotein GPI-modifi ed. 
Pada sisi dalam jaringan 1,3-beta-glukan rantai kitin terikat tetapi hanya 
setelah terjadi sitokinesis. Dengan kata lain, dinding lateral tempat dimana 
terjadi pertumbuhan tunas umumnya tidak mengandung kitin. Hal ini 
menunjukkan bahwa kitin bukan esensial terhadap kekuatan mekanik 
dan elastisitas dinding lateral sel. kitin tidak hanya menjadi terikat secara 
glikosidik pada non-reducing end 1,3-beta-glukan tetapi juga pada rantai 
1,6-beta-glukan, khususnya dalam respond dinding sel.

Fungsi Dinding Sel
Dinding sel khamir memiliki 4 fungsi utama (Klis et al., 2006):

1. Menstabilkan kondisi osmotic internal. 
Osmolalitas sitoplasma S.cerevisiae dan beberapa fungi lain biasanya lebih 
tinggi dari pada diluar sel untuk membatasi infl ux air yang dihasilkan 
yang dapat mengganggu kondisi reaksi internal dan menyebabkan 
pembengkakan sel berlebihan akhirnya mengarah pada pecahnya 
membrane plasma, maka khamir membangun dinding yang kokoh dan 
elastic. Pelebaran dinding menimbulkan suatu tekanan penangkal oleh 
dinding yang memberhentikan infl ux air.

2. Perlindungan terhadap stress fi sik.
Dinding sel tidak hanya terlibat dalam memelihara homeostatic osmotic 
tetapi juga fungsinya sebagai sebuah mantel pelindung. Kombinasi 
kekuatan mekanik yang besar dan elastisitas tinggi memudahkan 
dinding untuk meemindahkan dan menyebarkan tekanan gangguan 
fi sik, oleh karena itu memberikan perlindungan efi sien melawan 
kerusakan mekanik.

3. Memelihara bentuk sel 
Pemeliharaan bentuk sel merupakan prasyarat untuk morfogenesis. 
Sel khamir dapat tumbuh berbentuk sel oval, atau lebih ber bentuk 
elongasi selama keterbatasan nitrogen atau jika pseudohipa tumbuh. 
Pembentukan sebuah struktur kawin/mating dalam respon terhadap 
feromon dari pasangan mating yang berlainan juga digambarkan dalam 
fungsi dinding sel. bentuk spektakuler khamir tingkat tinggi adalah 
contoh yang jelas bagaimana dinding sel dapat berkontribusi pada 
morfogenesis.
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4. Dinding sel sebagai scaffold/perancah untuk protein
Polisakarida sebagai bantalan stress/tekanan dari dinding sel baker’s 
yeast dan kapang lain yang berfungsi sebagai perancah terhadap 
lapisan eksternal glikoprotein. Secara kolektif glikoprotein dan terutama 
karbohidrat berikatan dengan N- pada rantai samping, membatasi 
permeabilitas dinding sel untuk makromolekul, sehingga menjadi 
perisai polisakarida skeletal dari serangan protein asing. Glikosilasi 
protein dinding sel dan adanya gugus fosfat bermuatan negative pada 
rantai karbohidrat berkontribusi pada penyimpangan air. 
Lapisan eksternal protein dari dinding sel selalu tersusun oleh paling 
sedikit 20 macam glikoprotein yang berbeda dan perbedaan ini 
tergantung pada kondisi pertumbuhan sel. Hal ini yang menyebabkan 
bahwa sel mempunyai berbagai fungsi. Protein dinding sel membiarkan 
sel fl okulasi, mengenali mating pasangannya, membentuk biofi lm dan 
tumbuh membentuk pseduhifa maupun menyebar. Lapisan protein ini 
juga membantu sel untuk mengikat Fe dan membantu serapan sterol 
dan diperlukan untuk pertumbuhan anaerobic. Protein dinding sel 
sangat mempengaruhi hidropobisitas sel yang sangat penting untuk 
perlekatan pada polystyrene dan komponen abiotik lain di permukaan. 
Konstruksi penyususnan dinding sel dikontrol dengan sangat ketat. 
Komposisi polisakarida, struktur dan ketebalan dinding bervariasi 
sangat besar, tergantung pada kondisi lingkungan. Tidak mengherankan 
jika pembentukan dinding sel sangat ketat berkoordinasi dengan siklus 
sel. misalnya, gen protein-encoding dinding sel diatur oleh siklus sel.

Fungsi β-Glucan asal Khamir
Yeast beta-glucan atau β-glucan khamir dengan rumus kimia (1-3), 

(1-6)-P-D-glucan (Poly- (l-6)-P-D-glucopyranosyl- (l,3 )-p-D-glucopyranose). 
Dipasarkan dengan nama Biothera beta-glucan khamir, yaitu produk yang 
mengandung ekstrak beta-glukan khamir dalam bentuk bubuk semprot-
kering dengan kecoklatan (beige). Produk Biothera β-glucan khamir 
mengandung setidaknya 70% β-l,3/1,6-glucan larut air, dengan bentuk fi sik 
bola berongga sel. Selain mengandung sejumlah kecil (trace) protein dan 
lipid, di dalam produk ini juga mengandung β-l, 6-glukan dan kitin. 
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Khamir β-glucan diproduksi sesuai dengan standar Good 
Manufacturing Practices (cGMP) menggunakan reagen food grade dan 
bahan-bahan yang tepat. S. cerevisiae yang digunakan dalam produksi 
ragi beta-glucan adalah standar food grade Baker ragi, yang ditumbuhkan 
pada industri Biothera di bawah kondisi yang terkendali didalam wadah 
fermentasi stainless steel. Sel-sel khamir dilisiskan untuk mengekstrak 
komponen beta-glucan dari dinding selnya, yang kemudian dimurnikan 
untuk menghasilkan produk akhir. Autolisis dari campuran fermentasi 
terjadi dalam wadah fermentasi di mana sel-sel dilisiskan menggunakan 
proses thermal yang berlangsung selama beberapa hari. Ekstrak khamir 
kemudian dipisahkan dari dinding sel menggunakan pemisahan sentrifugal. 
Setelah sentrifugasi, kandungan padatan total dinding sel adalah 10 sampai 
12% dari total massa original. Dinding sel isolat yang telah dipisahkan 
kemudian mengalami perlakuan asam yang menghasilkan depolimerisasi 
dan deasetilasi kitin untuk membentuk glukosamin hidroklorida bebas, 
dan penghilangan kitin. Selanjutnya, slury dinding sel khamir mengalami 
sterilisasi dan tahap penyamaan pH sehingga menghasilkan larutan steril 
dengan pH 5-6. Hasil akhir larutan mengandung padatan 6-12% terutama 
β-1,3/1,6-glukan murni. Larutan campuran ini kemudian diperlakukan 
dengan semprot-kering, dan ketika sudah kering, bubuk disaring melalui 
ayakan mesh. Produk akhir β-1,3 /1,6-glucan kemudian dikemas ke dalam 
kardus dengan 10 kg dengan kemasan lapisan dalam ganda (inner bags) 
yang terbuat dari polyethylene.

β-Glucan adalah kelompok polisakarida yang terdiri dari unit glukosa 
terkait bersama dengan ikatan beta-glikosidik. β-Glucan telah digunakan di 
banyak industri, seperti farmasi, makanan dan pakan, dan industri kosmetik. 
β-Glucan juga menunjukkan sifat obat, seperti antitumor, antimikroba dan 
aktivitas antioksidan plus penyerapan mikotoksin, serta digunakan untuk 
stimulasi respon imun pada hewan, seperti udang, disapih babi dan tikus, 
dan pengurangan kadar kolesterol darah dan glukosa. Pengaruhnya untuk 
membantu immunitas tergantung pada struktur β-Glucan, berat molekul 
dan derajad percabangan, β-Glucans dengan rantai percabangan panjang 
yang paling efektif. β-Glucan telah ditemukan di banyak sumber alam, 
seperti bakteri, ragi, jamur dan tanaman, tetapi berbeda dalam struktur dan 
sifat fungsionalnya. Dinding sel Saccharomyces cerevisiae, khamir bertunas 
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dalam family Saccharomycetaceae, telah dianggap sebagai sumber β-Glucan 
yang potensi. Terdapat sekitar 30% dari berat kering sel dan terdiri dari 
15% protein dan 85% polisakarida. β-Glucans menyusun sekitar 55 - 65% 
w/w dari dinding sel khamir, yaitu terdiri dari rantai panjang β-1,3-glukan 
(sekitar 85% dari total) dan rantai pendek β-1,6-glukan. β-Glucan khamir 
diisolasi dari dinding sel khamir (S. cerevisiae) dan terdiri terutama dari 
β-I,3-glukan (paling sedikit 70%). Bahan ingredient β-glukan dipasarkan 
sebagai BetaRight@ 3-6 (mengandung paling sedikit 70% β-glucan) atau 
WGP@ 3-6 (mengandung paling sedikit 75% β-glucan). Ingredient β-glukan 
untuk digunakan dalam sejumlah produk makanan, termasuk kue, 
minuman pengganti makan, sarapan, granola dan pangan mengandung 
protein, susu kedelai, probiotik minuman, yogurt, dan minuman yoghurt, 
minuman buah, minuman, dan smoothie, soft candy, dan sup pada tingkat 
200 mg ingredient β-glukan per porsi. Khamir β-glucan diproduksi sesuai 
dengan cGMP, sangat stabil di bawah kondisi penyimpanan yang sesuai, 
dan produk akhir memenuhi spesifi kasi food grade sesuai. Ingredien 
Biothera-β-Glucan adalah komponen karbohidrat dinding sel khamir yang 
tidak larut dalam air. Manusia tidak dapat mencerna polimer karbohidrat 
ang memiliki cabang beta-glikosida, dan karena itu penyerapan oleh epitel 
usus dan paparan sistemik glucan tidak akan terjadi (Freimund et al., 2003). 
Namun demikian paparan terjadi pada pemberian secara oral. Degradasi 
oksidatif dari partikel glukan kemudian terjadi selang beberapa hari. Hal ini 
berbeda dengan paparan β-glukan khamir melalui intraperitoneal atau jalur 
intravena, yang menghasilkan akumulasi yang signifi kan dari karbohidrat 
dalam organ-organ sistem retikuloendotelial.

S. cerevisiae dapat dengan mudah dan cepat tumbuh di beragam media 
kultur pada biaya produksi rendah dan seluruh genomnya sudah diketahui. 
β-glukan dari S. cerevisiae memiliki berbagai properti yang lebih diterima 
dibanding yang ditemukan dari sumber-sumber lain (Dixit and Gandhi, 
2006). Sebagai contoh, struktur rantai samping bercabang panjang β-glukan 
dari S. cerevisiae diketahui sebagai sumber meningkatkan kekebalan tubuh 
paling efektif dan dapat meningkatkan sifat fungsional dari beberapa produk 
makanan. Dengan demikian, S. cerevisiae sumber produksi β-glukan yang 
baik. Namun, efek penambahan senyawa additive untuk meningkatkan 
produksi β-glukan oleh sel S.cerevisiae belum ada informasinya. Contohnya, 
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Botryosphaeria rhodina dirangsang untuk menghasilkan β-glukan dengan 
penggunaan media emulsi, sementara induksi sintetase β-glukan dalam 
mushrom dicapai dengan mengkultur mushroom dalam limbah pabrik 
zaitun (Edwards-Ingram et al., 2007).

Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi morfologi dan 
komponen dari dinding sel selama proses pertumbuhan, yaitu meliputi 
jenis media kultur, sumber karbon, pH, suhu, tingkat aerasi dan kondisi 
pembiakannya. Produksi β-Glucan oleh S. cerevisiae dalam fermentor 
batch menjadi optimal bila ditumbuhkan dalam media Yeast Peptone 
Dextrose (YPD) pH 4.0, dengan galaktosa sebagai sumber karbon, pada 
suhu 37°C dan kondisi aerasi yang baik ρO2> 50% saturasi (Fleet, 1991) 
Selain itu, media Congo-Red langsung bisa menghambat sintesis β-glukan 
di protoplas. Studi tentang mekanisme enzimatik dan genetik yang terkait 
dengan sintesis b-glukan diketahui bahwa penambahan EDTA, fl uoride 
dan GTP ke dalam media kultur merangsang aktivitas enzim sintase β-1,3-
glukan dalam S.cerevisiae. Beberapa laporan menyatakan bahwa NaCl 
bisa merangsang aktivitas enzim phosphoglucomutase (PGM2) dan enzim 
uridin difosfoglukosa pyrophosphorylase (UGPase), yaitu enzim terlibat dalam 
sintesis UDP-glukosa dan akumulasi trehalosa. Selain meningkatkan kadar 
garam juga meningkatkan translasi gen ACT1 (aktin biosintesis), tetapi 
juga merangsang penggantian trehalosa omset. Studi lain, SDS 0,003% b/v, 
3 mg/l higromisin B dan 3μg/mL β-1,6-glukan dan toksin pembunuh K1 
dilaporkan meningkatkan β-1,6-glukan dan total –glukan jika digunakan 
sebagai aditif selama pertumbuhan S.cerevisiae pada agar YPD. Selain itu, 
SDS 0,02% w/v merangsang gen terjemahan-FKS1 dan pembentukan aktin 
sitoskeleton. Dengan demikian, jelas bahwa zat aditif penyebab kondisi stress 
dapat merangsang aktivitas enzim sintase β-1,3-glukan di dalam khamir. 
Konsekuensinya, produksi b-glukan dapat diangsang melalui mekanisme 
penggunaan zat aditif untuk stimulasi kondisi stress. Namun demikian 
mekanisme penggunaan zat aditif untuk meningkatkan produksi b-glukan 
belum ada informasinya. Pengaruh aditif EDTA, SDS dan NaCL untuk 
meningkatkan aktivitas enzim sintase b-1,3-glukan terhadap pertumbuhan 
S.cerevisiae, morfologi sel dan peningkatan produksi b-1,3-glukan diketahui 
bahwa penambahan SDS di dalam medium merupakan metode sederhana 
untuk meningkatkan produksi b-glukan selama pertumbuhan S.cerevisiae. 
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Data menunjukkan bahwa penambahan SDS 100 μg/mL menghasilkan sel 
elongation paling rendah (0, 84 μm bentuk bulat), jumlah scar tunas paling 
tinggi dan kandungan b-glukan 8,16% yaitu1,4 kali lebih tinggi dari kontrol. 
Khamir yang digunakan dalam penelitian ini meliputi khamir komersiil S. 
cerevisiae Fermipan� and S. cerevisiae Angel�, dan kultur S. cerevisiae TISTR 
5059. Semua khamir ditumbuhkan dalam medium YPD pada pH 4,0 pada 
suhu 30oC selama 48 jam dalam waterbath shaker 200 rpm. Sel khamir 
dipanen dengan sentrifugasi pada 8000 x g selama 10 menit, selanjutnya pellet 
dikumpulkan dan di beku-keringkan sebelum analisis b--glukan. Analisis 
b-glukan menggunakan Yeast b-Glukan Assay Kit (Megazyme, Ireland) dan 
menentukan presentase berat kering sel khamir (Kotowska et al., 2005). Laju 
pertumbuhan khamir dan corresponding model pertumbuhan kemudian 
di duga diestimasi menggunakan regresi non-linier. Kurva pertumbuhan 
sigmoida dapat diterangkan dengan persamaan log shifted (shiefted logistic 
equation) dibawah ini (Mongkontanawat et al., 2011):
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Dimana: merupakan rasio log N(t)/No pada waktu (t), merupakan rasio log 
N(t)/No, yang merupakan pertumbuhan pada fase stasioner, tc waktu 
untuk mencapai laju pertumbuhan paling tinggi.yaitu titik dimana 
infl eksi kura sigmoidal, dan k adalah slope, titik yang merupakan laju 
pertumbuhan. Konsentrasi optimum dari beberapa kombinasi aditifyang 
digunakan selanjutnya di kalkulasikan dengan program komputer 
MATHEMATICA. 

Penentuan rata-rata ukuran, sebagai panjang axis major dan minor, 
serta elongasi menggunakana Confocal microscope in differential contrast (DIC) 
mode pada 400 x pembesaran menggunakan kamera NIKON C1 Digital 
Eclipse, Japan. Pengukuran elongasi adalah perbedaan panjang axis major 
dan minor setiap sel tunggal, yang selanjutnya merupakan perubahan 
bentuk sel. Keseluruhan bentuk sel diamati menggunakan SEM scanning 
elektron microscope JEOL, model JSM-5410LV, Japan, pada perbesaran 5,000 x 
untuk melihat perubahan bentuk sel dan 20,000 x untuk melihat permukaan 
dinding sel. Produksi b-glukan oleh ketiga khamir selama pertumbuhan 
disajikan pada Tabel 3.2. Produksi b-glukan paling tinggi dihasilkan 



52 Saccharomyces cerevisiae

oleh S.cerevisiae Angel dan terendah diproduksi oleh S.cerevisiae Fermipan 
(Mongkontanawat et al., 2011).

Tabel 3.2. Produksi b--glukan sebagai berat kering pada S.cerevisiae

Strain b-glukan (% w/w sel) Yield (% berat kering sel)
S. cerevisiae Fermipan�� 7.10 ± 1.55b 0.43 ± 0.13
S. cerevisiae Angel�� 8.95 ± 0.66a 0.35 ± 0.05
S. cerevisiae TISTR 5059 8.54 ± 1.15a 0.14 ± 0.03

Keterangan: Data ditampilkan sebagai mean ± satu SD dan berasal dari tiga 
ulangan. ** Berarti dalam kolom diikuti oleh huruf yang berbeda 
adalah berbeda secara signifi kan (ρ <0,05) (Mongkontanawat et al., 
2011).

Isolasi
β-Glucan adalah biopolimer glukosa yang luas didistribusikan ke 

seluruh biosfer. Berbagai jenis β-glukan biasanya ditemukan dalam ragi 
roti dan bir, tetapi juga di beberapa jamur, kapang, ganggang dan di dedak 
gandum dan serealia. β-Glucans berasal dari berbagai sumber memiliki 
struktur yang sama, tetapi perbedaan-perbedaan struktur kecil berpengaruh 
pada aktivitas biologis nya. Lapisan terdalam dinding sel khamir dibangun 
dari β-glukan, protein, mannan dan sejumlah kecil kitin (Vetvicka, et al., 
2002). Jadi, khamir, sebagai mikroorganisme terkenal yang digunakan 
dalam bioteknologi sejak zaman kuno, adalah sumber yang baik dari 
β-glukan. Struktur dan komposisi dari dinding sel khamir tergantung pada 
spesies dan galur serta pada kondisi tempat pertumbuhannya. Komponen 
β-glucan di dinding sel Saccharomyces cerevisiae, yang fungsinya menjaga 
kekakuan dan bentuk sel, adalah sering disebut sebagai glukan atau glukan 
hamir. Polisakarida terutama terdiri dari backbone utama D-glukosa terkait 
dalam posisi β-(1→3) dengan cabang samping glukosa (β-(1→6)-linkage) 
dengan berbagai ukuran, yang terjadi pada interval yang berbeda sepanjang 
backbone utama (Gardiner, 2000). Triple heliks multimer memberikan 
struktur dan dukungan untuk dinding sel khamir. Struktur asli β-glukan 
demikian juga aktivitas biologisnya bisa diubah selama isolasi jika prosedur 
yang ketat diterapkan. Struktur primer, kelarutan, derajat percabangan dan 
berat molekul, serta muatan polimer mereka dan struktur dalam media air, 

user
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berperan terhadap aktivitas biologi β-glukan. Kelarutan β-glukan meningkat 
dengan menurunnya derajat percabangan, kation sehingga klasifi  dari 
glukan dapat dibuat menurut sifat kelarutannya. 

Selama proses purifi kasi β-(1→ 3), (1 → 6)-glucan dari fraksi dinding 
sel baker yeast S. cerevisiae, komponen sel lain seperti protein, lipid, asam 
nukleat, mineral dan mannans dikeluarkan untuk sebagian besar (Lee et al., 
2001). Ketidak murnian proses dapat menyebabkan efek samping yang tidak 
diinginkan (protein yang menimbulkan alergi kadang-kadang dikatakan 
sebagai suatu kemungkinan, meskipun sangat jarang terjadi). Hal ini lebih 
penting bahwa ketidak murnian dapat mengganggu pengenalan terhadap 
molekul aktif-b-glukan β-(1→3), b-(1→6), sehingga penghilangan senyawa 
pengganggu perlu dilakukan. Tergantung pada prosedur isolasi struktur 
asli β-glucan dapat terdegradasi, menghasilkan perubahan pada aktivitas 
biologisnya. Senyawa dinding sel khamir tidak larut air dikenakan pada 
perlakuan alkali dan asam dilanjutkan dengan sonikasi dan spray-drying 
partikel β-glukan. b-Glukan dari berbagai sumber dimiliki perbedaan 
characteristics dan akibatnya b-glukan banyak memiliki berbagai sifat, 
oleh karena itu immunopotentiation hanya merupakan salah satu dari sifat 
tersebut (Zeković et al., 2005). Glukan Bercabang atau linear (1 → 4) memiliki 
aktivitas yang terbatas dan beta-glukan dengan konfi gurasi 1,3 dengan 
tambahan rantai cabang pada posisi C-6 dari residu gugus 1→3-D-glukosa 
memiliki aktivitas imunostimulan paling tinggi (Freimund et al., 2003). 
Sumber biologis alternatif untuk persiapan β-glukan adalah barley, 
gandum, jamur, alga dan bakteri, β-glukan ini memiliki struktur berbeda 
dan akibatnya efek biologinya juga berbeda. Komersial β-(1 → 3) -glucans, 
diisolasi dari bakteri atau ganggang, tidak memiliki poli-percabangan. 

Mekanisme aktivitas biologis β-glucan belum sepenuhnya dijelaskan. 
Terdapat berbagai pendapat dimana struktur molekul dapat menjelaskan 
efek fi siologis beta-glukan (Tokunaka et al., 2000). Beberapa faktor fi sikokimia 
(struktur primer, konformasi, muatan polimer, kelarutan, dimensi partikel) 
sangat penting untuk aktivitas biologi β-glucan (Tzianabos, 2000). Structure 
esensial atau biologis dari beta-glukan belum pernah dijelaskan secara 
rinci, tetapi beberapa penulis menganggap bahwa triple helix merupakan 
konformasi yang paling aktif (Hromádková et al., 2003), sedangkan penulis 
lain mengklaim bahwa struktur heliks tidak memiliki pengaruh pada 
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aktivitas b-glukan sama sekali (Ha et al., 2002). Meskipun beberapa β-glukan 
kehilangan aktivitas biologisnya selama proses isolasi karena prosedur yang 
ketat namun β-glukan masih bisa memiliki manfaat lain yang berguna untuk 
aplikasi non-medis. 

Efek β-Glucan Dalam Meningkatkan System Imun
-Glukan adalah polisakarida glukosa yang dapat diproduksi oleh 

organism prokariotik dan eukariotik (Petravic-Tominac et al., 2010). -Glukan 
mempunyai banyak manfaat yang menguntungkan dan oleh karena itu 
beta glukan banyak dianfaatkan sebagai obat manusia dan hewan, farmasi, 
kosmetik dan industri kimia demikian juga pangan dan pakan. b-Glukan 
mengaktifkan respon imunitas melalui sel imun, disebut macrophage, 
menunjukkan bahwa beta glukan mempunyai pengaruh terapeutik.beta 
glukan senyawa yang aman dan sangat potensial sebagai modifi er respon 
biologi (BRM/biological respone modifi er). -Glukan bermanfaat dalam 
melawan bakteri, virus, parasit, dan kapang. Immunomodulasi oleh -glukan 
diyakinkan dengan kedua uji in vivo dan vitro pada sejumlah manusia dan 
hewan uji meliputi penyakit tumor, kanker payudara, paru, dan saluran 
pencernaan. Sifat -Glukan sebagai imunomodulasi dan kankerostatik 
menyebabkan senyawa ini berpotensi untuk melawan kanker dalam jangka 
panjang. Pada waktu yang sama hanya beberapa jenis obat yang memiliki 
manfaat serupa dengan b-Glukan. Di Jepang, -Glukan digunakan sebagai 
imunostimulan alami untuk pengobatan kanker sejak 1980. -Glukan juga 
efektif melawan tumor allogeneic, syngeneic, dan bahkan autochthonous. 
-Glukan juga memiliki fungsi antioksidan yang sudah dibuktikan 
mempunyai aktivitas menyembuhkan luka. -Glukan yang larut dalam air 
dan yang tidak larut dalam air (particulate) memliki dapat diaplikasikan di 
dalam bidang medis. Pemberian secara oral sediaan mikropartikel cocok 
untuk consumer dan efektivitas penggunaan secara oral telah terbukti. 
-Glukan yang ditelan melalui lambung sesungguhnya tidak berubah, 
karena beta glukan tahan asam. Selanjutnya, usus tidak mempunyai enzim 
untuk merombak -glukan menjadi molekul molekul yang dapat diabsorbsi 
melalui dinding usus. Terdapat reseptor selular dan protein pengikat plasma 
(plasma binding protein) di dalam tubuh manusia yang specifi c untuk 
-glukan. Aktivitas reseptor glukan teridentifi kasi pada ke dua sel imun dan 
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sel non-imun, meliputi monosit, macrophage, neutrofi l, dan sel Langerhans, 
eosinofi l, sel natural Killer (NK cell), sel endothelium, sel epetelium alveolar, 
dan fi broblast (Brown dan Gordon, 2005). Diketahui bahwa (1,3)--glukano-
heptasaccharide merupakan fragmen sel paling kecil yang dapat diikat pada 
reseptor beta-glukan, seperti, dectin-1, CR3 complement receptor, glucan 
receptor on neotrofi l. Kebanyakan b-glukan adalah tidak larut dlam air 
sehingga penggunaannya pada manusia sangat terbatas. Ketika diinjeksikan, 
sedian mikroparticulate menyebabkan pembentukan granuloma, infl amasi, 
ngilu. Sediaan -glukan larut dalam air yang dibuat dari derivatisasi kimia, 
akan mempunyai manfaat yang mudah diaplikasikan secara intravena. 
Panjang molekul -glukan dapat selanjutnya dimodifi kasi menggunakan 
enzim atau perlakuan ultrasonic. 

Telah diketahui bahwa aktivitas biologis yang paling penting dari 
β-glucan adalah kemampuannya untuk merangsang sistem kekebalan 
tubuh (Gardiner, 2007). Sistem kekebalan tubuh adalah luar biasa kompleks 
pada manusia dan dirancang untuk melindungi kita dari serangan pathogen 
mikroba atau pengaruh berbahaya dari racun lingkungan dan karsinogen 
yang dapat menyebabkan kerusakan atau penyakit. Sistem kekebalan 
tubuh adalah pertahanan alam primer terhadap penyakit dan bahkan 
penuaan. Tetapi, glukan tidak disintesis oleh tubuh manusia oleh karena itu 
glukan perlu dikenali oleh sistem kekebalan tubuh, merangsang kekebalan 
tubuh tanggapan. Studi In vitro dan in vivo pada hewan dan manusia 
menunjukkan bahwa beta-glukan yang berasal dari jamur dan khamir 
memiliki imunomodulasi properti. Paling sering dievaluasi efeknya terhadap 
aktivitas leukosit. Respon imun dipengaruhi oleh parenteral dan pemberian 
enteral β-glukan (Volman et al., 2008). Nilai gizi β-Glucan gizi mendorong 
regenerasi system kekebalan tubuh. Beberapa publikasi menyatakan bahwa 
β-glukan adalah bahan bakar untuk sistem kekebalan tubuh agar lebih 
aktif, lebih cepat, lebih baik, lebih tanggap terhadap response. Untuk tujuan 
tersebut maka β-glukan khamir yang tidak larut air, dengan partikel 1-2 μ 
perlu digunakan.

Aktivitas immunoregulatory β-glukan terutama berkaitan dengan 
kemampuannya untuk merangsang atau menghambat pelepasan makrofag 
sitokin yang terlibat dalam kontrol sistem kekebalan tubuh atau untuk 
memodulasi fagositosis makrofag (Vetvicka et al., 2007). Dalam studi 
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vivo pada hewan menunjukkan bahwa pemerian secara oral β-glucan 
mengaktifkan sel darah putih, seperti makrofag, granulosit dan monosit, 
bertanggung jawab terhadap pertahanan terhadap infeksi, dan mendukung 
perbaikan jaringan yang rusak dari dalam tubuh. Dalam hal ini maka 
β-glukan khamir dengan (1→3) (1→6)- linkage–glycosidic menunjukkan 
aktivitas imunomodulator yang sangat kuat mempengaruhi respon imun 
dari inang dan sering digambarkan sebagai pengubah respon biologis 
(biological respond modifi er). 

Semua sel yang terlibat dalam reaksi imun berasal dari prekursor 
umum yaitu sel induk yang berasal dari sumsum tulang. Jadi, β- glukan 
merangsang produksi sel prekursor di sumsum tulang, akibatnya di dalam 
aliran darah terdapat imunosit baru yang mengalir ke berbagai organ 
limfoid di seluruh tubuh. Meningkatnya jumlah imunosit dalam perdaran 
berarti meningkatkan perlindungan dari gangguan yang potensial. Hal ini 
penting terutama dalam kasus stres yang ekstrim (misalnya dalam kasus 
kanker), ketika sistem kekebalan tubuh habis oleh terapi seperti iradiasi dan 
kemoterapi. β-Glucan tidak menunjukkan kerusakan genotoksik dan atau 
clastogenic, sehingga menjadi sangat penting membantu dalam kemoterapi, 
disamping itu juga memiliki fungsi untuk mengurangi efek samping obat 
(Oliveira et al., 2006).

Aplikasi medis β-Glucan
β-Glucan, yang berasal dari khamir, bisa memiliki banyak aplikasi 

di dalam menyembuhkan pasien dengan meningkatkan sistem kekebalan 
tubuh mereka. Di antara sifat yang paling menarik dari β-glukan adalah 
aktivitasnya melawan berbagai jenis kanker dan penyakit menular. β-Glucan 
bisa juga mencegah pengaruh negatif paparan radiasi, syok septik,rhinitis 
alergi, kolesterol darah tinggi dan asam lemak dan membantu dalam 
penyembuhan luka, arthritis dll.

Sel-sel kanker memiliki mekanisme untuk menyerang pertahanan 
tubuh dan membuat pertahanan tubuh ini sulit untuk menghancurkan. 
Sel-sel ini telah mengubah karakteristik normal nya dan terus-menerus 
menyerang tubuh dalam upaya baik mengatasi sistem kekebalan tubuh 
yang setelah beberapa waktu menjadi lemah, atau menghindar dari system 
pengenalan, dan selanjutnya penghancuran oleh mekanisme pertahanan 
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alami. Sel Kanker mengalahkan sel-sel kekebalan tubuh, termasuk makrofag, 
darah putih sel, sel dendritik dan sel NK. β-Glucan memiliki pengaruh 
pada sel NK dan makrofag, yang merupakan garis pertama pertahanan 
dan melindungi tubuh terhadap setiap jenis yang menyerang sel - termasuk 
sel-sel kanker. Sel NK merupakan subtipe khusus limfosit “bloodthirsty/
haus darah”, dengan fungsi untuk spesifi k mengenali dan membunuh sel-
sel tumor. Dalam tubuh yang sehat, sel pertahanan ini berhasil mengelola 
perlawanan terhadap invasi sel patogen dan sel-sel tumor. Namun demikian, 
banyak faktor, seperti stres, alergi, polutan dan usia, memiliki efek negatif 
pada daya kekuatan pertahanan alami ini (Ross et al., 1999). Dalam kondisi 
normal, Sistem kekebalan tubuh mampu mengatasi invasi sel kanker, tetapi 
pada kondisi ekstrim, kekebalan tubuh tidak mampu.beberapa faktor 
ketidak nyamanan seperti faktor fi sik dan mental stres, UV-radiasi dan 
diet yang tidak seimbang dapat mengganggu fungsi kekebalan tubuh. Jadi, 
ketika sistem kekebalan tubuh terganggu, imunomodulator, seperti β-(1→3) 
(1→6)-glukan dapat mengimbangi faktor ketidak nyamanan tersebut, 
dan membantu sel-sel kekebalan tubuh. β-Glucan mengikat permukaan 
makrofag dan sel NK, berinteraksi dengan permukaan molekul, dan dengan 
cara ini β-Glucan memicu proses aktivasi. Akibatnya, proses-proses tersebut 
mengaktifkan sel killer di dalam tubuh, menyusuri dan mencari sel target 
dan menghancurkannya (Volman et al., 2008).

Banyak studi tentang kemampuan β-glukan yang bermanfaat dalam 
fungsi kekebalan tubuh dan upaya tubuh untuk melindungi diri dari 
penyakit. Percobaan praklinis telah menunjukkan bahwa produk β-glukan 
khamir komersiil yang larut air, yang berasal dari dinding sel Saccharomyces 
cerevisiae, di kombinasi dengan monoklonal antibodi tertentu atau vaksin 
kanker, meningkatkan kelangsungan hidup jangka panjang yang lebih baik 
dari pada antibodi monoklonal sendiri (Ross et al., 1999).

Glukan lain yaitu β-(1→ 6) bercabang β-(1→ 3)-glukan diperoleh dari 
purifi kasi dinding sel S. cerevisiae (Hong et al., 2003). Aktivitas antitumor 
disebabkan oleh mekanisme pembunuhan yang melibatkan neutrofi l yang 
di primed dengan sediaan β-glukan dan yang biasanya tidak terlibat dalam 
memerangi tumor. Ketika neutrofi l mengikat sel-sel tumor, sediaan β-glucan 
membiarkan neutrofi l untuk mengenali kanker, sebagai khamir patogen 
dan cara tersebut memliki sistem yang mematikan. Kenyataannya, β-glukan 
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bergabung dengan neutrofi l dalam melawan sel tumor, meningkatkan 
sinergis efektivitas antibodi monoklonal dan vaksin melalui mekanisme 
killing yang berbeda. β-glukan meningkatkan pengaruh semua complement-
activating monoclonal antibodies yang diujikan, termasuk kanker payudara, 
hati dan kanker paru-paru. Komplek complement-antibodi membunuh sel 
tumor.

Pencegahan Infeksi
Salah satu aktivitas biologis yang paling penting dari β-glukan adalah 

pencegahan infeksi bakteri. Aktivitas ini dapat meningkatkan resistensi 
terhadap patogen secara umum dan mengurangi risiko infeksi. Sejumlah 
penelitian dan uji klinis telah membuktikan bahwa β-glukan larut dalam 
air meningkatkan ketahanan terhadap infeksi bakteri (Dellinger et al., 1999). 
Pemberian secara oral khamir β-glukan tidak larut air sejumlah (2-20 mg/
kg) memberikan perlindungan maksimal pada antrax pada tikus, tanpa 
menggunakan antibiotik (Vetvicka et al., 2002). β-(1→ 3) (1→6)-glukan 
meningkatkan resistensi terhadap banyak penyakit yang meningkatkan 
aktivitas antiinfeksi leukosit dalam seluruh darah manusia, tanpa 
meningkatkan produksi sitokin infl amasi (Wakshull et al., 1999). Ekstrak 
β-glukan S. cerevisiae terbukti memiliki aktivitas antimikroba pada tikus, 
terhadap Staphylococcus aureus yang resisten terhadap antibiotik. Pemberian 
β-glukan membantu eliminasi bakteri dan meningkatkan jumlah monosit dan 
neutrofi l. Percobaan In vitro pada tikus meningkatkan aktivitas maksimal 
β-glukan dan antibiotik melawan Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. 
Ini adalah contoh sinergisme dari β-glukan dan antibiotik.

Menurunkan Kolesterol Darah
Khamir β-glukan adalah umumnya diakui sebagai aman (generally 

recognized as safe/GRAS) produk yang dapat digunakan sebagai aditif 
makanan. Selain itu, β-glukan dari berbagai sumber memiliki sifat yang 
efektif menurunkan kolesterol dan lipid darah (Mason, 2001). Diketahui 
bahwa β-glukan adalah aman, powerful dan memiliki cara murah untuk 
menurunkan kolesterol darah dan tingkat lipid yang tinggi. Penurunan lipid 
darah dan kolesterol total dan LDL adalah cara terbaik untuk mencegah 
tekanan darah tinggi dan arteriosclerosis. Sediaan β-glukan alami seperti 
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susu oat, barley atau sediaan khamir β-glukan yang ditambahkan ke 
minuman jus dapat digunakan sebagai pengganti obat yang mahal dengan 
berbahaya efek samping. 

Penyembuh Luka
Diketahui bahwa aktivitas makrofag berperan utama dalam 

penyembuhan luka, dari pembedahan atau trauma. Ada banyak studi klinis 
menggunakan khamir β-glukan larut air dan seluruh partikel glukan. Dalam 
studi baik hewan maupun manusia, terapi dengan β-glukan menunjukkan 
perbaikan, seperti mengurangi kematian, menurunkan infeksi, dan penguatan 
daya lentur jaringan dari bekas luka jaringan (Brown and Gordon, 2005). 
Berdasarkan hasil tersebut peneliti menyimpulkan bahwa imunomodulator 
yang meningkatkan aktivitas makrofag memiliki efek positif pada biosintesis 
kolagen di jaringan luka dalam percobaan menggunakan model hewan dan 
manusia.

Aplikasi β-Glucan Non-Medis 
Kosmetika

Beberapa dekade terakhir beta-glukan diperkenalkan di beberapa 
aplikasi nonclinical sebagai pencegahan penuaan dan agensia retensi 
kelembaban dalam kosmetik. β-Glucan dapat diaplikasi dalam produksi 
kosmetik, krim dan lotion untuk kulit sensitif dan kulit yang teriritasi 
(Wheatcroft et al., 2002). Sediaan β-glukan yang diisolasi dari oat, yang 
mengandung β-glucan, dapat digunakan untuk iritasi kulit oleh penyebab 
yang berbeda. Karakteristik β-glukan dapat menghidrasi kulit cepat, 
melembutkan kulit yang kasar dan mengalami iritasi (Pillai et al., 2005). 
Salah satu solusi untuk menjaga kulit dalam kesehatan adalah suplementasi 
dengan senyawa biologis aktif. Aplikasi β-glukan dalam kosmetik adalah 
salah satu kegunaan berpotensi menguntungkan. β-Glucan sangat aktif 
untuk meningkatkan dan mencegah penyakit kulit atau iritasi, sehingga 
β-Glucans biasanya digunakan karena aktivitasnya menjaga kelembaban 
kulit, pencegahan penuaan dan pemulihan luka kulit. Selain itu, mereka 
memiliki efek antioksidan, dan kelating radikal bebas. Beberapa peneliti 
mengungkapkan bahwa β-glukan mempunyai sifat mendorong regenerasi 
rambut dan pertumbuhan rambut dengan cara aktivasi folike rambut.
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Dalam kebanyakan formula kulit, β-glucan digunakan untuk 
retensi kelembaban dan memberikan kelembaban dalam formula yang 
tepat. β-glucan juga digunakan sebagai penstabil dalam emulsi kosmetik 
atau formulasi produk gel untuk memperoleh tekstur yang disukai. Efek 
yang menarik dari aplikasi topikal dari β-glukan yang diamati pada kulit 
tidak-terluka dengan beberapa tanda-tanda penuaan. Revitalisasi, seperti 
mengurangi jumlah, kedalaman dan panjang keriput, serta penebalan dan 
mengurangi kekasaran, dan kekeringan pada kulit, telah dibuktikan oleh 
studi dalam kelompok relawan perempuan. β-Glukan juga memiliki efek 
sinergis dengan agensia antiageing topikal lainnya. Aplikasi dari β-glukan 
bisa menjadi alternative lain untuk pengobatan lebih invasive untuk 
pengurangan kerut.

Keistimewaan β-Glukan mampu mengaktivasi epidermis dari sel 
makrofag (Langerhans sel) dan efek mengkelat/scavenging radikal bebas, 
maka β-glukan bisa diterapkan sebagai agensia photoprotective dalam tabir 
surya. Aplikasi β-glukan mengakibatkan pengurangan eritema akibat imbas 
sinar UV, dan menjaga jumlah sel Langerhans di epidermis sebagai imbas 
UV. Produk tabir surya komersial mencegah luka bakar, tetapi produk 
ini tidak dapat menjamin pencegahan terhadap beberapa kanker kulit, 
termasuk melanoma. Sinar UV menyebabkan hilangnya sel Langerhans dan 
bahkan ketika kulit sudah berwarna kecokelatan. Dengan demikian, fungsi 
imunologi produk akan berkurang. Suatu kombinasi antara tabir surya dan 
glucan sangat dianjurkan, karena glucan yang ditambahkan dalam produk 
tabir surya membantu dalam menjaga sel Langerhans. Kemungkinan aplikasi 
β-glucan dalam tabir surya juga disebutkan oleh Wheatcroft et al. (2002).

Dalam Produk Pangan

Aplikasi dari β-glukan yang berasal dari brewer’s yeast digunakan 
sebagai pengganti lemak pada mayones (Worrasinchai, 2004). Lemak sebagian 
digantikan oleh β-glucan pada tingkat 25, 50, dan 75%. Mayones dengan 
lemak total/full fat (FF) (100% minyak) tanpa substitusi β-glukan digunakan 
sebagai eksperimen kontrol. Analisis fi sikokimia, rheologi, mikrobiologi, 
dan evaluasi sensorik dari mayones dengan FF dan mayones rendah lemak/
reduced fat (RF) yang dilakukan menghasilkan bahwa semua mayones RF 
mengandung energi dan lemak secara signifi kan lebih rendah tetapi kadar 
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air yang lebih tinggi daripada mayones FF. Perbedaan ini meningkat dengan 
meningkatnya tingkat substitusi β-glukan. Berkenaan dengan pH, tidak ada 
perbedaan yang signifi kan antara FF dan RF mayonnaises setelah satu hari 
penyimpanan. Namun, nilai pH mayones RF menurun dengan meningkatnya 
substitusi β-glukan setelah penyimpanan 2 bulan. Dalam hal tekstur, 50 
dan 75% substitusi beta-glukan menunjukkan nilai fi rmnes dan kerekatan 
yang tidak berbeda dari sampel FF. Analisis mikrostruktur mayones dengan 
100% minyak (FF) dan 25% substitusi beta-glukan menunjukkan struktur 
droplet berukuran besar dan kompak sedangkan mayones dengan 50 dan 
75% substitusi beta-glukan menunjukkan struktur longgar dengan droplet 
berukuran kecil. Evaluasi sensorik menunjukkan bahwa mayonnaises 
substitusi dengan β-glucan tidak lebih dari 50% yang dapat diterima. Hal 
ini menunjukkan potensi β-glukan brewer’s yeast bisa digunakan sebagai 
pengganti lemak replacer pada mayones.

Latihan 
1.  Apakah struktur dinding sel khamir mempunyai fungsi yang sama? 

Jelaskan pendapat kalian.
2.  Mengapa dinding sel khamir dapat memberikan manfaat bagi manusia?
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Tapioka (pati ubikayu) merupakan sumber pati potensial yang berasal 
dari ekstrak ubi kayu (Manihot esculenta). Tapioka tersusun dari dua 
makromolekul polisakarida amilosa (15-25%) dan amilopektin (75-

85%), dan ke dua molekul tersebut tersimpan dalam butiran granula pati. 
Amilosa mempunyai polimer struktur lurus dengan ikatan α-(1,4)-D-glukosa 
dan amilopektin mempunyai polimer lurus α-(1,4)-D-glukosa dengan rantai 
cabang dengan ikatan α-(1,6)-D-glukosa. Dalam suatu molekul pati jumlah 
ikatan α-(1,6)-D-glukosa ini hanya sebanyak 4-5% dari berat total. Tapioka 
merupakan komponen karbohidrat yang dapat dimodifi kasi lebih lanjut 
menghasilkan karakteristik fi siko kimia tertentu yang dapat dikembangkan 
untuk produk industry yang lebih luas. Pati termodifi kasi adalah pati 
dimana gugus hidroksilnya telah diubah lewat suatu reaksi kimia seperti 
esterifi kasi, eterifi kasi atau oksidasi atau dengan mengganggu struktur 
awalnya dengan beberapa perlakuan dengan tujuan untuk meningkatkan 
gizi nilai, mengurangi toksisitas dan memperbaiki sifat fungsional serta 
memberikan karakteristik produk dan karakteristik fl avour. Modifi kasi 
tapioka dapat dilakukan dengan cara fi sik, kimia dan biologi/fermentasi. 

Fermentasi tapioka menggunakan starter kultur baik digunakan 
tunggal maupun dalam campuran oleh enzim hidrolitik yang disebut 
enzim amilolitik. Berbagai macam organism termasuk khamir sebagai 
produsen enzim amilolitik. Terdapat lebih dari 150 spesies khamir mampu 
mendegradasi pati, misalnya Saccharomycopsis fi buligera memproduksi 
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amylase yang sering dimanfaatkan dalam sakarifi kasi zat pati dalam 
fermentatasi produk pangan. Walaupun S.fi buligera produsen amylase terbaik 
namun khamir ini tergolong khamir penyebab penyakit bawaan makanan. 
S.fi buligera memproduksi dua jenis enzim amylase yaitu endo-acting- α- 
amylase, dan exo-acting glukoamilase, sehingga mampu mendegradasi pati. 
Dalam Bab ini ulasan mengenai modifi kasi tapioka dibatasi pada modifi kasi 
tapioka melalui proses fermentasi menggunakan beberapa kultur starter. 
Setelah membaca Bab ini, diharapkan pembaca mampu memahami tentang 
tapioka dan proses modifi kasi tapioka, mampu menjelaskan pengertian 
tapioka termodifi kasi, dan mampu menganalisis dan menerapkan sesuai 
dengan keperluannya.

Sifat Fungsional Tapioka Alami
Tapioka memiliki karakteristik pasting tipe A yang dicirikan dengan 

viskositas puncak yang tinggi dan diikuti dengan pengenceran yang 
cepat selama pemanasan. Pati dengan karakteristik pasting tipe-A kurang 
aplikatif untuk diterapkan pada produk yang diolah menggunakan 
panas dan pengadukan, dan kandungan amilopektin yang tinggi 50-49-
51% juga merupakan kendala dalam pemanfaatan tapioca secara meluas 
dalam berbagai industri. Kadar amilosa, lemak dan abu, kristalinitas dan 
perbedaan kapasitas pembengkakan mempengaruhi sifat pasting dan 
tekstur gel tapioka. Perbedaan varietas ubikayu menghasilkan tapioka 
dengan karakteristik fi siko-kimia, fungsional dan daya cerna yang berbeda 
(Tabel 4.1). 

Sifat fungsional tapioka menentukan kegunaannya baik di dalam 
pengembangan industri pangan maupun beberapa industri non pangan. 
Salah satu cara untuk memprediksi sifat fungsional pati dan pengembangan 
aplikasinya dilihat dari sifat pasta patinya. Beberapa hasil analisis yang dapat 
mengindikasikan sifat sifat fungsional tapioka yaitu pembentukan reaksi 
warna dengan iodin, suhu gelatinisasi, daya serap air dan kelarutan dalam 
air. Pembentukan reaksi warna dengan iodin bertujuan untuk mengetahui 
karakteristik amilosa dan amilopektin, dan juga untuk menunjukkan panjang 
polimer glukosa dalam suatu molekul pati (Gambar 4.1). Adanya amilosa 
ditunjukkan oleh warna biru karena bereaksi dengan iodin, sementara 
warna merah keunguan menunjukkan adanya reaksi amilopektin dengan 
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iodin. Pembentukkan warna oleh iodin dalam pati dapat menunjukkan 
panjang polimer molekul pati, warna merah keunguan sebagai indikasi 
semakin pendek rantai polimer pati. Gelatinisasi sebagai fase transisi granla 
pati dari bentuk teratur ke bentuk tidak beraturan, merupakan fenomena 
penting yang dialami oleh pati bila disuspensikan dalam air berlebih 
dengan aplikasi panas, maka granula akan kehilangan sifat kristalinitas dan 
birefringence, serta akan menyerap air dan membengkak. Pada suatu suhu 
dan lama tertentu granula akan menyerap air dalam jumlah besar sehingga 
terjadi granula pecah yang irreversible dan suspensi yang semula keruh 
menjadi jernih. 

Tabel 4.1. Komposisi kimia (bk/100g) dan karakteristik fi siko kimia tapioka 
dari lima varietas ubi kayu di Lampung.

Parameter Var 
Thailand Kasetsar Pucuk biru Faroka Adira 4

Air 
Abu 
Lemak 
Protein 
Pati 
Amilosa 
Amilopektin 
Kapasitas 
pembengkakan 
(g/g BK).
Solubilitas (%)
Viskositas 
Puncak (Cp)
T pasting (oC)
T puncak (oC)

14,22 ±0,02
0,19 ±0,00
0,76 ±0,00
0,13 ± 0,00
83,55 ± 0,16
33,1 ±0,16
50,42 ± 0,51

15,01 ± 0,02c 

10,9 ±0,7b 

6335,0 ±25,4b

67,3 ±0 a

79,2±0,0 ab

12,24 ±0,01
0,12 ±0,00
0,33 ±0,00
0,15 ± 0,00
82,62 ± 1,32
31,81 ± 0,04
50,80 ± 1,28

10,35± 0,6a 

5,3 ±0,8a 

6244,0 ±1,1 b

71,1± 0,2 b

79,4± 0,3 b

15,69 ± 0,01
0,15 ±0,00
0,53 ± 0,01
0,10 ± 0,00
80,16 ± 1,09
30,88 ±0,25
49,28 ± 0,85

10,12± 0,4a 

4,89 ±0,3a

6115,5± 3,1 ab

70,5± 0,4 b

78,6± 0,3 ab

13,18 ±0,09
0,14 ± 0,00
0,51 ± 0,00
0,10 ± 0,00
79,78 ± 1,23
30,92 ± 0,12
48,85 ±1,35

10,92 ±0,3a

6,03±0,1a 

6744,0 ±0,0 c

70,5 ±0,0 b

78,4± 0,0 a

13,63 ±0,07
0,11 ±0,00
0,56 ± 0,01
0,1 ±0,00
81,19 ± 1,77
31,13 ± 0,12
50,0 ±1,66

13,03± 0,3b

13,2± 0,9b 

5895,5± 1,7 a

71,1± 0,2b 

79,0± 0,3 ab

Sumber Syamsir et al. (2013).

Nah, suhu pada saat granula pecah tersebut disebut suhu gelatinisasi. 
Pati ubikayu mempunyai suhu gelatinisasi pada kisaran 52 – 64 oC, dimana 
suhu ini berkaitan dengan imbibisi air dan pembengkakan granula. Suhu 
gelatinisasi berkorelasi positif dengan tingkat kristalinitas dan berkorelasi 
negatif dengan kadar abu, lemak, protein dan amilosa, dimana pati dengan 
kristalinitas rendah memiliki suhu pasting rendah. Struktur amilopektin 
terutama proporsi dari rantai cabang amilopektin dengan derajad 
polimerisasi (DP) ≥37 berkontribusi pada pembentukan struktur kristalin 
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yang kuat karena adanya pembentukan dobel heliks dan mengakibatkan 
penghambatan pembengkakan granula. Pati dengan kandungan lemak, 
abu, dan amilosa yang tinggi memiliki suhu pasting rendah karena abu 
diduga menyumbangkan muatan ionik sejenis yang saling tolak menolak, 
meningkatkan jarak antar polimer pati dan memfasilitasi masuknya air 
dan akibatnya pasting berlangsung pada suhu yang lebih rendah. Daerah 
amorfous memiliki ikatan hidrogen yang relatif lemah sehingga mudah 
ditembus oleh air, dan tingkat kritalinitas rendah memiliki daerah amorfous 
yang tinggi. 

A.  Reaksi iodin granula tapioka 
terfermentasi oleh S. cerevisiae 
selama 36 jam/32oC. Berwarna 
biru yang mengindikasikan 
mengandung amilosa.

B.  Reaksi iodin granula tapioka 
terfermentasi oleh S. cerevisiae 
selama 24jam/32oC berwarna 
merah keunguan yang 
mengindikasikan amilopektin

C.  Reaksi iodin granula tapioka 
terfermentasi oleh S. cerevisiae 
selama 12 jam/32oC berwarna biru 
keunguan yang mengindikasikan 
adanya rantai polimer amilosa 
yang terpotong.

Gambar 4.1. Profi l reaksi iodin granula tapioka terfermentasi oleh Saccharo-
myces cerevisiae

Suhu gelatinisasi tergantung kekentalan larutan pati, makin kental 
makin lambat tercapai. Suhu gelatinisasi dapat berubah dan perubahan ini 
merupakan indikasi terjadi perubahan karakteristik pati. Misalnya suhu 
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gelatinisasi tapioka termodifi kasi Saccharomyces (Tabel 4.4) lebih tinggi 
dari tapioka alami. Hal ini mengindikasikan adanya tingkat kristalinitas 
yang tinggi, kadar amilosa yang rendah dan amilopektin yang tinggi, kadar 
abu yang rendah, menyebabkan rendahnya ikatan hidrogen dan kontribusi 
ikatan ionik akibatnya memerlukan energi yang lebih tinggi untuk 
mengalami pasting. Peningkatan kandungan protein juga meningkatkan 
suhu pasting karena protein akan membentuk struktur yang kuat dalam 
granula pada pemanasan sehingga sulit ditembus oleh air. Suhu puncak 
pasting adalah suhu pada saat viskositas pasta maksimum tercapai. Suhu 
puncak dipengaruhi oleh kadar amilopektin dan komponen minor protein. 
Amilopektin membentuk struktur kristalin yang sulit ditembus oleh air 
sehingga peningkatan amilopektin mengakibatkan kenaikan suhu puncak. 
Kadar amilopektin tapioka termodifi kasi Saccharomyces lebih tinggi dari 
tapioka alami dan demikian juga kadar proteinnya (Tabel 4.4). Protein yang 
mengembang saat pemanasan berkontribusi pada peningkatan viskositas 
dan mengakibatkan kenaikan suhu puncak. Suhu puncak pasting berkorelasi 
positif dengan kadar amilopektin (pada r = 0,1 dan α0,0) dan protein (pada 
r = 0,82 dan α 0,045) (Syamsir et al., 2013). Viskositas puncak terjadi ketika 
jumlah pati yang membengkak seimbang dengan jumlah pati yang rusak 
atau lisis, dimana nilai viskositas merefl eksikan kemampuan granula untuk 
mengikat air dan mempertahankan pembengkakan selama pemanasan. 
Oleh karena itu kadar dan ratio amilosa/amilopektin, berat molekul, derajad 
polimerisasi amilosa dan amilopektin serta jumlah percabangan amilopektin 
maupun keberadaan komponen minor juga ukuran granula mempengaruhi 
nilai viskositas puncak. Nilai Viskositas balik (VB-R) mengindikasikan 
potensi pembentukan gel dan kecenderungan retrogradasi. Tapioka 
Thailand lebih tahan terhadap proses pemanasan dibandingkan dengan 
empat tapioka lainnya yang ditunjukkan oleh nilai VBD-R yang lebih rendah 
(Tabel 4.1), dan nilai VB-R tapioka Thailand juga rendah mengindikasikan 
kecenderungan retrogradasi rendah. Pati dengan retrogradasi rendah berarti 
mempunyai kemampuan yang tinggi untuk mempertahankan tekstur 
selama penyimpanan. Nilai VBD-R dan VB-R berkorelasi negative dengan 
amilosa, SP, dan komponen minor abu dan lemak. Granula dengan SP yang 
tinggi mengikat sebagian besar air bebas dan menghambat interaksi antar 
amilosa, dan menghambat proses lisis amilosa yang keluar dari granula 
dan akibatnya viskositas dapat dipertahankan selama pemanasan. Pada 
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saat pendinginan, karena amilosa yang tersedia untuk proses retrogradasi 
menjadi lebih sedikit maka kecenderungan retrogradasi menjadi lebih 
rendah atau nilai VB-R rendah. 

Viskositas breakdown merupakan salah satu faktor penting ketika pati 
diaplikasikan pada produk yang menunjukkan kestabilan pasta pati terhadap 
pemanasan. Semakin kecil nilai viskositas breakdown maka pati akan 
semakin stabil pada kondisi pemanasan. Penurunan nilai breakdown dan 
setback dari perlakuan mengindikasikan kestabilan pada pengadukan pada 
pasta pati termodifi kasi. Penurunan viskositas puncak ini mengindikasikan 
bahwa granula pati termodifi kasi memiliki daya mengembang dan daya 
penyerapan air yang lebih rendah. Hal ini dipengaruhi oleh struktur 
granula pati yang makin rigid akibat dari interaksi inter dan intramolekul 
granula yang semakin kuat dan rapat yang akan menghambat penetrasi 
air sehingga pembengkakan menjadi terbatas. Terdapatnya interaksi rantai 
amilosa-amilosa, dengan rantai amilosa-amilopektin yang terjadi selama 
proses HMT menyebabkan ikatan antar molekul menjadi semakin rapat 
dan air semakin sulit untuk berpenetrasi ke dalam granula. Sementara 
itu, penurunan viskositas puncak dipengaruhi oleh adanya ikatan amilosa 
lemak selama proses modifi kasi yang dapat membatasi interaksi molekul 
pati dengan molekul lain di luar granula. Hal ini diduga terjadi karena pati 
suweg masih mengandung lemak dalam jumlah kecil.

Kekerasan gel pati berkaitan dengan proses retrogradasi yang terjadi 
selama proses pendinginan dan penyimpanan setelah pemanasan (setelah 
proses gelatinisasi). Sistem pasta pati dapat dianggap sebagai system dua fase 
yaitu fase terdispersi yang berupa granula yang membengkak, sedangkan 
amilosa yang lisis sebagai fase pendispersi. Jika jumlah pendispersi lebih 
tinggi, maka proses agregasi selama pendinginan menghasilkan gel 
yang kuat. Hal ini karena pada proses agregasi molekul amilosa bebas 
membentuk ikatan hydrogen baik dengan sesame amilosa maupun dengan 
percabangan amilopektin yang menjulur dari granula yang membengkak 
dan akibatnya amilopektin juga berperan dalam pembentukan kekerasan 
gel. Nilai Kekerasan gel tapioka termodifi kasi Saccharomyces (Tabel 6) lebih 
tinggi dibanding tapioka alami, mengindikasikan telah terjadi pemotongan 
ikatan glikosida rantai panjang molekul polisakarida amilosa penyusun 
granula menjadi rantai yang lebih pendek sehingga terjadi peningkatan 
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fase pendispersi. Selama proses fermentasi kemungkinan terjadi hidrolisis 
polisakarida amilosa oleh enzim ekstraseluler Saccharomyces cerevisiae 
menghasilkan disakarida disakarida yang memiliki gugus OH lebih banyak 
dan pada saat pendinginan akan membentuk ikatan hydrogen dengan 
disakarida yang lain atau dengan komponen minor (protein) menghasilkan 
kekerasan. Kadar amilopektin yang tinggi juga memberikan sumbangan 
pada peningkatan kekerasan gel. 

Daya serap air tepung atau kapasitas hidrasi tepung adalah persentase 
jumlah air yang dapat diserap tepung dalam bentuk adonan dengan air. 
Untuk menghitungnya perlu dilakukan sentrifugasi terhadap adonan pada 
2000 rpm selama 5 menit. Sementara kelarutan tepung dalam air adalah 
banyaknya tepung dalam gram yang dapat larut dalam air per mililiter 
pelarut air. Sifat kelarutan merupakan indikasi panjang polimer molekul 
pati, rantai polimer mulekul pati pendek menghasilkan nilai kelarutan yang 
tinggi. Modifi kasi pati pada umumnya berupaya meningkatkan kelarutan 
pati dengan memotong rantai polimer molekul pati atau sesuai produk 
yang diinginkan. Tapioka termodifi kasi sesuai dengan sifat pastanya dapat 
diaplikasikan untuk berbagai produk pangan seperti disajikan pada Tabel 
4.2.

Tabel 4.2.  Pati termodifi kasi dan aplikasinya untuk produk pangan sesuai 
dengan sifatnya. 

Modifi kasi pati Sifat Aplikasi 
Pati pre-gelatinisasi Larut dalam air dingin, 

bahan pengisi.
Sup instan, puding, saus 
campuran bakery, makanan 
beku.

Pati hidrolisis asam Viskositas rendah, 
retrogradasi tinggi, gel kuat.

Confectionary, baking, 
perisa, rempah dan minyak.

Dekstrin Stabilizer, perekat, pengeje, 
penjernih.

Formulasi pangan , gum.

Pati encer Stabilizer Sup, puding, makanan beku.
Pati ester Stabilizer, bahan pengisi, 

penjernih.
Permen, emulsi.

Pati reaksi silang Bahan pengisi, stabilizer, 
texturizer.

Pengisi pie, roti, makanan 
beku, bakery, puding, 
makanan instan, sup, salad 
dressing, saus.

Sumber Hustiany (2011).
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Aktiϐitas Saccharomyces cerevisiae Dalam Fermentasi 
Tapioka

Khamir yang bersifat amilolitik dapat dimanfaatkan untuk 
memproduksi minuman dan makanan dengan karbohidrat rendah, 
disamping mampu memproduksi etanol dan biomass khamir dari zat pati. 
Khamir amilolitik mempunyai potensi penting sebagai penyumbang fl avor 
yang dikehendaki dalam produk fermentasi yang menggunakan pati sebagai 
bahan utamanya, misalnya fl avor yang dihasilkan pada fermentasi beras/
nasi, fermentasi tape beras ketan, fermentasi tape ubi kayu. Beberapa spesies 
khamir mempunyai aktivitas enzim ekstraseluler disajikan pada Tabel 4.3 di 
bawah ini. Saccharomyces cerevisiae merupakan salah satu khamir penghasil 
amilase yang cukup berpotensi, selain bakteri dan kapang. 

Tabel 4.3. Aktivitas enzim ekstraseluler dari beberapa khamir

Family Spesies SDA LipA PrA PecA ChA EsA
Ascomycetes 

Mikroorganisme 
menyerupai 
khamir (yeast-like)

Basidiumycetes

Saccharomyces cerevisiae.
Pichia membranifaciens
Zygosaccharomyces rouxii.
Candida sake
Geotrichum calbani
Aureobasidium pullulans

Crytococcus laurentii
Rhodotorula mucilabinosa

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+
+

+
+

+
+
+

+

+

+

+ +

+
+

+
+
+
+

+

+
+

Sumber Buzzini dan Martini (2002).

Keterangan: SDA= starch degrading activity, EsA= esterase activity, LipA=lipase activity, 
PrA=protease activity, PecA=pectinase activity, ChA=chitinase activity. 

Khamir Saccharomyces cerevisiae tidak memproduksi enzim protease 
ekstraseluler, tetapi aktivitas enzim protease terdapat dalam fi ltrate 
biakan khamir (Fleet 1992). Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas protease 
S.cerevisiae berasal dari dalam sel (intracellular activity) dan baru terukur bila 
terjadi autolysis dari sel khamir tersebut. Enzim amilase tergolong enzim 
ekstraseluler yaitu yang diproduksi di luar sel oleh beberapa jenis khamir 
antara lain Saccharomycopsis fi buliger, S. diaticus, Saccharomyces cerevisiae, 
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Schwaniomyces occidentalis, dan Candida serta Pichia. S. fi buligera, walaupun 
merupakan khamir amilolitik penghasil α-amylase, glukoamilase dan 
α-glukosidase yang mampu merombak zat pati, namun S. fi buligera masih 
tergolong dalam khamir penyebab penyakit pada manusia. Sementara 
itu, khamir amilolitik S. cerevisiae mempunyai potensi penting dalam 
pengolahan produk-produk berbahan pati, karena aktivitas enzim amilase 
terutama isoamilase dapat menghidrolisa ikatan ranati cabang α-(1,6)- pada 
amilopektin. Disamping berfungsi dalam perombakan zat pati, khamir 
amilolitik juga berperan dalam memproduksi etanol dan biomassa khamir 
dari bahan dasar yang mengandung zat pati, memproduksi minuman dan 
makanan berkarbohidrat rendah melalui fermentasi beras, juga mampu 
memproduksi enzim amilase selama fermentasi tape ketan. Potensi khamir 
dalam pengembangan produk pangan masih sangat perlu digali dan 
mempunyai prospek yang sangat besar. 

Alfa-amilase adalah golongan glikoprotein, disekresi ekstraseluler 
ke dalam mediun dalam beberapa bentuk yang mempunyai sifat serupa. 
Alfa-glukosidase adalah komponen dari ekstraseluler amilolitik khamir 
Saccharomyces. Alfa-glukosidase juga ditemukan di dalam dinding sel 
khamir. Alfa-amylase memiliki pH optimum 5-6.2 dengan suhu optimum 
40-50oC. Alfa-glukosidase ekstraseluler dan alfa-glukosidase dinding sel 
memiliki pH optimum 5,5 dan suhu optimum 42,5 – 52,5oC. Glukoamilase 
adalah glikoprotein ekstraseluler yang terdapat dalam berbagai bentuk. 
Secara umum pada proses hidrolisis pati, α -amilase mendegradasi rantai 
α-(1,4)- amilosa dan amilopektin menjadi unit-unit glukosa, β-amilase 
mendegradasi ikatan α-(1,4)- amilosa dan amilopektin menjadi unti-unit 
maltose, namun β -amilase tidak dapat bereaksi dengan ikatan α -1,6-glukosa. 
Sementara itu, amiloglukosidase mendegradasi ikatan α –(1,4) dan α –(1,6)- 
glukosa pada rantai polisakarida pati menjadi glukosa. 

Kustyawati et al. (2013) menggunakan khamir Saccharomyces 
cerevisiae sebagai starter untuk memfermentasi tapioka secara terendam. 
Fermentasi tapioka menggunakan S.cerevisiae merupakan salah satu upaya 
untuk mengubah karakteristik fungsional tapioka, yang disebut sebagai 
modifi kasi, termasuk memperkaya nilai nutrisi yang dimiliki oleh pati alami 
untuk membentuk karakteristik produk akhir yang diinginkan. S. cerevisiae 
berpengaruh terhadap struktur granula pati dan memiliki sifat biokimia yang lebih 
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baik bila dibandingkan dengan pati ubi kayu tanpa penambahan S. cerevisiae (Tabel 
6). Penambahan S.cerevisiae dapat digunakan sebagai agen modifi kasi untuk pati 
ubi kayu dan meningkatkan kandungan protein dan kelarutannya. Fermentasi pati 
ubi kayu dengan menggunakan ragi instan dan lama fermentasi 36 jam merupakan 
pati terbaik setelah dilakukan uji organoleptik. Hasil pengamatan yang diperoleh 
yaitu aromanya sedikit khas tapioka, aroma fermentasi, tekstur menyerupai 
terigu, dan warnanya kekuningan. Fermentasi tapioka menggunakan ragi instan 
selama 48 jam, memiliki kandungan protein yang tinggi sebesar 2,17 % dengan 
kadar pati sebesar 77,37 % yang terdiri dari kadar amilosa 24,83 % dan kadar 
amilopektin 52,543 %. Pati termodifi kasi dengan S.cerevisiae mempunyai 
kadar amilosa lebih rendah dan amilopektin lebih tinggi, kelarutan tinggi, 
protein lebih tinggi yang mengindikasikan proses gelatinisasi terjadi pada 
suhu yang lebih tinggi karena protein menghambat proses gelatinisasi. 
Kultur campuran S.cerevisiae dan Lactobacillus plantarum secara bersamaan 
juga dapat berperan sebagai starter dalam fermentasi tapioka secara 
terendam (Kustyawati et al., 2016). Semakin lama waktu fermentasi pati ubi 
kayu maka dapat menurunkan derajat keasaman (pH) dan total gula reduksi, serta 
meningkatkan total asam dalam suspensi pati tapioka ini. Hasil penelitian 
menunjukan bahwa Saccharomyces cerevisiae dan Lactobacillus plantarum 
dapat tumbuh bersamaan dalam suspensi pati ubi kayu sebagai inokulum 
campuran tetapi Saccharomyces cerevisiae lebih dominant pertumbuhannya 
dibandingkan Lactobacillus plantarum. Penambahan Lactobacillus plantarum 
tidak mempengaruhi mikrofl ora selama fermentasi. Penambahan inokulum 
campuran berupa Saccharomyces cerevisiae dan Lactobacillus plantarum dapat 
mengubah sifat fi sikokimia dari tapioka yaitu meningkatkan kadar pati, 
kadar amilopektin, kadar air, kadar protein, dan menurunkan kadar amilosa, 
serta merusak struktur granula pati. Pada fermentasi pembuatan Mocaf 
dengan Saccharomyces cerevisiae dan lama fermentasi 3 hari meningkatkan 
kandungan protein sebesar 2,29% dan lemak 3,66% (Kurniati et al., 2012). 
S.cerevisiae menggunakan gula tereduksi untuk memproduksi protein 
(Tesfaw and Assefa, 2014), karena S.cerevisiae sebagai mikroorganisme 
non amilolitik, BAL atau mikroorganisme lain menghidrolisa pati menjadi 
monosakarida glukosa dan selanjutnya glukosa diutilisasi oleh khamir. 
Seperti hal nya pada kultur campuran Lactobacillus spp dan S.cerevisiae 
dalam fermentasi ulit ubi kayu untuk mengkatkan protein (Uboh, 2006), 
dan fermentasi selulosa/hemiselulosa yang terlebih dahlu dihidrolisa oleh 
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selulase dan xylanase Geotrichum lucidum menjadi gula monosakarida dan 
selanjutnya dihidrolisa oleh S.cerevisiae untuk memproduksi protein. 

Tabel 4.4. Komponen kimia dan sifat fi siko kimia tapioka (ubikayu varietas 
Kasetsart) termodifi kasi dengan S.cerevisiae, Fermipan dan kultur 
campuran. 

Komponen kimia 
(% bk) /pasting

Native/
alami

Bio-Tapioka 1 
(S.cerevisiae 

3%)

Bio-tapioka 2 
(Fermipan)

Bio-tapioka 3
(Campuran)

Bio-tapioka 4 
(S.cerevisiae 

10%)
pH 3,86 ±0,30 3,91± 0,04 4,97± 0,21 3,89 ± 0,17 5,1±0,72
Air 10,7±0,88 10,3±0,88 10,3 ± 0.19 10,7±0,62 10,2±0,54
Abu 0,48 ±0,13 0,01± 0,02 0,01 ±0,0 0,18± 0,13 0,17±0,81
Lemak 
Protein 0,28±0,12 0,85± 0,05 2,06± 0,12 1,5± 0,03 2,03±0,44
HCN 0,36 0,27 0,26 0,29 0,032
Pati 81,16±1,12 80,12± 0,50 77,37± 0,77 71,16± 1,87 81,2±1,51
Amilosa 30,34±0,17 27,26±1,21 24,83±3,12 31,38 ±4,94 33,24±1,11
Amilopektin 50,82±0,24 52,86±0,16 52,54±1,35 68,61± 4,41 56,76±2,55
Swelling power 
(g/mL)

16,31±0,02 13,32±0,01 13,48±0,01 13,50±0,02 13,35±0,31

Kelarutan (%) 
pada pemanasan 
90oC / 30 menit

68±0,21 44±0,24 44±0,14 41±0,31 39±0,11

Suhu gelatinisasi 
(oC)

70,4±0,27 71,95 ± 0,22 71,95±0,32 72,1±0,12 71,5±0,43

Viskositas 
maksimum (BU)

1326±1,18 910±2,13 1134±0,45 920±0,98 1150±2,32

Viskositas balik 
(BU)

682±0,51 253±0,22 288±0,37 268±0,63 255±0,21

Breakdown 744±2,1 653±2,02 666±0,82 637±1,45 624±2,13
Setback 260±0,98 548±1,92 469±1,87 465±0,67 588±1,24
Aroma Khas tapioka
Tekstur Tapioka Menyerupai 

terigu
Menyerupai 
terigu

Menyerupai 
terigu

Menyerupai 
terigu

Warna Sangat putih Putih 
kekuningan

Putih 
kekuningan

Putih 
kekuningan

Putih 
kekuningan

Kekuatan gel (g/f 
gram/force)

18,55±0,0 27,65±0,31 28,50±0,0 25,75±0,22 28,80±0,67

Sumber Kustyawati et al. (2012), Kustyawati et al (2016), Mutia (2011). 

Keterangan :  Bio-Tapioka 1=Saccharomyces cerevisiae 3%, Bio-Tapioka 2= fermipan, Bio-Tapi-
oka 3= kultur campuran S.cerevisiae + Lactobacillus plantarum, Bio-Tapioka 4=S.
cerevisiae 10%. Lama fermentasi 24 jam, suhu 31±2oC

Tapioka termodifi kasi Saccharomyces memiliki kandungan amilosa 
dan kadar abu yang lebih rendah dan suhu pasting yang relatif sama dan 
lebih tinggi dari tapioka alami. Sifat pasta dipengaruhi oleh keberadaan 
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komponen minor di dalam pati misalnya kandungan protein, abu dan 
mineral. Amilosa memiliki berat molekul rendah dan mudah larut ke dalam 
air pada pemanasan. Pemanasan dalam air yang berlebih menyebabkan 
melemahnya ikatan dalam granula. Perbedaan gaya pengikatan dari 
granula pati mengindikasikan adanya perbedaan sifat swelling power dan 
kelarutan. Interaksi yang kuat akan mengurangi jumlah OH bebas untuk 
mengikat air (hidrasi) dan mengurangi masuknya air ke dalam interior 
granula dan akibatnya menurunkan SP dan kelarutan. Swelling power dan 
kelarutan granula tapioka termodifi kasi Saccharomyces pada suhu pemanasan 
90oC selama 30 menit. Tapioka termodifi kasi Saccharomyces (Biotapioka) 
mempunyai kelarutan dan SP yang lebih rendah dari tapioka alami 
mengindikasikan adanya interaksi yang kuat dalam granula mengurangi 
jumlah gugus OH bebas yang tersedia untuk mengikat air, ratio amilosa/
amilopektin kecil, penurunan kadar amilosa sehingga molekul yang larut 
dalam air rendah (amilosa memiliki BM rendah akan larut dalam air). 
Fermentasi oleh Saccharomyces juga diduga mengakibatkan menurunnya 
kadar amilosa karena terjadi pemotongan rantai panjang amilosa menjadi 
rantai pendek sehingga meningkatkan gugus OH bebas untuk mengikat 
air. Namun protein yang meningkat selama pemanaan akan mengembang 
dan berinteraksi membentuk ikatan komplek dengan rantai pendek amilosa 
sehingga mengurangi masuknya air ke dalam granula. 

Aktivitas Bakteri Asam Laktat Dalam Fermentasi Tapioka
Bakteri asam laktat (BAL) dapat berfungsi sebagai sumber protein 

sel tunggal. Aplikasi BAL dalam fermentasi ubi kayu memperbaiki sifat 
kimia tapioka yang meliputi kadar amilopektin, total asam, total gula, 
meningkat dengan meningkatnya lama fermentasi. Sementara nilai pH, 
kadar amilosa menurun dengan meningkatnya lama fermentasi. Sifat pasta 
tapioka meliputi waktu, suhu, puncak viskositas, trough, fi nal viskositas, 
meningkat, sedangkan set back dan breakdown menurun. Tapioka yang 
telah mengalami modifi kasi dengan bakteri asam laktat ini cocok sebagai 
bahan improver pada produk pangan yang berkaitan penting dengan 
sifat viskositas, retrogradasi, dan sineresis (Kartikasari et al., 2016). Pada 
penelitian ini, bakteri asam laktat diperbanyak dengan cara menimbang 0,5 
g starter, 50 g gula, 50 g chip MOCAF kering, dan 1000 mL air di dalam 
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gelas Beker 1000 mL, selanjutnya difermentasi selama 24 jam pada suhu 
ruang untuk menghasilkan konsentrasi bakteri asam laktat 100 ppm. Proses 
fermentasi tapioka menggunakan starter bakteri asam laktat berlangsung 
dengan perbandingan starter dan substrat sebesar 1:9 dan berlangsung pada 
lama fermentasi hingga 72 jam. Bakteri asam laktat dan Bacillus mampu 
berkontribusi pada penurunan senyawa sianida dalam medium fermentasi 
ubikayu dan daun ubikayu. Bakteri asam laktat terutama Leoconostoc 
mesenteroides dan Lactobacillus lactis memproduksi enzim linamarinase yang 
berkontribusi pada proses detoksifi kasi. Hidrolisa glukosida sianogenik 
pada fermentasi ubi kayu berlangsung pada lingkungan asam dengan pH 
3,8 sedangkan pada fermentasi daun ubi kayu berlangsung pada lingkungan 
basa pH 8,5. Penurunan pH disebabkan oleh produksi asam organik oleh 
bakteri asam laktat, sedangkan lingkungan basa kemungkinan disebabkan 
oleh produksi amina oleh Bacillus pumilus karena bakteri ini menggunakan 
asam sianohidrik sebagai sumber nutrisinya. 

Fermentasi pembuatan mocaf menggunakan Lactobacillus plantarum 
dapat memperbaiki nutrisinya terutama protein meningkat sebesar 8,56% 
dan lemak 2,81% dengan lama fermentasi 5 hari (Kurniati et al., 2012).

Aktivitas Kultur Campuran Dalam Fermentasi Tapioka
Bakteri, ragi, jamur, dan algae merupakan sumber bio- protein yang 

sangat mungkin dapat diaplikasikan pada fermentasi ubikayu maupun 
tapioka. Di alam, mikroorganisme berada dalam kondisi saling berinteraksi 
satu dengan yang lainnya, sehingga sebagian besar mikroorganisme 
lebih efektif aktivitasnya bila tumbuh bersamaan dengan kelompok 
mikroorganisme lainnya. Fermentasi menggunakan kultur campuran yang 
umumnya terdiri dari dua atau lebih mikroorganisme. Biladibandingkan 
dengan fermentasi monokultur, kultur campuran jenis fungi mempunyai 
kelebihan dalam utilisasi substrat yang lebih baik, produksi meningkat, 
mudah beradaptasi terhadap perubahan kondisi fermentasi, dan resistensi 
terhadap kontaminasi mikroorganisme yang tidak dikehendaki meningkat. 
Kekurangan nutrisi juga dapat diatasi dengan menggunakan kultur 
campuran karena adanya rekasi sinergistik dimana produk hasil hidrolisa 
enzim dari satu jenis mikrorganisme dapat berfungsi sebagai substrat bagi 
jenis mikroorganisme yang lain. Bio-modifi kasi tapioka menggunakan 
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beberapa kulutr starter baik sebagai tunggal maupun dalam campuran 
telah dilakukan oleh beberapa peneliti. Mikroorganisme yang sering 
dimanfaatkan adalah bakteri asam laktat, khamir, dan juga kapang. 
Putri et al. (2014) membuat kultur kering campuran Lactobacillus sp dan 
Saccharomyces cerevisiae dalam media tepung jagung dengan perbandingan 
substrat dan kultur campuran 94:6 dengan masa inkubasi 24 jam pada suhu 
ruang. Komposisi jumlah mikroba di dalam substrat yang telah dikeringkan, 
masing-masing adalah 2,2x109 cfu/mL untuk BAL dan 3,0x108 cfu/mL 
untuk S.cerevisiae. Pembuatan kultur kering diawali dengan menumbuhkan 
masing-masing kultur di dalam media both (10 mL) yang sesuai yaitu MRS 
broth untuk BAL dan YPD broth untuk S.cerevisiae, selama 24 jam pada 
suhu 27oC. Untuk perbanyakan, masing-masing kultur ditumbuhkan pada 
3% tepung jagung di dalam aquades steril sebagai adaptasi terhadap media 
fermentasi tepung jagung. Setelah ditambahkan bahan pengisi ke dalam 
substrat yang bertujuan untuk mempertahankan aktivitas kultur starter 
selama pengeringan, selanjutnya kultur campuran di dalam substrat jagung 
dan bahan pengisi dikeringkan menggunakan vacuum drying pada suhu 
45oC selama dua jam. Kultur kering campuran mempunyai masa simpan 
4 minggu pada suhu refrigerasi. Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus 
fermentum dan S.cerevisiae merupakan mikroorganisme indegenus serealia. 
Pada fermentasi tapioka, kultur campuran antara BAL dan Saccharomyces 
cerevisiae meningkatkan produksi asam oleh BAL karena khamir sebagai 
mikroorganisme kalatase positif mendegradasi hydrogen peroksida yang 
merupakan inhibitor pertumbuhan BAL. 

Kapang Aspergillus niger dan Rhizopus oligosporus mengandung enzim 
glukoamilase yang dapat diproduksi secara komersial. Glukoamilase (GA) 
adalah enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis pati menjadi glukosa. 
GA penting dalam industry pengolahan pati terutama untuk produksi 
glukosa kristal dan high fructose sugar (HFS). GA yang berasal dari A.niger 
mempunyai kelebihan antara lain lebih stabil pada suhu tinggi (termostabil), 
lebih tinggi aktivitasnya dalam fermentasi fermentasinya padat (SSF) 
dibanding fermentasi terbenam (Sub-merged fermentation-SmF). Pati 
sebagai substrat SSF sebaiknya dilakukan proses gelatinisasi lebih dahulu 
karena sebagian besar mikroorganisme lebih mudah tumbuh pada pati 
tergelatinisasi dari pada pati mentah. Namun pati tergelatinisasi mempunyai 
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kelemahan yaitu tekstur pati rusak, masa lengket dan menggunpal sehingga 
porositas bahan menjadi rendah dan kemampuan untuk transfer panas 
berkurang. Oleh karena itu untuk menghindari proses gelatinisasi dapat 
dilakukan fermentasi pada substrat tapioka dengan isolate atau starter 
kapang yang mampu menguraikan pati mentah. Sebagai contoh, Aspergillus 
fumigates KIBGE-IB33 memproduksi amylase dan amiloglukosidase. Kedua 
campuran enzim ini digunakan untuk memfermentasi tapioka slurry (tapioka 
dalam air) dan menghasilkan glukosa hingga 40,0 g/L, dan selanjutnya 
difermentasi lebih lanjut oleh Saccharomyces cerevisiae untuk menghasilkan 
alkohol hingga 84,0% (Prevez et al., 2014). 

Kapang Rhizopus oryzae mampu menghidrolisa zat pati dari tapioka 
dan menggunakan karbon sebagai sumber energi untuk menghasilkan 
asam laktat (Hartatik). Medium fermentasi berupa substrat tapioka dalam 
aquades sebesar 10% dengan starter R.oryzae 1% yang mengandung ±108 

spora/ml, pH 6±0.1 dan inkubasi pada waterbath shaker 90 rpm selama 3 
hari menghasilkan asam laktat dengan konsentrasi 10.94 g/L dengan laju 
produksi 5,4 x 104 g/1 h. Rhizopus oryzae diketahui mampu mensekresi 
enzim linamarinase ekstraseluler sehingga R.oryzae juga dapat berfungsi 
sebagai detoksifi kasi dalam fermentasi ubikayu. Penggunaan R.oryzae pada 
pembuatan Mocaf dengan lama fermentasi 3 hari juga dapat meningkatkan 
kandungan lemak 3,76% dan protein 4,72% dibanding Mocaf biasa (Kurniati 
et al., 2012). Kultur campuran yang terdiri dari Rhizopus oryzae, Saccharomyces 
cerevisiae dan Aspergillus niger juga digunakan untuk pengembangan produk 
ubi kayu diperkaya dengan protein. Sementara campuran kultur Lactobacillus 
delbruckii, Lactobacillus coryneformis dan S.cerevisiae dengan perbandingan 2:1:1 
sebagai starter sebanyak 1% dapat diaplikasikan pada fermentasi ubikayu 
parut dengan ketebalan lapisan 2 cm. Rhizopus oligosporus sebagai starter 
dalam fermentasi ampas tapioka selama lima hari dapat meningkatkan nilai 
kandungan protein sebesar 19,63 % (Abidin, 2009). 

Muhidin et al. (2014) melakukan fermentasi alami untuk mengurangi 
kandungan sianida dalam umbi ubikayu. Ubi kayu varietas tertentu 
mengandung banyak glikosida sianogenik yaitu linamarin dan lotustralin. 
Glikosida sianogenik dapat dihidrolisis menjadiasam sianida (HCN) oleh 
enzim endogen linamarinase ketika jaringan tanaman atau umbi ubi kayu 
mengalami kerusakan oleh luka selama panen, pengolahan atau proses 
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mekanis lain. Mikroba yang toleran terhadap sianidrofi lik/sianida berperan 
dalam degradasi glukosida sianogenik. Pengeringan ubi kayu yang tidak 
efektif dapat mendorong tumbuhnya kapang Aspergillus fl avus (pathogen), 
A. fumigates, A. japonicas, A.niger, Penicillium rubrum. Hydrogen sianida 
(HCN) yang juga dikenal sebagai racun biru berisifat racun terhadap 
kesehatan manusia. Umbi ubi kayu yang masih segar dan utuh tidak ada 
luka dan masih terlindung oleh kulitnya, maka glukosida sianogenik 
tetap utuh dalam bentuk linamarin dan lotaustralin. Bila struktur seluler 
terganggu, maka glukosida intraselular terpapar pada enzim ekstraselular 
linamarase, dan menhasilkan asam hidrosianat (HCN). Reaksi pembentukan 
HCN terjadi dalam dua tahap yaitu: (1) glukosida sianogenik terdegradasi 
menjadi gula dan sianohidrin (x-hydroxynitrile), (2) sianohidrin mengalami 
disosiasi menjadi keton dan asam hidrosianida. Oleh karena itu, pada 
linamarin, glukosida pertama kali dihidrolisa oleh linamarinase menjadi 
β-D-glukopiranosa dan 2- hydroksiisolentironotrit atau aseton-sianohidrin, 
selanjutnya aseton-sianohidrin terdegradasi menjadi aseton dan HCN. 
Sianohidrin merupakan hasil aktivitas enzim linamarinase. Sianohidrin 
molekul yang stabil pada kondisi sedikit asam (pH 4.0), pada keadaan basa 
atau netral sianohidrin melangsungkan hidrolisis spontan menghasilan 
HCN. Dari keterangan tersebut dapat diketahui bahwa sianida di dalam ubi 
kayu berada dalam tiga bentuk yaitu dalam bentuk glukosida (linamarin 
dan lotaustralin), sianohidrin, dan HCN bebas. 

Modi ikasi Tapioka Secara Enzimatis 
Pati termodifi kasi adalah pati yang telah mengalami perlakuan 

fi sik atau kimia secara terkendali sehingga mengubah satu atau lebih dari 
sifat alaminya, seperti suhu awal gelatinisasi, karakteristik selama proses 
gelatinisasi, ketahanan selama pemanasan, pengadukan, dan kecenderungan 
retrogradasi. Modifi kasi tapioka dapat dilakukan dengan menggunakan 
enzim hidrolisis. Proses hidrolisis tapioka dapat menggunakan beberapa 
enzim yang termasuk dalam kelompok endoenzim dan kelompok eksoenzim. 
Golongan endoenzim berfungsi memecah satu molekul pati menjadi dua 
molekul secara acak, sedangkan eksoenzim memutuskan ikatan glukosida 
pati dari ujung nonpereduksi menjadi monosakarida atau disakarida. Setiap 
enzim mempunyai mekanisme dan pola pemutusan ikatan yang spesifi k, 
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misalnya ikatan α-1,4-glikosodik dapat diputus oleh alfa-amilase dari 
bakteri maupun pankreatin, serta beta-amilase, sedangkan ikatan bercabang 
α-1,6-glikosidik hanya diputus oleh pullulanase. Enzim hidrolisis pada 
fermentasi tapioka bekerja secara spesifi k yaitu pada pemutusan ikatan 
glosidik, pola pemutusan, aktivitasnya dan spesifi tas substrat serta produk 
yang dihasilkan. Dalam hidrolisa enzimatik terjadi pemutusan ikatan-ikatan 
glukosida dari amilosa dan amilopektin dan menghasilkan glikosa, maltosa, 
atau oligosakarida. Dimana produk akhir yang akan dihasilkan bergantung 
pada jenis enzim yang digunakan. 

Debranching enzymes
Debranching enzymes dapat diaplikasikan dalam modifi kasi tapioka 

secara enzimatik karena enzim ini mampu menghidrolisa ikatan α-(1,6)-
D-glukosa pada pati. Pullulanase, salah satu debranching enzim untuk 
fermentasi tapioka, yang bersifat stabil terhadap panas, bekerja pada rantai 
sisi cabang terluar dari dua atau lebih unit glukosa dan menghidrolisis pati 
secara lambat namun sempurna. Pullulanase dapat menghidrolisis ikatan 
α-(1,6)- pada pullulan dan amilopektin, dbandingkan isoamilase hanya 
dapat menghidrolisis ikatan α-(1,6)- pada amilopektin. Wong et al. (2007) 
mengaplikasikan pullulanase dalam modifi kasi pati sagu (Metroxilon sagu) 
dengan konsentrasi pati 5% dan menggunakan enzim 2% (v/b) selama 24 
jam, menghasilkan pati yang memiliki rantai linier panjang dengan kenaikan 
amilosa dari 24,9% menjadi 33,2%. Perlakuan enzimatik menggunakan 
pullulanase ini didahului oleh proses gelatinisasi secara otoklaving pada 
suhu 105oC selama 15 menit, dan dilanjutkan dengan proses pendinginan 
disertai pengadukan dengan stirrer hingga mencapai suhu 40oC. 

Sementara itu, Harianie et al. (2009) mengaplikasikan pullulanase 
untuk modifi kasi tapioca dari ubi kayu (Manihot esculenta) untuk 
menghasilkan tapioca kadar amilosa tinggi sebagai bahan pembuatan 
maltose. Tapioka sebagai substrat pada konsentrasi 15% (b/v) diberikan 
perlakuan pemasakan pada suhu 105oC selama 15 menit sebagai proses 
gelatinisasi, selanjutnya hidrolisa enzimatik dengan menambahkan 
2% pululanase (v/b tapioca) yang dilanjutkan inkubasi selama 12 jam. 
Hasil yang diperoleh adalah amilosa sebesar 41,12%. Tahap hidrolisis 
tapioka amilosa tinggi oleh β-amilase menghasikan maltosa 30,84% dan 
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maltotriosa 2,90%, dibandingkan dengan tapioka tanpa proses debranching 
enzim menghasilkan maltose 26,47% dan maltotriosa 1,86%. Otoklaving 
tapioka dimaksudkan agar mudah terhidrolisa oleh enzim pululanase dan 
membantu meningkatkan amilosa. Pada proses otoklaving terjadi fenomena 
gelatinisasi dan retrogradasi. Sementara itu, ketersediaan air dan suhu 
yang cukup selama otoklaving dapat mengoptimalkan proses gelatinisasi 
sehingga pada proses pendinginan dan pengeringan tapioca memacu 
terjadinya retrogradasi. Pada proses retrogradasi, potongan lurus dari dua 
untai pati atau lebih dapat membentuk ikatan sederhana, dan akibatnya pati 
membentuk struktur yang lebih teratur, selanjutnya granula pati bergabung 
menjadi struktur yang kompak dan stabil karena ikatan hydrogen. Industry 
yang memproduksi sirup tinggi maltosa sebaiknya memanfaatkan aktivitas 
enzim debranching untuk meningkatkan yield maltose dan memperpendek 
waktu reaksi. Hal ini karena jika proses hidrolisis amilosa hanya 
menggunakan enzim β-amylase memberikan hasil yang tidak maksimal 
karena β-amylase tidak dapat memotong ikatan percabangan α-(1,6)- atau 
tidak dapat menghidrolisa amilopektin pada tapioca. 

Alfa Amylase 
Modifi kasi tapioka menggunakan enzim α- amylase menghasilkan 

pati termodifi kasi alfa amilase. Pati Termodifi kasi α –amilase yaitu pati 
dipecah menjadi unut-unit yang lebih kecil yaitu dengan memotong ikatan-
ikatan glikosodiknya oleh enzim α-Amilase. Enzim α-Amilase bekerja secara 
acak mendegradasi amilosa (disebut amilolisis) dengan sempurna dan 
cepat menghasilkan maltose dan maltotriosa. Hasil kerja enzim α-amylase 
ini dapat teridentifi kasi pada tapioka oleh adanya penurunan kekentalan 
dan kemampuannya mengikat iodium sangat cepat. Hasil kerja α-amylase 
berikutnya adalah hidrolisis oligosakarida membentuk glukosa dan maltose. 
Suryani dan Nisa (2015) memodifi kasi tapioka dari ubikayu Manihot 
esculenta menggunakan enzim α-amylase (EC.3.2.1.1) yang bersumber dari 
Bacillus sp. untuk produksi maltodekstrin yang mendekati gelatin sebagai 
agensia pembuih untuk diaplikasikan pada produk marshmallow. Pada 
industry pangan gelatin merupakan salah satu polimer larut air yang dapat 
difungsikan sebagai agensia pembentuk gel, pengental, penstabil, pembuih, 
dan pengemulsi. Tapioka merupakan sumber polisakarida yang dapat 
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dikembangkan menjadi produk gelatin alternative sebagai foaming agent. 
Tapioka yang dikembangkan menjadi gelatin alternative sebaiknya yang 
mengandung zat pati tinggi yaitu 85%. Hidrolisis tapioka menggunakan 
enzim α-amilase pada konsentrasi 5 mg/100g dengan lama inkubasi 10 menit 
menghasilkan produk marshmallow yang diterima oleh panelis melalui uji 
triangle dan acceptable method. 

Aplikasi Tapioka Termodiϐikasi
Tapioka sebagai salah satu bahan yang mempunyai potesi sebagai 

substitusi tepung terigu dalam industry pembuatan roti baik roti tawar 
maupun roti manis. Tapioka memiliki komposisi kimia zat pati yang tinggi 
73,3-84,9%, walaupun kandungan lemak, proteindan abu sangat rendah. 
Kandungan protein tapioka alami hanya 0,03-0,06% dan lemak 0,08-1,54%, 
serta abu 0,02-0,33%. Syarat penting dalam pembuatan roti adalah adanya 
protein di dalam tepung karena berperan dalam proses pengembangan roti. 
Keistimewaan tepung terigu adalah adanya gluten yang berperan penting 
dalam menahan gas hasil fermentasi yang mengakibatkan volume roti 
menjadi membesar. Disamping itu, gluten juga berfungsi dalam membentuk 
tekstur roti. Tepung terigu berasal dari tanaman gandum yang tidak tumbuh 
di bumi Nusantara, oleh karena itu perlu impor. Kenaikan impor tepung 
terigu yang semakin meningkat dari tahun ke tahun memerlukan upaya 
untuk mengganti tepung gandum dengan tepung yang berasal dari umbi-
umbian yang tumbuh di Indonesia. Tapioka dari ubi kayu (Manihot esculenta) 
memiliki kelemahan sifat fi siko kimia nya sehingga menghambat aplikasi 
secara luas dalam proses pengolahan produk pangan. Tapioka alami terlalu 
lengket, tidak tahan perlakuan asam, tidak memiliki daya kembang, suhu 
gelatinisasinya tinggi, kandunan protein rendah, kelarutannya terbatas di 
dalam air, dan gel patinya mudah mengalami sineresis.

Roti manis
Kustyawati dan Fauzi (2010) dapat mensubstitusi 50% tapioka 

termodifi kasi dengan Saccharomyces cerevisiae pada pembuatan roti manis. 
Roti manis terbuat dari adonan manis yang telah mengalami fermentasi, 
mengandung kurang lebih 10% gula dan dipanggang. Tepung terigu sebagai 
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bahan baku utama roti manis, air, ragi roti, dan garam, sedangkan bahan 
pembantu meliputi gula, susu bubuk, shortening, telur dan pengembang 
(Pomeranz & Shelleberger 1991). Tapioka termodifi kasi dengan S.cerevisiae 
memiliki kadar protein 2, 07% sehingga dapat digunakan untuk membuat 
roti manis sebagai substitusi terigu. Ketidak beradaan protein gluten dalam 
tapioka alami mengakibatkan terganggunya pembentukan dan penjerapan 
gas CO2 selama fermentasi dan mutu organoleptik roti. Pada pembuatan 
roti dibutuhkan bahan baku yang memiliki kandungan protein tinggi agar 
memiliki sifat mudah tercampur, terfermentasi, daya serap airnya tinggi, 
elastis dan mudah digiling. Protein tinggi juga membantu memberikan 
volume yang baik terhadap hasil jadi roti, seperti pada gambar roti sebelum 
proof dan sesudah proof (Gambar 17). Semakin tinggi kadar protein maka 
akan semakin tinggi pula kandungan gluten yang terdapat di dalamnya. 
Kualitas protein sangat dibutuhkan dalam proses pembuatan roti, karena 
berperan dalam dua hal yaitu produksi gas dan daya menahan gas (gas 
retention) yang diperlukan dalam roti. Gas yang dihasilkan dari ragi 
(Saccharomyces cereviseae) pada proses fermentasi adalah CO2, sedangkan 
gas retention adalah kemampuan dari gluten untuk menahan gas CO2 yang 
dihasilkan oleh ragi tersebut, dimana fungsi protein adalah sebagai rangka 
penopang struktur roti. Kualitas protein yang bagus adalah yang dapat 
menahan gas dengan baik (extensible), sehingga mendapatkan volume 
roti yang besar. Kualitas protein juga akan mempengaruhi pada kualitas 
roti termasuk volume roti, serat atau remah, dan struktur roti. Pembuatan 
roti manis dilakukan dengan cara straight dough yaitu dengan cara 
mencampurkan semua bahan baku untuk 200 gr bahan lalu diaduk sampai 
kalis. Formula adonan pada Tabel 4.5. Setelah adonan kalis selanjutnya 
adonan diistirahatkan selama 15 menit. Kemudian dilakukan penimbangan 
dan pembulatan adonan lalu diistirahatkan kembali selama 10 menit dan 
dibuang gas yang ada di dalamnya dengan cara ditekan -tekan. Selanjutnya 
adonan dibagi-bagi dengan berat 50 g lalu dibulatkan. Adonan disusun di 
atas loyang yang telah disemir dengan mentega dan dibiarkan mengembang 
(proofi ng) dalam ruang tertutup selama 90 menit. Kemudian dilanjutkan 
dengan pemanggangan dengan suhu 175oC selama 12-15 menit sampai 
warna roti kuning kecoklatan. Berdasar pada analisis derajad pengembangan 
roti dihasilkan bahwa substitusi pati ubikayu termodifi kasi sebesar 50% 
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menghasilkan roti manis dengan derajad pengembangan yang baik 80,13% 
dibandingkan dengan roti yang dibuat dengan formula 100% terigu 
mempunyai derajad pengembangan 83,78%. Pada Gambar 4.2 disajikan 
proses proofi ng dan pengembangan roti dengan formula 100% tepung terigu 
(a) dan roti dengan formulasi 50% tapioca termodifi kasi (b). Pembuatan roti 
manis dengan substitusi tapioka termodifi kasi Saccharomyces cerevisiae 
sebesar 50% menghasilkan roti terbaik (menurut 30 panelis semi terlatih) 
berdasarkan daya terima, volume roti, derajad pengembangan roti, nilai 
proksimat, dan uji organoleptik. Roti manis dengan bahan substitusi tapioka 
termodifi kasi Saccharomyces 50% mempunyai cirri-ciri organoleptik sebagai 
berikut disajikan pada Tabel 4.6 menurut panelis semi terlatih.

Tabel 4.5. Formulasi pembuatan roti manis substitusi tapioka termodifi kasi 
Saccharomyces  cerevisiae.

Formulasi F1 F2 F3 F4 F5
TMS (g)
Terigu (g)
Air (mL)
Ragi (g)
Garam halus (g)
Gula (g)
Susu bubuk (g)
Mentega (g)
Margarine (g)
Kuning telur (butir)
Pengembang adonan (g)

0
200
100
4
2,4
40
20
20
20
1
1

50
150
100
4
2,4
40
20
20
20
1
1

100
100
100
4
2,4
40
20
20
20
1
1

150
50
100
4
2,4
40
20
20
20
1
1

200
0
100
4
2,4
40
20
20
20
1
1

Sumber: Bogasari yang dimodifi kasi
Keterangan: F=tapioka termodifi kasi : terigu (g). F1= 0 : 100, F2= 25:75, F3= 50:50, F4= 75:25, 

F5= 100: 0

Beberapa faktor penting yang harus dimiliki oleh bahan baku tepung 
untuk pembuatan roti antara lain swelling power, suhu gelatinisasi, dan 
kandungan protein. Swelling power yang besar menunjukkan kemampuan 
adonan pati mengembang ketika diberi perlakuan suhu, sehingga swelling 
power yang tinggi berpengaruh pada pengembangan roti yang dihasilkan. 
Volume air dalam pembuatan roti sangat krusial dan harus sesuai dengan 
daya serap air yang dimiliki suatu tepung yang menjadi bahan dalam 
pembuatan roti, karena akan menghasilkan adonan yang terhidrasi dan 
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mengembang dengan baik setelah difermentasi, dan membentuk adonan 
dengan sifat viskoelastis yang optimal.

Tabel 4.6. Karakteristik roti manis substitusi tapioka termodifi kasi Sac-
charomyces 50%  pada berbagai perbandingan (tapioka 
termodifi kasi:terigu dalam gram).

Karakteristik F1 F2 F3 F4 F5

Derajad 
pengembangan 
roti.
Organoleptik 
- Penerimaan 

keseluruhan 
- Warna 
- Tekstur 
- Rasa 
- Aroma 

83,82±1.1

3,6±0,22

2,94
4,07
3,6
3,94

83,87±1,3

3,9±0,31

3,06
4,06
3,8
4,0

80,13±0,91

3,9±1,3

3,24
3,07
3,07
3,6

76,81±1,2

3,7±0,71

3,2
2,6
3,07
2,94

60,56±2,2

3,0±0,52

3,54
3,0
2,94
3,14

Sumber Fauzi (2010).
Keterangan:  F=tapioka termodifi kasi : terigu (g). F1= 0:100, F2= 25:75, F3= 50:50, F4= 75:25, 

F5= 100: 0

Tapioka termodifi kasi lain yaitu tepung tapioka asam, adalah 
modifi kasi tapioka melalui fermentasi selama 9 hari menggunakan 
Lactobacillus plantarum (Sudaryati dan Andriyanto, 2013). Tapung tapioka 
asam dapat diaplikasikan untuk membuat roti manis dengan substitusi 
30% dengan penambahan Na-bikarbonat 0,5%. Tepung tapioka asam ini 
mempunyai nilai gizi protein 0,32%, dibuat melalui fermentasi suspensi 
endapan pati basah ubikayu menggunakan 3% L.plantarum (bb pati basah) 
yang kemudian ditambah air 3-5 cm di atas permukaan endapan pati untuk 
membuat kondisi fermentasi terendam. Roti manis dari tapioka asam ini 
mempunyai nilai gizi protein 8,41%, volume pengambangan 253,7% dan 
dengan tekstur, aroma, rasa serta aroma disukai oleh panelis. 
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Sebelum proof

a. Proof a. Matang 

b. Proof b. Matang 

Sumber Fauzi (2010).

Gambar 4.2.  Proofi ng dan pengembangan roti manis dengan substitusi 
tapioka termodifi kasi saccharomyces. a). Sebelum proof, sesu-
dah proof, dan roti matang pada roti tanpa substitusi (100% 
terigu), b). roti dengan substitusi 50% tapioca termodifi kasi 
Saccharomyces. 

Roti tawar
Tapioka termodifi kasi telah banyak digunakan sebagai substitusi 

gandum dalam pembuatan roti tawar. Roti tawar adalah produk pangan 
berbahan dasar tepung terigu dan dibuat melalui tahapan proses yaitu 
pengadonan, fermentasi dan pemanggangan. Gluten merupakan komponen 
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yang berperan penting dalam pembuatan roti tawar. Proses pengadonan 
bertujuan membentuk sifat elastic kohesif dari gluten yang mengikat air. 
Terbentuknya sifat elastisitas diawali dengan terjadinya ikatan hydrogen 
antar molekul protein tepung terigu sehingga membentuk struktur 
melingkar, selain itu juga terbentuk ikatan disulfi de (-S-S-) (Pomeranz & 
Shelleberger, 1991). Pada saat penambahan air maka protein tepung terigu 
(gluten) mengikat air hingga keseluruhan adonan menjadi kalis jika jumlah 
air sesuai dengan kemampuan protein untuk mengikatnya. Jika terjadi 
over pengadonan/ pengadonan yang dilakukan terus maka akan terjadi 
pengenduran lebih lanjut karena adonan menjadi lembek dan lengket 
yang disebabkan oleh pemutusan ikatan disulfi de yang berlebihan. Pada 
proses fermentasi adonan terjadi degradasi zat pati dan gula/sukrosa 
yang ditambahkan. Enzim alfa dan beta amylase indigenus dalam tepung 
terigu menghidrolisis pati menjadi maltose. Sementara itu, yeast/khamir 
Saccharomyces ceevisiae yang ditambahkan menghasilkan enzim maltase yang 
menghidrolisis maltose menjadi glukosa dan sukrosa yang ditambahkan 
dihidrolisis menjadi glukosa dan fruktosa, kemudian dipecah lagi menjadi 
CO2 dan etanol. Selanjutnya pada proses pemanggangan, CO2 dibebaskan 
karena kenaikan suhu hingga 48,9oC, CO2 yang dibebaskan dijerap oleh 
gluten sehingga akan menaikkan tekanan dan terjadi pengembangan adonan. 
Saat kenaikan suhu hingga 54,4oC, granula pati mulai menggembung diikuti 
penyerapan air dari bahan lain. Bersamaan dengan kenaikan suhu hingga 
60oC terjadi kenaikan metabolise di dalam sel khamir yang terus meningkat 
hingga titik thermal kematian sel, aktivitas enzim amylase juga meningkat 
membantu reaksi produk hingga system enzim rusak oleh panas tinggi. 
Pada suhu mendekati 73,3oC alkohol yang dihasilkan sel khamir dibebaskan 
dan membantu menambah pengembangan dari sel gas. Dimana granula pati 
bertambah ukurannya dan menjadi lebih terikat di dalam gluten. Kemudian 
air yang diperlukan oleh pati diambil dari struktur gluten sehingga adonan 
menjadi lebih kuat dan kental (terjadi proses gelatinisasi). Selain gelatinisasi 
pati, protein gluten mulai mengalami denaturasi, pemanasan awal 
menyebabkan pencairan gluten selanjutnya pemanasan yang diteruskan 
menyebabkan pelepasan air gluten yang dipindahkan ke dalam system 
jaringan pati. Selanjutnya terjadi reaksi pencoklatan (Maillard) antara gula 
pereduksi dengan gugus amina primer, dan disertai pembentukan aroma 
dan tekstur roti tawar. 
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Miyazaki et al. (2005) membuat roti tawar dengan substitusi 20% tapioka 
termodifi kasi hydroxypropylated tapioca starch (HTS) menghasilkan roti 
tawar yang lebih lembut dibandingkan dengan roti tawar substitusi 20% 
tapioka alami. Sementara itu roti tawar yang dibuat dari substitusi acetylated 
tapioca starch (ATS) dan phosphorylated cross-linked tapioca starch (PTS) 
menghasilkan roti tawar yang lebih kaku/kokoh dari tapioka alami. Substitusi 
10% tapioka termodifi kasi asetilasi menghasilkan baking expansion yang 
lebih besar serta volume spesifi k yang lebih tinggi dibandingkan dengan 
tapioka alami. Hasil uji sensori, panelis menyukai roti tawar substitusi 
tapioka termodifi kasi asetilasi dibandingkan roti tawar substitusi tapioka 
alami. Basuki et al. (2015) berhasil membuat roti tawar substitusi 10% 
tapioka alami dengan penambahan gliserol monosterat 4% dengan volume 
pengembangan 347%, ukuran pori-pori 1,214%mm2,dan tingkat kekerasan 
tekstur 0,915%. Panelis kurang menyukai roti tawar substitusi tapioka 
dan gliserol monostearat. Mekanisme gliserol monostearat adalah bahwa 
gliserol monostearat berfungsi sebagai emulsifi er buatan yang tersusun dari 
radikal asam stearat sebagai gugus non-polar dan mempunyai dua gugus 
hidroksil dari gliserol sebagai gugus polar. Satu dari dua gugus hidroksil 
polar (-OH) pada akhir rantai gliserol monostearat bereaksi dengan molekul-
molekul amilosa secara heliks. Akibatnya reaksi tersebut membentuk ikatan 
antar molekul-molekul amilosa sehingga selama fermentasi gas CO2 dapat 
tertahan/terjerap dan adonan menjadi mengembang. Gliserol monostearat 
juga dapat menekan pembengkakan pati selama pemanggangan karena 
adanya lemak sehingga nilai tekstur meningkat atau empuk (pengukuran 
dengan penetrometer). 

Bioplastik pati 
Bioplastik adalah plastic yang dibuat dari senyawa - senyawa asal 

tanaman (plant based substances) seperti pati, selulosa, lignin; maupun asal 
hewan (animal based substances) seperti kasein, protein, dan lipid. Darni et 
al. (2008) mengaplikasikan pati pisang sebagai bahan utama pembuatan 
bioplastik dengan menambahkan gliserol sebagai plasticizer untuk 
memperbaiki sifat fl eksibilitas dan elastisitas. Namun bioplastik berbahan 
dasar pati ini mempunyai kekurangan dalam hal kekuatan tarik, perpanjangan 
dan Modulus Young, serta sifatnya yang hidrofi lik. Penggunaan biopolymer 
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seperti gelatin dapat memperbaiki kekurangan bioplastik pati –based 
tersebut. Lembaran plastic tipis (plastic fi lm) yang dibuat dengan formulasi 
bahan dasar pati pisang, plasticizer, dan dengan penambahan gelatin 40% 
belum menghasilkan produk dengan sifat mekanik yang baik, struktur 
permukaan bioplastik masih berongga (dengan uji SEM scanning elektrone 
microscope) sehingga mudah menyerap air dan hal ini juga disebabkan oleh 
gugus fungsi bioplastik yang tersusun dari komponen hidrofi lik (uji FTIR). 

Latihan
1.  Apakah yang disebut modifi kasi tapioka? Jelaskan jawaban kalian.
2.  Mengapa tapioka dapat dimodifi kasi dan sebutkan manfaat nya.
3.  Apakah bioplastik dapat dibuat dari tapioka?
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Penanganan pascapanen kakao (Theobroma kakao) dimulai sejak 
pemetikan buah, fermentasi sampai pengeringan dan pengemasan. 
Pengolahan coklat bertujuan untuk mencapai coklat biji atau kakao 

biji yang memenuhi persyaratan mutu perdagangan yaitu kering, bebas dari 
sisa-sisa selaput berdaging (pulp), berwarna coklat, segar, merata, tidak pecah 
dan tidak keriput, bersifat rapuh, dan jika dibelah warna coklatnya merata 
pada belahan. Tahapan proses pengolahan kakao yang sangat penting adalah 
fermentasi yang bertujuan untuk meniadakan daya hidup biji, menjadikan 
selaput berdaging (pulp) mudah dihilangkan dari kulit biji, dan memberikan 
kesempatan terjadinya proses yang menuju ke pembentukan warna, rasa 
dan aroma. Demikian juga menghasilkan biji yang tahan terhadap hama dan 
jamur, selama penyimpanan dan menghasilkan biji dengan warna yang cerah 
dan bersih. Proses fermentasi kakao pada umumnya berlangsung secara 
alami oleh mikroorganisme yang terdapat dalam pulp itu sendiri (mikrobia 
indigenus) dan berlangsung di areal perkebunan. Fermentasi ini berlangsung 
selama 6 hari dengan pembalikan pada hari ke dua fermentasi dan setiap 
24 jam untuk meningkatkan aerasi (Schwan, 1998). Fermentasi alami tidak 
terkontrol dan sering terjadi fermentasi yang tidak sempurna, atau terjadi 
over-fermentation. Keadaan ini menyebabkan masalah keasaman kakao biji 
dan kurangnya fl avor, atau terjadi pembusukan. Jenis dan populasi mikroba 
akan mempengaruhi waktu fermentasi yang menghasilkan fl avor kakao biji 
yang baik. Selaput berdaging (pulp) menyelimuti biji, berwarna putih dan 

5
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mengandung nutrisi untuk pertumbuhan mikrobia. Dalam biji kakao terjadi 
penguraian senyawa polifenol, protein den gula oleh enzim. Penguraian 
senyawa-senyawa tersebut akan menghasilkan calon aroma, perbaikan rasa 
dan perubahan warna. Faktor yang berpengaruh terhadap keberhasilan 
fermentasi adalah wadah fermentasi, waktu, aerasi, pembalikan, aktivitas 
mikroba dan penguraian kandungan pulp. Wadah/alat fermentasi 
yang dibutuhkan yaitu kotak fermentasi terbuat dari lembaran papan 
atau berupa keranjang bamboo, daun pisang, karung goni. Lamanya 
fermentasi berlangsung berbeda-beda bervariasi antara 2 sampai 12 hari 
tergantung varietas kakao, dan dengan waktu pembalikan setelah 48 jam 
agar fermentasi biji merata. Fermentasi dapat diakhiri apabila pulp mudah 
dibersihkan dari kulit biji, kulitbiji berwarna coklat merata, temperatur telah 
turun menjadi 35, biji berwarna coklat dan agak kering serta aroma cuka 
yang menonjol, dan penampang biji nampak berongga, berwarna coklat dan 
warna ungu sudah hilang. Setelah membaca Bab ini diharapkan pembaca 
(1) mampu memahami tentang fungsi Saccharomyces dalam fermentasi 
kakao, (2) mampu menjelaskan perubahan kimia selama fermentasi dan 
perbaikan fermentasi menggunakan kultur starter Saccharomyces cerevisiae, 
(3) mampu menganalisis potensi Saccharomyces untuk memperpendek 
waktu fermentasi kakao.

Mikrobiologi Coklat 
Lebih dari 40 spesies mikroorganisme tumbuh selama fermenta-

si kakao (Ardhana dan Fleet, 2003). Tetapi tidak semua mikroba tersebut 
mempunyai peran penting dalam fermentasi, sehingga seleksi perlu dilaku-
kan terhadap mikroba yang mempunyai peran utama dalam pembentukan 
aroma, warna, fl avor dan komponen kimiawi kakao biji. Hasil identifi kasi 
dan profi l pertumbuhan setiap jenis mikroorganisme yang terlibat dalam 
fermentasi tradisional biji coklat yang berasal dari tiga lokasi di pulau Jawa 
meliputi Penicillium citrinum, Kloeckera apis, Saccharomyces cerevisiae, Can-
dida tropicalis, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus plantarum dan Acetobacter 
pasteurianus. Selama fermentasi kakao terjadi suksesi pertumbuhan mikro-
organisme. Pada awal 24 jam fermentasi khamir mendominasi fermentasi, 
kemudian menurun dan digantikan oleh pertumbuhan bakteri asam laktat. 
Semula, peranan bakteri asam laktat dalam fermentasi kakao tidak diketa-
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hui dengan jelas, sampai ditemukannya Lactobacillus plantarum yang kon-
sisten berada selama fermentasi (Thompson et al., 2001). Selanjutnya bakteri 
asam asetat mendominasi fermentasi dan memproduksi asam asetat, pada 
saat pulp mulai mencair dan oksigen mengalir ke dalam kotak fermentasi. 
Selama pertumbuhan bakteri asam asetat suhu dalam kotak meningkat ke 
sekitar 50oC, dan terjadi difusi asam dan panas ke dalam biji yang mengaki-
batkan kematian biji. Selanjutnya dimulai proses pembentukan warna, aro-
ma, dan fl avor melalui perombakan gula, asam amino, dan peptidapeptida 
secara enzimatis di dalam biji. Saccharomyces cerevisiae dan Candida tropica-
lis merupakan dominan khamir selama fermentasi kakao karena tingkat 
survival yang tinggi, 107 cfu/g selama 36 jam (Ardhana dan Fleet, 2003). 
Jenis bakteri asam laktat Lactobacillus cellobiosus dominan sampai 48jam dan 
Acetobacter pasteurianus merupakan golongan bakteri asam asetat yang pal-
ing lama bertahan hidup dibanding Acetobacter aceti yang aktif pada 24 jam 
pertama fermentasi. Pada akhir fermentasi, bakteri pembentuk spora mulai 
tumbuh dan memproduksi taint, mikroorganisme didominasi oleh Bacillus 
spesies terutama Bacillus pumilus dan Bacillus licheniformis. Selama fermenta-
si konsentrasi tiga componen utama dalam pulp yaitu alcohol, asam laktat 
dan asam asetat awalnya meningkat kemudian menurun, hanya konsentrasi 
asam asetat yang masih terdapat sampai akhir fermentasi 

Proses Biokimiawi selama fermentasi kakao
Pulp berwarna putih dan mengandung 14% gula, 1,5% pektin, dan 

pH 3,5 (Schwan, et al., 1998). Pulp merupakan media yang cocok untuk 
tumbuhnya mikrobia. Selama fermentasi aktivitas mikrobia dalam pulp akan 
memproduksi alkohol, asam, dan membebaskan panas (reaksi eksothermal). 
Adanya reaksi eksothermal ini menyebabkan difusi zat-zat metabolit tersebut 
ke dalam biji, akibatnya biji mati dan selanjutnya terjadi reaksi enzimatis 
pembentukan fl avor, aroma dan warna. Proses perubahan biokimiawi dalam 
fermentasi kakao merupakan hasil aktivitas pertumbuhan yeast, bakteri 
asam laktat dan bakteri asam asetat (Ardhana dan Fleet, 2003). Peran utama 
khamir adalah (1) merombak asam sitrat dalam pulp yang mengakibatkan 
naiknya pH dari 3.2 ke 4.2 dan akan mendorong pertumbuhan bakteri, (2) 
menghasilkan alkohol dalam kondisi low-oxygen dan kadar gula tinggi 
(3) menghasilkan asam organik (oxalate, phosphate, suksinat, malat dan 
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asetat) yang mempunyai permeabilitas tinggi sehingga dapat berdifusi 
kedalam biji dan mematikan biji (kotiledon), (4) menghasilkan senyawa 
organic volatile yang berperan dalam pembentukan precursor fl avor kakao, 
dan (5) mensekresi pektinase yang menurunkan viskositas pulp sehingga 
terjadi aerasi dalam pulp. Proses ini didominasi oleh aktivitas pertumbuhan 
Sacchromyces cerevisiae. Bakteri asam laktat pada umumnya merombak 
glukosa melalui jalur Embden-Meyerhof-Parnas, dan menghasilkan lebih 
kurang 85% asam laktat. Tetapi beberapa spesies bakteri asam laktat juga 
merombak glukosa melalui jalur Hexosa-monophosphate-Shunt, yang 
memproduksi 50% asam laktat ditambah alkohol, asam asetat, glyserol, 
mannitol dan CO2. Bakteri asam laktat yang mendominasi pertumbuhan 
adalah jenis Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus lactis. Oleh bakteri asam 
asetat alkohol dioksidasi menjadi asam asetat dan asam asetat dioksidasi 
menjadi CO2 dan air. Reaksi oleh bakteri asam asetat ini berlangsung secara 
eksotermal sehingga menyebabkan suhu dalam pulp meningkat. Dengan 
demikian bakteri asam asetat berperan dalam pembentukan keasamam kakao 
biji , suhu tinggi dalam mass fermentasi, dan difusi serta hidrolisis protein 
dalam kotiledon. Bakteri asam asetat yang mendominasi pertumbuhan 
adalah jenis Gluconobacter oxydans subsp. Suboxydans, dan Acetobacter 
aceti. Bakteri aerobik pembentuk spora, Bacillus sp, memproduksi berbagi 
komponen kimia meliputi 2,3-butadienol, pyrazines, asam asetat, dan asam 
laktat pada kondisi fermentatif, yang dapat menyebabkan keasaman biji dan 
menimbulkan off-fl avor. Ho et al. (2014) mengungkapkan bahwa bakteri 
asam laktat tidak signifi kan berperan dalam proses fermentasi kakao, dan 
menemukan bahwa Saccharomyces cerevisiae secara signifi kan berperan 
selama fermentasi kakao dengan menyumbangkan fl avor dan efekivitas 
fermentasi. 

Pada awal 24 jam fermentasi khamir mendominasi fermentasi, 
kemudian menurun dan digantikan oleh pertumbuhan bakteri asam laktat. 
Pada saat pulp mulai mencair oksigen mengalir ke dalam kotak fermentasi, 
bakteri asam asetat mulai tumbuh memproduksi asam asetat, dan suhu 
dalam kotak meningkat ke sekitar 50oC, terjadi difusi asam dan panas ke 
dalam biji, dan mengakibatkan kematian biji. Kemudian dimulai proses 
pembentukan warna, aroma, dan fl avor secara enzimatis di dalam biji. 
Selama fermentasi, konsentrasi lemak menurun pada fraksi monogliserida, 
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digliserida, triglserida, asam lemak bebas dan asam fosfatida, sedangkan 
kenaikan terjadi pada fraksi ‘phosphatidyl choline’, phosphatidyl serine’, 
‘phosphatidyl inositol’ dan ‘phosphatidyl ethanolamine. Sementara 
konsentrasi lemak biji coklat yang tidak difermentasi sekitar 48.51% dan 
naik 2-6% setelah difermentasi (Rohaman, M.Maman, 2001). 

Perbaikan Fermentasi Kakao

1. Melalui fermentasi menggunakan kultur koktil Saccha-
romyces cerevisiae, Lactobacillus lactis dan Acetabacter aceti

Berdasarkan pada suksesi pertumbuhan mikroba selama fermentasi 
maka perlu dilakukan fermentasi menggunakan kultur starter dalam 
upaya memperbaiki kualtas biji kakao Nib. Penggunaan inokulum starter 
dapat perlu melibatkan satu atau lebih jenis mikroba yang mewakili tiga 
kelompok mikroba yaitu kelompok yeast, bakteri asam laktat, dan kelompok 
bakteri asam asetat. Jenis yeast harus bersifat fermentatif yang tinggi dan 
mempunyai aktivitas enzim pektinolitik. Saccharomyces cerevisiae dipilih 
sebagai starter karena pertumbuhannya sangat dominan, memproduksi 
enzim pektinase yang dapat memfermen semua gula dalam pulp pada pH 
3.5 sampai 4.2, toleran terhadap alkohol, dan tumbuh pada awal fermentasi 
yang berlangsung alami. Jumlah populasi yeast yang akan diinokulasi 
ditentukan berdasarkan atas kesamaan terhadap jumlah alkohol yang 
dihasilkan oleh yeast pada fermentasi alami. Densitas populasi yeast pada 
awal fermentasi alami sekitar 108sel/g (Kustyawati dan Setyani, 2012). 
Lactobacillus lactis dan Lactobacillus plantarum dapat digunakan sebagai 
inokulum starter yang mewakili kelompok bakteri asam laktat, karena kedua 
jenis bakteri ini termasuk dalam kelompok homolaktik. Lac.plantarum adalah 
kelompok lactobacillus yang sangat umum dalam fermentasi laktat, mampu 
memfermen gula dalam jumlah besar, toleran terhadap keasaman substrat 
(pH 3.5), dan terdapat hampir disetiap fermentasi kakao. Jumlah populasi 
bakteri asam laktat pada fermentasi alami sekitar 107 sel/g yang diperoleh 
setelah 24jam fermentasi). Bakteri asam asetat jenis Acetobacter aceti dan 
Gluconobacter oxydans ditemukan dalam fermentasi kakao (Schwan, 1998), 
bakteri ini dapat tumbuh dalam konsentrasi alkohol 6.0%, toleran terhadap 
suhu sampai 45oC pada pH 3.5. Acetobacter aceti mampu mengoksidasi 
alkohol menjadi asam asetat dan selanjutnya mengoksidasi asam asetat 
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menjadi air dan CO2. Jumlah populasi bakteri asam asetat yang diperoleh 
pada 48 jam fermentasi alami sebesar 108 sel/g.

Fermentasi kakao dengan penambahan inokulum campuran yang 
terdiri dari Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus lactis dan Acetobacter aceti 
mempengaruhi perubahan kimiawi substrat selama fermentasi karena 
perubahan ekologi mikrofl ora di dalamnya (Kustyawati dan Setyani, 2012). 
Metode penambahan inokulum pada awal fermentasi mempercepat proses 
fermentasi pulp dan kematian biji, sedangkan penambahan inokulum secara 
bertahap menyebabkan kenaikan suhu dini dan mengakibatkan fermentasi 
kurang sempurna. Penambahan starter kultur pada fermentasi kakao dan 
lama fermentasi tidak berpengaruh terhadap kadar air, dan kadar benda 
asing, kadar biji pecah dan kadar gula reduksi namun berpengaruh terhadap 
organoleptik warna dan aroma, kadar lemak dan uji belah. Konsentrasi 
inokulum campuran terbaik sebagai starter dalam fermentasi kakao 108 

sel/kg dengan metode penambahan pada awal fermentasi, dan dapat 
mempersingkat fermentasi dari 7 hari menjadi 3 hari berdasarkan uji Belah 
(Cut Test) (Gambar 5.1, Tabel 5.1). Indeks fermentasi untuk mengetahui 
bahwa fermentasi dapat diakhiri. Indeks fermentasi menggunakan Cut Test 
untuk mengetahui fermentasi telah sempurna. 
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Gambar 5.1.  Nilai uji belah kakao pada fermentasi alami dan fermentasi 
menggunakan kultur campuran.
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Tabel 5.1. Efek penambahan kultur koktil terhadap sifat kimia Nib dan 
dibandingkan dengan SIN 2012.

Parameter F1L1 F1L2 F1L3 F2L1 F2L2 F3L3 SNI 
Kadar air (%)
Aroma
Warna

Kadar benda asing (%)

Kadar biji pecah (%)

Kadar lemak (%)

Kadar gula reduksi (%)

Nilai Uji Belah (%)

7,22± 0,01
1,19
3,69

0,08 ±0,0

1,76± 0,06

47,93± 1,1

2,83± 0,07

2,25 ±0,1

6,88± 0,9
2,90
3,69

0,08 ±0,0

1,90 ±0,2

48,54±1,1

2,410,17

2,90± 0,1

6,73± 0,3
2,77
2,85

0,08 ±0,0

2,48 ±0,2

41,93±2,3

1,27± 0,1

3,17± 0,0

7,32 ±0,6
2,90
3,73

0,07± 0,0

1,43± 0,2

50,01±2,7

2,28±0,07

2,70± 0,0

6,88± 0,3
1,35
2,29

0,08 ±0,0

2,16 ±0,06

45,27±0,61

1,60 ±0,17

3,12± 0,1

6,63± 0,2
1,44
2,25

0,09± 0,0

2,49 ±0,1

39,05±0,6

1,23± 0,1

3,29± 0,0

7,5

0,2

2

Sumber Novita (2009), Kustyawati&Setyani (2012)
Keterangan: F1=fermentasi alami,F2=penambahan kultur koktil, L=lama fermentasi 1,2,3 

hari. 

Fermentasi kakao Theobroma cacao varietas Lindak yang berasal dari 
Gedong Tataan Kabupaten Pesawaran, Lampung menggunakan campuran 
mikroorganisme yang terdiri dari Saccharomyces cerevisiae, Lactobacilus lactis 
dan Acetobacter aceti dipalorkan oleh Kustyawati dan Setyani (2012) (Tabel 
5.2). Fermentasi dengan variasi yang terdiri dari: (1) fermentasi alami atau 
tanpa penambahan mikroorganisme; (2) fermentasi terkontrol dengan 
penambahan mikroorganisme yang terdiri dari Saccharomyces cerevisiae, 
Lactobacillus lactis dan Acetobacter aceti secara bersamaan yang ditambahkan 
pada awal fermentasi pada hari ke-0; (3) fermentasi dengan penambahan 
mikroorganisme secara bertahap yaitu Saccharomyces cerevisiae pada hari 
ke-0, Lactobacillus lactis pada hari ke-1, dan Acetobacter aceti pada hari ke-
2. Penambahan mikroorganisme masing-masing sebanyak 108 sel/1kg biji 
kakao, berdasarkan pada jumlah total mikrobia tersebut pada saat fase 
logaritmik selama fermentasi alami. Fermentasi dilakukan dalam kotak 
fermentasi berkapasitas 5 kg kakao segar, pada suhu ruang (33-35oC), selama 
5 hari. Pola pertumbuhan khamir pada ke tiga variasi fermentasi tidak 
berbeda yaitu menurun secara perlahan. Demikian juga, bahwa penambahan 
mikroba campuran mengakibatkan kenaikan jumlah total bakteri asam 
laktat secara signifi kan pada hari ke 1, dan menunjukkan pola pertumbuhan 
bakteri asam asetat berbeda-beda pada masing-masing variasi fermentasi 
(secara alami, penambahan mikroba campuran, penambahan mikroba 
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secara bertahap). Penambahan mikroba yang terdiri dari Saccharomyces 
cerevisiae, Lactobacillus lactis dan Acetobacter aceti dalam fermentasi kakao 
tidak mempengaruhi pertumbuhan dan populasi khamir dalam pulp kakao, 
tetapi menyebabkan populasi bakteri asam laktat lebih tinggi. Penambahan 
mikroba secara bertahap memberikan pengaruh terhadap pertumbuhan 
bakteri asam asetat. Dari analisis mikroba diketahui bahwa yeast merupakan 
mikroba indigenus yang jumlahnya cukup signifi kan, sebagai konsekuensi 
dari kondisi substrat fermentasi (pulp) yang mengandung gula dan senyawa 
pektin. Khamir mempunyai peran penting dalam fermentasi kakao dalam hal 
menghasilkan alkohol dalam kondisi oksigen yang terbatas dan kadar gula 
tinggi, yang selanjutnya alkohol dikonversi menjadi asam asetat. Khamir 
juga mensekresi pektinase untuk merombak pulp sehingga viskositas pulp 
menurun dan terjadi aerasi dalam pulp. Pertumbuhan khamir menghasilkan 
asam-asam terutama asetat, aerasi yang cukup dan keasaman biji karena 
terjadinya difusi asam asetat. Aerasi akan mendorong pertumbuhan bakteri 
asam asetat dan selanjutnya pertumbuhan bakteri asam asetat akan menekan 
laju pertumbuhan khamir. Disamping itu, tidak semua jenis khamir dapat 
bertahan hidup dalam alkohol. Sehingga alkohol dapat merupakan faktor 
pembatas bagi pertumbuhan khamir. Penghitungan jumlah mikroorganisme 
menggunakan media de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) dengan suplementasi 
0,01% cycloheximide untuk bakteri asam laktat melalui inkubasi pada suhu 
30oC selama 48jam, agar acetic acid medium (AAM) yang mengandung 1,5% 
pepton, 0,8% yeast ekstrak, 1% glukosa, 0,3% asam asetat, 0,5% etanol, 3% 
agar dan 0,01% cycloheximide untuk menghitung bakteri asam asetat pada 
suhu 42oC selama 96jam, dan media yeast ekstrak, pepton dan dextrose 
(YPD) yang mengandung 1% yeast extract, 2% peptone, 2% gluosa, dan 2% 
agar dan 0,01% chloramphenicol dan 0,015% biphenyl untuk menghitung 
jumlah khamir pada suhu 30oC selama 48jam.

Penggunaan starter Saccharomyces cerevisiae var Chevalieri yang 
ditambahkan dalam fermentasi kakao menunjukkan adanya perubahan 
senyawa penting penyumbang fl avor Nib dan memperpendek waktu 
fermentasi (Cempaka et al., 2014). Derajad fermentasi yang digunakan 
sebagai indikator berakhirnya fermentasi sempuran adalah mengukur pH, 
indeks fermentasi dan total polifenol. Dibanding fermentasi kakao tanpa 
penambahan kultur, penambahan S.cerevisiae var Chevalieri menurunkan pH 
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Nib yang mengindikasikan produksi asam organik meningkat, kandungan 
polifenol menurun lebih tinggi, dan fermentasi secara sempurna lebih cepat 
dicapai terindikasi dari indeks fermentasi lebih tinggi (Tabel 5.2). 

Tabel 5.2.  Efek penambahan S.cerevisiae var Chevalieri terhadap derajad fer-
mentasi kakao.

Parameter Fermentasi alami Penambahan starter 

pH pulp
pH Nib
Total polifenol (mg/g)

3,59 0,02
6,12 0,02
1,13 0,13

4,76 0,14
5,19 0,01
0,81 0,27

Sumber Cempaka et al. (2014)

Pendekatan metode baru digunakan untuk menentukan peran khamir 
dalam fermentasi kakao dan kontribusi nya terhadap kualitas cokelat (Ho 
et al., 2013). Fermentasi biji kakao dilakukan dengan penambahan 200 ppm 
Natamycin untuk menghambat pertumbuhan khamir, dan resultan ekologi 
mikroba dan metabolisme, kimia Nib dan kualitas cokelat dibandingkan 
dengan (kontrol) fermentasi alami atau fermentasi normal. Khamir 
Hanseniaspora guilliermondii, Pichia kudriavzevii dan Kluyveromyces marxianus, 
bakteri asam laktat Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum dan 
bakteri asam asetat Acetobacter pasteurianus dan Gluconobacter frateurii adalah 
spesies utama yang ditemukan dalam fermentasi kontrol. Di dalam fermentasi 
dengan penambahan Natamycin, spesies bakteri yang sama tumbuh namun 
pertumbuhan khamir adalah terhambat. Karakteristik fi sik dan kimia Nib 
(kakao biji) menunjukkan bahwa fermentasi tanpa khamir meningkatkan 
kandungan shell, produksi etanol, alkohol tinggi (higher alcohol) dan ester 
lebih rendah seluruh fermentasi dan produksi pirazin pada biji kakao sangrai 
lebih rendah. Karakteristik mutu Nib hasil fermentasi biji kakao tanpa 
khamir memiliki warna keunguan-violet dan tidak sepenuhnya cokelat, dan 
cokelat yang dibuat dari biji kakao mempunyai rasa lebih asam dan tidak 
memiliki karakteristik fl avor coklat. Kakao biji yang difermentasi dengan 
indikasi pertumbuhan khamir sepenuhnya berwarna coklat dan memberi 
cokelat dengan karakter khas coklat yang nyata disukai oleh panelis. Hal 
ini menunjukkan bahwa pertumbuhan dan aktivitas khamir penting untuk 
fermentasi biji kakao dan pengembangan karakteristik fl avor cokelat.

user
Sticky Note
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2.  Melalui Fermentasi dengan Modifi kasi Aerasi

Modifi kasi fermentasi melalui modifi kasi jumlah lubang pada kotak 
fermentasi. Lubang pada kotak berfungsi sebagai aerasi selama proses 
fermentasi. Aerasi selama fermentasi kakao mempunyai peran sangat 
penting terhadap sifat kakao Nib terutama aroma kakao pada saat proses 
penyangraian. Penambahan starter Saccharomyces cerevisiae dalam fermentasi 
biji kakao Theobroma cacao varietas Mulia dan jumlah lubang aerasi pada 
kotak fermentasi (Gambar 5.2) berperan terhadap mutu biji kakao kering 
sesuai Standard Nasional Indonesia. Penambahan S.cerevisiae berpengaruh 
nyata terhadap suhu, hasil uji belah dan kadar lemak (ρ<0.05), dan jumlah 
lubang berpengaruh terhadap hasil uji belah dan kadar lemak, walaupun 
interaksi kedua faktor penambahan S.cerevisiae dan julah lubang aerasi 
tidak berperngaruh nyata (Kristanto et al., 2017). Modifi kasi Fermentasi 
menggunakan starter S.cerevisiae dalam bentuk kering 0, 5% (b/b) dan 
jumlah lubang aerasi adalah 30 dengan diameter 0,015m3 dalam tiap 5,0 kg 
volume kotak (26x25x23mm) menghasilkan Nib dengan kadar air, lemak, 
dan pH terbaik selama fermentasi 3hari (Tabel 5.3).

Sumber Kustyawati dan Setyani, 2008

Gambar 5.3. Kotak fermentasi

user
Sticky Note
Gambar 5.2

user
Sticky Note



Saccharomyces cerevisiae dalam Fermentasi Kakao  107

Tabel 5.3. Efek penambahan S.cerevisiae dan aerasi pada kotak fermentasi 
terhadap Nib yang dihasilkan.

Parameter uji Fermentasi alami Modifi kasi fermentasi SNI 
Kadar air Nib (% bb)
Kadar pH Nib
Kadar lemak Nib (%)

7,38±0,21
5,20±0,45
43,05±0,32

6,07±0,03
5,13±0,17
50,21±0,11

7,5

Sumber Kristanto (2017)
Keterangan: Modifi kasi fermentasi= penambahan S.cerevisiae dan jumlah lubang 30 lubang 

dalam kotak fermentasi kapasitas 5,0 kg

Jenis dan populasi bakteri dalam suatu fermentasi berkaitan erat 
dengan kondisi ekstrinsik dan intrinsik. Dalam hal fermentasi kakao, 
tempat fermentasi, jenis kakao, dan kondisi geografi s tempat tumbuh 
kakao mempunyai pengaruh terhadap ekologi mikrobia yang terlibat 
dalam fermentasi. Dengan alasan tersebut, maka jumlah bakteri asam laktat 
sedikit bervariasi pada suatu penelitian dengan penelitian yang 
lain. Bakteri asam laktat pada umumnya merombak glukosa melalui jalur 
Embden-Meyerhof-Parnas, dan menghasilkan lebih kurang 85% asam 
laktat. Namun, beberapa spesies bakteri asam laktat juga merombak glukosa 
melalui jalur Hexosa-monophosphate-Shunt, yang mem- produksi 50% 
asam laktat ditambah alkohol, asam asetat, glyserol, mannitol dan CO2 
(Schwan et al., 1998). Pertumbuhan bakteri asam laktat akan segera menurun 
karena pertumbuhan golongan bakteri ini akan mendorong pertumbuhan 
bakteri asam asetat. Walaupun pulp mengandung asam asam organik 
tetapi bakteri asam asetat tidak beraktivitas pada awal fermentasi karena 
kondisi ekstrinsik tidak tersedianya oksigen. Laju pertumbuhan bakteri 
asam asetat meningkat setelah tersedianya oksigen dan alkohol hasil 
perombakan bakteri asam laktat dan yeast. Oleh bakteri asam asetat, alkohol 
dioksidasi menjadi asam asetat dan asam asetat dioksidasi menjadi CO2 
dan air (air ini akan keluar dari box fermentasi). Reaksi oleh bakteri asam 
asetat berlangsung secara eksotermal sehingga menyebabkan suhu dalam 
pulp meningkat. Dengan demikian bakteri asam asetat berperan dalam 
pembentukan keasamam coklat biji, meningkatnya suhu dalam substrat 
fermentasi, dan difusi asam serta hidrolisis protein dalam kotiledon. Hasil 
penelitian fermentasi kakao dengan penambahan Acetobacter aceti pada 
hari ke 2 dapat memerpanjang masa pertumbuhannya, dan keadaan ini 
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sangat memungkinkan mempengaruhi proses kematian biji dan reaksi 
didalam biji. Bakteri asam asetat juga memetabolisme gula dan asam 
organik menghasilkan berbagai aldehid, keton dan beberapa produk 
volatil yang mempengaruhi sifat organoleptik biji kakao.

Suhu Fermentasi
Volume fermentasi, proses pembalikan, variasi kandungan 

komponen dalam substrat dan aerasi mempengaruhi perubahan suhu 
(Senanayake et al., 1996). Suhu tinggi pada saat fermentasi disebabkan oleh 
reaksi eksotermis yang terjadi pada saat perubahan gula pulp menjadi 
etanol oleh aktivitas khamir yang mengakibatkan pulp meleleh, tetesan air 
dan oksigen bisa mengalir ke dalam tumpukan biji. Aerasi ini menyebabkan 
kenaikan suhu yang tajam dan mengakibatkan kematian biji. Pada saat biji 
mati maka akan dimulailah reaksi kimiawi di dalam kotiledon. Reaksi ini 
berperan dalam pembentukan fl avor biji kakao. Terdapat dua fase penting 
selama fermentasi kakao yaitu: pertama, aktivitas khamir yang mengubah 
gula pulp menjadi alkohol selama fermentasi anaerobik di awal fermentasi 
dan kedua, aktivitas bakteri asam asetat mengoksidasi alkohol menjadi 
asam asetat dan selanjutnya menjadi CO2 dan H2O. Bila terjadi penurunan 
suhu pada fermentasi kakao, hal ini bisa disebabkan oleh proses aerasi 
yang berlebih, dan akibatnya terjadi kehilangan panas dari tumpukan biji 
kakao ke luar lingkungan. 

Nilai pH
Nilai pH ditentukan oleh besarnya konsentrasi H+ yang 

disumbangkan oleh asam-asam lemah di dalam substrat, dalam hal ini 
adalah asam sitrat, asam laktat dan asam asetat yang merupakan hasil 
perombakan gula oleh khamir, bakteri asam laktat dan bakteri asam 
asetat. Ardhana dan Fleet (2003) yang melakukan fermentasi coklat asal 
Indonesia secara alami diketahui bahwa pH pulp sebelum fermentasi 
3,7-3,9 dan meningkat menjadi 4,8-4,9 di akhir fermentasi (selama 5 hari). 
Keadaan ini menyebabkan terjadinya difusi asam dan hidrolisis protein 
di dalam kotiledon setelah biji mati. Oleh karena itu, bakteri asam asetat 
mempunyai peran dalam pembentukan fl avor biji kakao.
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Uji Belah (Cut Test)
Uji belah (cut test) digunakan sebagai standar untuk mengetahui 

apakah biji kakao sudah cukup terfermentasi dengan sempurna atau 
disebut sebagai derajat fermentasi (Senayake et al., 1995). Berdasarkan 
kriteria visual, biji kakao fermentasi tanpa khamir memiliki kadar shell/
kulit yang lebih tinggi, dan mengindikasikan pulpa belum sepenuhnya 
terdegradasi sehingga tetap melekat pada testa. K. marxianus berperan 
dalam mendegradasi pectin pulp. Fermentasi biji yang melibatkan khamir 
menghasilkan Nib yang memenuhi kriteria kadar shell, karena biji Nib 
kering berkualitas kadar shell tidak boleh melebihi 12-16% dari berat 
kering kacang. Fermentasi Nib tanpa khamir menghasilkan biji berwarna 
keunguan-violet dan tidak sepenuhnya cokelat, sehingga tidak lolos 
uji Belah (Cut test). Biji berwarna ini disebut sebagai fermentasi tidak 
sempurna (under fermented). 

Dalam hal ini dikatakan bahwa aktivitas glikosidase biji diperlukan 
untuk mengkonversi anthocyanin biji (Ungu-merah) menjadi bentuk tidak 
berwarna, dan aktivitas enzim polyphenoloxidase biji dibutuhkan untuk 
mengubah senyawa fenolik menjadi polimer coklat dan etanol dapat 
memfasilitasi aktivitas enzim glycosidases (Kyi et al., 2005). Disamping 
etanol, terbatasnya ketersediaan oksigen karena perombakan pulp yang 
tidak sempuna juga menyebabkan aktivitas enzimatik terganggu. Coklat 
yang dibuat dari biji terfermentasi tanpa khamir memiliki penampilan 
cokelat muda/cerah, memiliki fl avor coklat kurang intens dan kurang 
disukai dari pada biji terfermentasi dengan adanya khamir.

Nilai uji belah yang baik adalah sekitar 3,00, yaitu biji rata-rata 
berwarna cokelat keunguan dengan warna cokelat lebih dominan dan 
biji kakao dikatakan baik jika lebih dari 50% terfermentasi sempurna 
yaitu warna cokelat dominan-cokelat penuh (Senanayake et al., 1995). 
Berdasarkan nilai rata-rata pada perlakuan tersebut, menunjukan bahwa 
fermentasi dengan penambahan inokulum berpengaruh terhadap waktu 
fermentasi. Semakin meningkatnya aktivitas mikroba maka aerasi lebih 
baik dan suhu maksimum segera dicapai. Pada saat biji sudah mati, warna 
kotiledon kakao secara bertahap akan berubah dari ungu menjadi coklat. 
Selama fermentasi berlangsung terjadi perubahan senyawa kimia dalam 
pulp dan kotiledon. Asam asetat yang terbentuk dari oksidasi alkohol oleh 
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mikrobia dan suhu tinggi mengakibatkan kematian embrio biji. Proses ini 
merupakan prasyarat untuk inisiasi reaksi biokimia dalam biji yang akan 
membentuk fl avor, terutama reaksi yang melibatkan komponen polifenol. 
Selain itu antosianin sebagai hasil hidrolisis polifenol dapat mengubah 
warna biji menjadi ungu sedangkan jika terjadi oksidasi senyawa tanin oleh 
enzim polifenol oksidase mengakibatkan terbentuknya warna coklat pada 
biji. Munculnya warna cokelat pada biji menandakan bahwa fermentasi 
sempurna dan dapat diakhiri. Fermentasi sempurna dicapai pada hari ke 
tiga oleh fermentasi dengan penambahan inokulum, sedangkan pada hari 
kelima oleh fermentasi alami. 

Perubahan warna dalam Nib sebagai Indek fermentasi indikator 
berakhirnya fermentasi diukur secara kuantitatif menggunakan 
spektrofotometer (Gourieva dan Tserevitinov, 1979). Ekstraksi Nib 
menggunakan campuran methanol dan HCl 50 mL (97:3) untuk 0,5g bubuk 
Nib, dilanjutkan dengan pendinginan refrigerator terhadap fi ltrate selama 
16 hingga 19 jam dan dipanen dengan cara penyaringan vakum. Indeks 
fermentasi diperoleh dengan menghitung ratio absorbansi pada 460 nm dan 
530 nm.

Kadar lemak Nib
Nilai kadar lemak Nib hasil fermentasi baik fermentasi kocktail 

maupun fermentasi alami sangat mungkin disebabkan oleh aktivitas 
mikroba. Lemak dalam biji kakao merupakan komponen yang paling 
mahal karena sebagai komponen utama yang memberikan cita rasa khas 
produk kakao. Kandungan lemak biji kakao dipengaruhi oleh musim 
tanam, dan perlakuan pengolahan. Biji kakao dari pembuatan musim 
hujan mempunyai kadar lemak tinggi. Sifat fi sik biji kakao Nib setelah 
pengolahan yang meliputi kadar air, tingkat fermentasi dan kadar kulit 
berpengaruh pada rendemen lemak biji kakao. Pada proses fermentasi 
yang berlangsung secara anaerob, aktivitas mikroorganisme meningkatkan 
kandungan lemak dengan mengubah senyawa-senyawa seperti polifenol, 
protein, dan gula, misalnya oleh Streptococcus lactis dan Saccharomyces 
cerevisiae. Sementara itu, molekul lemak tidak mudah langsung digunakan 
oleh mikroba jika dibandingkan dengan protein dan karbohidrat, namun 
beberapa khamir dan bakteri dapat memperoleh kebutuhan karbon dan 
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energi dari persenyawaan lemak. Mikrobia yang tumbuh dalam kondisi 
anaerobik pada media yang mengandung lemak mengubah lemak 
tersebut menjadi karbondioksida dan etanol, lalu mengubah menjadi 
asam asetat. Hal inilah yang dapat menjelaskan kadar lemak menurun 
pada akhir fermentasi. Nilai kadar lemak yang tertinggi untuk fermentasi 
dengan penambahan starter kultur pada hari ketiga, dan hari kelima 
pada fermentasi alami (Kustyawati dan Setyani, 2012). Penurunan kadar 
lemak mungkin juga dikarenakan terjadi pengurangan komponen bukan 
lemak oleh aktivitas mikroba pada keping biji kakao. Sebagian komponen 
tersebut larut dalam air dan terurai menjadi komponen-komponen lain 
yang lebih kecil dan terdifusi keluar keping biji, sehingga kadar lemak 
relatif meningkat. 

Kadar gula reduksi
Fruktosa dan glukosa sebagian besar dimanfaatkan oleh khamir 

selama fermentasi kakao. Sebaliknya, gula tersebut kurang dimanfaatkan 
ketika pertumbuhan khamir terhambat, dan meninggalkan residu 
fruktosa (16,5 mg/g) dan glukosa (35,5 mg/g) lebih tinggi di dalam pulp 
dan berpotensi untuk berdifusi ke dalam biji (kotiledon) (Ho et al., 2013). 
Sementara biji kakao tanpa fermentasi mengandung sukrosa (17 mg/g) 
sebagai komponen gula utama dan glukosa pada konsentrasi rendah 
(0,5 mg/g) dan fruktosa (1 mg/g). Konsentrasi gula pereduksi dalam 
fermentasi kakao sangat penting berperan dalam pengembangan cokelat 
fl avor melalui reaksi Maillard dengan asam amino selama penyangraian 
biji kakao. Sukrosa dalam Nib mengalami hidrolisis seluruhnya 
selama fermentasi baik dalam keberadaan khamir maupun tidak, dan 
mengakibatkan peningkatan secara progresif terhadap konsentrasi 
fruktosa dan glukosa. Hal ini menyebabkan meningkatnya aktivitas 
invertase selama fermentasi, namun konsentrasi fruktosa dan glukosa 
yang tinggi tidak menunjukkan adanya difusi ke dalam biji (kotiledon), 
atau kemungkinan dimetabolisme menjadi senyawa lain. Pada hal gula 
gula tersebut mempunyai peran dalam pembentukan fl avor kakao. 

Nilai kadar gula reduksi kakao menurun dengan semakin lamanya 
fermentasi pada setiap perlakuan penambahan inokulum campuran 
(Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus lactis dan Acetobacter aceti) (Kustyawati 
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dan Setyani, 2012). Gula reduksi yang berasal dari penguraian karbohidrat 
oleh Saccharomyces cerevisiae dalam pulp semakin menurun karena khamir 
hanya dapat hidup pada awal fermentasi. Hasil perombakan karbohidrat 
oleh Saccharomyces cerevis kemudian dilanjutkan oleh bakteri Lactobacillus 
lactis yang memanfaatkan gula sebagai sumber energinya sehingga gula 
reduksi semakin menurun sampai akhir fermentasi. Disamping itu, 
kelompok bakteri asam laktat homofermentatif mengubah kira-kira 95% 
glukosa dan heksosa lainnya menjadi asam laktat (Jay, 2005). Sementara 
itu, kelompok heterofermentatif memecah glukosa menjadi asam laktat, 
CO2, etanol, asam asetat dan asam format. 

Etanol adalah metabolit utama dari fermentasi pulp dan sebagai 
agensia utama dalam proses kematian biji serta menginisiasi pengembangan 
cokelat fl avor. Produksi etanol berkorelasi dengan pertumbuhan khamir 
dan fermentasi gula dalam pulp oleh khamir dimana konsentrasi etanol 
dalam pulp meningkat dan kemudian menurun dengan berlangsungnya 
proses fermentasi. Penurunan alkohol pada tahap fermentasi selanjutnya 
adalah diduga disebabkan oleh proses oksidasi menjadi asam asetat 
oleh bakteri asam asetat, dan akibat penguapan oleh meningkatnya 
suhu dalam massa kakao. Gliserol merupakan produk sekunder yang 
penting sebagai hasil metabolisme gula oleh khamir. Gliserol memberikan 
kontribusi terhadap sifat sensori mouth bernuansa rasa manis, sedangkan 
produksi mannitol dalam pulp (9-35mg/g) dan biji (1,5-5 mg /g) selama 
fermentasi biji kakao (Papalexandratou et al, 2011). Hal ini terkait dengan 
pertumbuhan L. fermentum oleh kemampuannya untuk memetabolisme 
fruktosa langsung menjadi manitol. Mannitol memiliki rasa manis dan 
sejuk yang berkontribusi terhadap karakteristik sensorik cokelat.

Asam sitrat, asam asetat dan asam laktat memiliki peran kunci 
dalam pengembangan karakter coklat (De Vuyst et al, 2010). Terlepas dari 
fungsinya langsung pada kualitas sensorik, mobilitas molekul asam asam 
tersebut keluar masuk biji/kotiledon mempengaruhi keasaman/pH biji 
dan aktivitas enzim biji seperti protease dan invertase, dimana enzim ini 
berperan dalam produksi asam amino bebas, peptida dan gula reduksi, 
yang semuanya berdampak pada cokelat fl avor. Asam sitrat adalah asam 
utama dalam unfermented cocoa pulp (5-40 mg/g) dan biji (2-9 mg/g) 
(Ardhana dan Fleet, 2003). Kinetika pemanfaatan asam dalam pulp 
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maupun dalam biji selama fermentasi tidak berbeda baik ada atau tidak 
adanya khamir. Pemanfaatan asam lebih berkaitan dengan pertumbuhan 
bakteri asam laktat seperti Lactococcus lactis dan L. fermentum, tetapi tidak 
L. plantarum. Namun, perubahan konsentrasi asam dalam pulp tidak nyata 
sebagai perubahan konsentrasi asam dalam biji, menunjukkan ketidak 
mampuan asam berdifusi secara bebas ke dalam biji. Sangat mungkin 
asam asam ini mengadakan metabolism sendiri di dalam biji. 

Produksi asam asetat pada konsentrasi 1-2% selama fermentasi 
diperlukan untuk membunuh biji/Nib, dapat berasal dari oksidasi 
etanol oleh bakteri asam asetat (Thompson et al., 2013). Hadirnya bakteri 
asam laktat baik heterofermentatif maupun bakteri asam laktat bersifat 
homofermentatif dapat menghasilkan asam asetat dari gula fermentable 
dalam kondisi tertentu serta dari transformasi fruktosa menjadi manitol 
dan metabolisme sitrat. Disamping itu, dua mekanisme lain untuk produksi 
asam asetat yaitu (1) selain etanol pengoksidasi, bakteri asam asetat juga 
dapat menghasilkan asam asetat langsung dari metabolisme gula; (2) 
khamir juga dikenal menghasilkan asam asetat melalui metabolisme gula. 
Produksi etanol oleh khamir mungkin mempercepat tingkat pembentukan 
asam asetat dan akibatnya mematikan biji, namun demikian etanol tidak 
harus ada untuk mencapai konsentrasi asam asetat yang diperlukan untuk 
mematikan biji. Fermentasi biji kakao dengan tidak adanya khamir selalu 
menghasilkan pH pulp dan pH biji lebih rendah dibanding jika khamir 
berpartisipasi dalam fermentasi. Hal ini dapat terjadi bahwa dengan 
tidak adanya pertumbuhan khamir akan ada fermentasi pulp yang lebih 
cepat oleh bakteri asam laktat dan memproduksi asam laktat. Namun 
demikian asam laktat yang terdapat di dalam biji berasal dari asam laktat 
dari luar biji yang berdifusi ke dalam biji, dan bukan berasal dari adanya 
metabolism di dalam biji.

Peran khamir dalam ϐlavor kakao
Senyawa kimia penyusun fl avor coklelat sangat kompleks, yaitu 

lebih dari 500 komponen non-volatil dan volatile berkontribusi pada 
karakter fl avor coklelat (Lima et al, 2011). Beberapa komponen volatile 
merupakan senyawa intrinsik dalam biji, beberapa komponen merupakan 
hasil dari proses metabolisme biji setelah mati, beberapa sebagai metabolit 
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yang berasal dari aktivitas mikroba yang berpartisipasi selama fermentasi, 
dan beberapa merupakan hasil reaksi Maillard dan reaksi lain yang 
terjadi selama penyangraian biji. Khamir berperan dalam semua proses 
kimia tersebut baik langsung maupun tidak langsung. Secara langsung, 
khamir melangsungkan fermentasi gula pulp menghasilkan berbagai jenis 
metabolit yang mudah menguap (misalnya, alkohol tinggi, asam organik, 
ester, aldehida, keton, dll) yang terkenal sebagai senyawa aromatik dan 
bersifat avorant. Dalam kasus fermentasi biji kakao, tidak jelas bagaimana 
senyawa volatil tersebut berdampak pada coklat fl avor, dengan alasan 
bahwa pertama, senyawa tersebut harus berdifusi ke dalam biji dan, kedua, 
sangat mungkin bahwa senyawa tersebut akan sebagian besar hilang 
oleh penguapan atau sebaliknya mengalami transformasi membentuk 
senyawa lain selama proses penyangraian biji. Dalam beberapa literatur 
disebutkan bahwa senyawa metabolit berkontribusi pada pembentukan 
senyawa yang khas seperti estery, fruity, fl oral dan beberapa aroma 
khas yang membentuk karakter cokelat. Semua senyawa alkohol tinggi 
(higher alcohol), ester, aldehid dan keton termasuk sebagai kunci volatil 
yang berkontribusi terhadap aroma cokelat dan fl avor, dan yang paling 
menonjol kontribusinya adalah phenylacetaldehyde, benzaldehida, 
phenylethanol, 3-metil-1-butanol, phenylethylacetate dan 2heptanone. 
Ester, etil asetat dan isoamil asetat (juga dikenal sebagai isopentil asetat) 
juga diproduksi selama fermentasi. Hampir tidak ada senyawa alkohol 
tinggi atau ester ditemukan didalam pulp atau biji yang difermentasi 
tanpa khamir, sehingga menunjukkan bahwa ragi dan bukan bakteri 
asam laktat atau bakteri asam asetat berperan dalam produksi senyawa 
tersebut dan efeknya pada cokelat fl avor. Sehubungan dengan aldehida, 
aldehid hanya sedikit diproduksi di dalam pulp, dibandingkan di dalam 
biji, dan menunjukkan bahwa aldehid sebagian besar dihasilkan selama 
fermentasi oleh reaksi biokimia dalam biji. Produksi aldehid juga tidak 
dipengaruhi oleh keberadaan khamir S.cerevisiae. Senyawa keton yang 
paling banyak ditemukan adalah 2-heptanone dan 2-nonanone, dimana 
kedua sintesis kedua senyawa ini tidak dipengaruhi oleh aktivitas mikroba. 
Senyawa pyrazin merupakan senyawa volatile yang paling berkontribusi 
pada fl avor coklat. Pirazin muncul di dalam biji terfermentasi setelah 
penyangraian dan senyawa volatile yangdominan adalah 2,3,5,6, tetrametil 
pirazin. Biji terfermentasi tanpa khamir mempunyai volatile pirazin 
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kurang menghasilkan karakter cokelat. Pirazin terutama dibentuk selama 
penyangraian oleh reaksi antara gula reduksi dan asam amino bebas. Oleh 
karena itu, khamir mempunyai peran penting berkontribusi pada tingkat 
konsentrasi gula reduksi dan asam amino bebas di dalam biji. Asam 
amino bebas di dalam biji meningkat selama fermentasi dan ditimbulkan 
oleh aktivitas enzim endoprotease dan eksoprotease yang mendegradasi 
protein cadangan di dalam biji. Selama fermentasi konsentrasi asam 
amino meningkat 2-3 kali lipat demikian juga konsentrasi asam amino 
hidrofobik seperti fenilalanin, leusin, dan tyrosin. Khamir tidak berperan 
di dalam peningkatan asam amino di dalam biji. Pirazin tidak ditemukan 
di dalam pulp atau biji yang tidak terfermentasi, golongan khamir, bakteri 
asam laktat, dan bakteri asam asetat yang terlibat di dalam fementasi 
biji kakao juga tidak melakukan sintesis pirazin. Namun beberapa studi 
mengatakan bahwa produksi pirazin selama fermentasi berkaitan dengan 
pertumbuhan Bacillus sp (Hashim et al., 1998). 

Berkaitan dengan produksi asam amino bebas, pemecahan protein 
biji menghasilkan berbagai peptida yang dianggap berkontribusi khusus 
pada cokelat fl avors. Pembentukan peptida tersebut muncul dari aktivitas 
protease tertentu dan berkombinasi dengan keasaman biji pada kisaran 
pH 5,0-5,5 menghasilkan chocolate fl avor yang khas. Hal ini diperkuat 
dengan hasil penelitian yang menunjukkan nilai pH Nib/biji menurun 
selama fermentasi dari 6,5-7,0 menjadi 4,5 – 5,5 (Ho et al., 2013). Nilai pH 
dalam biji selalu sedikit lebih rendah ketika aktivitas pertumbuhan khamir 
dalam fermentasi terhambat. Namun tidak berpengaruh pada sintesis 
asam amino dalam biji. Polifenol, epicatechin (10-40 mg/g) dan catechin 
(0.2-10 mg/g) dan alkaloid, theobromine (1-25 mg/g) dan kafein (0,06-8 
mg/g) adalah komponen penting dari biji kakao yang tidak difermentasi 
dan berkontribusi pada rasa pahit dan getir (astringency) pada karakter 
coklat. Konsentrasi senyawa polifenol dan alkaloid tersebut menurun 
sekitar 10-20% selama fermentasi karena terjadi proses difusi keluar dari 
nibs. Namun, pertumbuhan khamir tidak mempunyai dampak terhadap 
perubahan senyawa polifenol dan alkaloid tersebut. 

Khamir terutama Pichia kluyveri dan Kluyveromyces marxianus 
diketahui member kontribusi terhadap fl avor coklat, walaupun kedua 
khamir tersebut tidak dominan pertumbuhan nya selama fermentasi 
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(Crafack et al., 2013). Produk coklat yang dibuat dari biji Nib hasil fermentasi 
dengan menambahkan P.kluyveri dan K.marxianus mempunyai fl avor 
berbeda dan lebih baik dari coklat dari Nib hasil fermentasi alami.

Latihan
1.  Apakah terjadi suksesi pertumbuhan mikroorganisme selama fermentasi 

kakao? Jelaskan jawaban kalian.
2. Mengapa penambahan kultur starter dapat mempercepat proses 

fermentasi?
3.  Apakah terjadi perubahan kimia dalam Nib dengan adanya penambahan 

starter fermentasi?
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Pangan terfermentasi yang diulas pada Bab ini meliputi tempe, kopi, 
madu dan markisa. Keikutsertaan Saccharomyces cerevisiae dalam 
fermentasi produk-produk tersebut bermanfaat dalam memperbaiki 

aroma dari produk hasil fermentasinya. Tempe adalah makanan hasil 
fermentasi yang dibuat dari kedelai diinokulasi dengan jamur Rhizopus 
oligosporus dalam fermentasi padat. Tempe mempunyai aroma khas tempe 
(mushroomi dan beany) yang walaupun disukai oleh konsumen tempe, 
namun tidak sedikit pula yang kurang menyukai aroma tersebut. Modifi kasi 
tempe dengan aroma yang baru dapat dihasilkan dari fermentasi dengan 
penambahan S.erevisiae. Kopi merupakan produk yang diunggulkan karena 
aroma yang dihasilkan pada saat kopi diseduh dengan air mendidih. 
Fermentasi kopi menggunakan starter sangat mungkin akan menghasilkan 
aroma yang mungkin berbeda. Markisa (Passifl ora edulis) adalah buah 
tropis yang banyak tumbuh di beberapa daerah di Indonesia. Markisa ungu 
mempunyai rasa manis sedangkan markisa kuning mempunyai rasa asam 
yang kurang disukai. Fermentasi jus markisa dengan starter Saccharomyces 
cerevisiae memperbaiki sensory dan fungsionalnya. Fermentasi madu 
belum banyak dilakukan di Indonesia, namun bila terjadi kemelimpahan 
produksi madu proses fermentasi dapat menghasilkan produk baru dan 
mencegah kerusakan dan kerugian secara ekonomi. Setelah membaca Bab 
ini diharapkan pembaca mampu (1) memahami tentang fermentasi berbagai 
produk oleh aktivitas S. cerevisiae, (2) menjelaskan peranan S.cerevisiae dalam 
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memodifi kasi sifat produk hasil fermentasi, (3) menganalisa keuntungan 
dan kerugian produk hasil fermentasi. 

Fermentasi Pembuatan Tempe
Fermentasi tempe merupakan fermentasi dua tahap yaitu fermentasi 

oleh aktivitas bakteri yang berlangsung selama proses perendaman kedelai, 
dan fermentasi oleh kapang yang berlangsung setelah diinokulasi dengan 
kapang. Komposisi dan pertumbuhan mikrofl ora tempe selama fermentasi 
sangat menarik untuk dicermati karena ternyata tidak hanya R. oligosporus 
yang berperan. Walaupun R. oligosporus berperan utama dalam pembuatan 
tempe, khamir kemungkinan juga dapat tumbuh selama fermentasi tempe. 
Sehingga analisis mikrobiologis sangat perlu diungkapkan lebih mendetil 
agar keterlibatan setiap jenis mikroorganisme dalam pembuatan tempe 
dapat diketahui dengan jelas. Khamir (ragi) sudah lama diduga ikut serta 
dalam fermentasi tempe (Nout dan Kiers, 2005), tetapi peranan khamir 
dalam pembuatan tempe belum mendapatkan perhatian yang serius. 
Beberapa jenis khamir telah ditemukan dalam tempe yang dipasarkan dan 
selama perendaman kedelai untuk pembuatan tempe, tetapi khamir yang 
dalam perendaman kedelai tidak ditemukan dalam produk tempenya. Bab 
ini mengulas fungsi beberapa spesies khamir dalam pembuatan tempe baru, 
kopi, madu, markisa, dan nasi. Setelah membaca dan menganalisis isi bab ini 
diharapkan pembaca mampu memahami peran khamir dalam memperbaiki 
karakteristik produk pangan.

Khamir dalam pembuatan tempe
Empat spesies khamir terpilih berdasarkan kemampuannya 

memproduksi enzim lipase dan protease yaitu Saccharomyces boulardii, 
Yarrowia lipolytica, Aerobasidium pullulans dan khamir yang menyerupai 
kapang Geotrichum candidum, masing masing diinokulasikan bersama dengan 
Rhizopus oligosporus dalam kedelai untuk fermentasi temped an interaksi 
pertumbuhannya dengan bakteri dan kapang diamati (Kustyawati, 2009). 
Ke empat khamir tersebut merupakan penghasil enzim ekstraseluler lipolitik 
dan proteolitik yang sangat tinggi (Buzzini dan Martini, 2002). Bila khamir 
mampu tumbuh dan berinteraksi dengan mikrofl ora lain selama fermentasi 
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maka kemungkinan khamir mempunyai peran dalam meningkatkan 
kualitas nutrisi dan fl avor tempe. 

Selama ini tempe dibuat menggunakan starter ragi tempe yang sudah 
banyak digunakan yaitu ragi Raprima. Ragi Raprima adalah produk yang 
sudah dipasarkan. Namun Kustyawati (2009) berhasil membuat tempe 
menggunakan campuran kultur starter R.oligosporus dan Saccharomyces 
boulardii, dan menghasilkan tempe dengan aroma harum seperti 
aroma minuman fermentasi buah anggur atau juga seperti aroma tape. 
Mikroorganisme di dalam pembuatan tempe sangat menentukan produk 
tempe yang dihasikan baik nilai nutrisinya mauoun gizi dan fungsionalnya. 
Komposisi mikroorganisme yang terdiri dari kapang R.oligosporus, khamir 
S.boulardii dan bakteri tempe harus dalam jumlah yang seimbang untuk 
menghasilkan tempe. Tempe segar atau tempe yang telah terfermentasi 
selama 30-36 jam mengandung populasi kapang R.oligosporus aberkisar 
antara 1-5-107 sel/g, khamir S.boulardii berkisar antara 105 -107 cfu/g, dan 
bakteri yang didominansi oleh Bacillus sp berkisar antara 105-109 cfu/g. 

 Pembuatan tempe menggunakan penambahan biakan khamir 
disamping kapang R.oligosporus khamir ternayata dapat tumbuh bersama 
dengan R.oligosporus, dan pertumbuhannya dapat mendorong pertumbuhan 
kapang pada tempe dan mengubah penampakan dan fl avor tempe. 
Petumbuhan bakteri tidak dipengaruhi oleh yeast. Khamir merupakan 
bagian dari mikrofl ora fermentasi pangan yang peranannya bervariasi 
tergantung jenisnya. Umumnya khamir berkontribusi pada interaksi antara 
mikroorganisme, perubahan tekstur dan bioseintesa komponen fl avor. 
Bakteri tumbuh pada populasi 105 109 cfu/g. Pertumbuhan sigmoidal R. 
oligosporus sampai 36 jam fermentasi dan selanjutnya menurun di akhir 
fermentasi. S. boulardii dapat tumbuh bersama R. oligosporus sampai pada 
populasi 107 cfu/g dan pertumbuhan R. oligosporus samapi dengan populasi 
103 cfu/g sampai akhir fermentasi yaitu 48jam. S. boulardii mempunyai 
pertumbuhan mengikuti kapang R. oligosporus yang ke mungkinan terdapat 
simbiosis yang saling menguntungkan dalam hal ketersediaan nutrisi antar 
keduanya. Pada fermentasi kedelai dengan R. oligosporus dan S. boulardii, 
menghasilkan tempe dengan aroma harum manis yang menutupi aroma 
kedelai pada umumnya karena khamir mempunyai aktivitas proteolitik 
dan lipolitik yang sangat tinggi sehingga mampu menghidrolisa protein 
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maupun lemak menghasilkan asam amino, ester, asam lemak, etanol, 
acetaldehid, ethil acetate dan ethyl butyrate yang merupakan komponen 
fl avor dan aroma. Khamir juga mampu menstimuli pertumbuhan mikroba 
lain dengan menghasilkan faktor tumbuh. Saccharomyces boulardii adalah 
jenis S.cerevisiae yang mempunyai sifat probiotik. Kandungan alkohol dalam 
tempe tidak diamati karena tempe yang dihasilkaan tidak me nunjukkan 
aroma yang beralkohol. Potensi S. boulardii dalam tempe sebagai agensia 
probiotik sangat menarik untuk dikaji lebih lanjut. 

Pembuatan tempe juga telah dilakukan menggunakan ragi tempe 
atau biakan murni R.oligosporus dengan menambahkan kultur khamir. 
Berbagai jenis khamir yang sudah digunakan untuk ditambahkan ke dalam 
fermentasi pembuatan tempe disamping menggunakan kultur R.oligosporus 
yaitu Yarrowia lipolytica, Geothricum candidum, Aerobasidium pullulansdan dan 
Saccharomyces cerevisiae. Tempe hasil fermentasi menggunakan R.oligosporus 
dengan menambahkan Y.lipolytica mempunyai aroma buah (fruity), karena 
Y. lipolityca dapat memproduksi γ Decalactone yang mengeluarkan aroma 
buah seperti strawberi, apricot dan peach. Tetapi penggunaan Y. ipolytica 
dalam fermentasi tempe memerlukan pemikiran lebih mendalam, karena 
aktivitas enzim lipase dan protease yeast ini sangat bervariasi sehingga 
seleksi spesies sangat penting dilakukan. Tempe yang dibauat dengan 
menambahkan G.candidum mempunyai warna yang lebih putih dengan 
lapisan miselium seperti beludru yang dihasilkan oleh miselium G.candidum. 
G. candidum adalah jenis khamir yang menyerupai kapang, mempunyai 
miselium yang tidak bersepta sehingga sering disebut yeast-like fungi. Enzim 
yang diproduksi oleh khamir ini mampu menghidrolisa lemak dan protein 
dan menghasilkan komponen precursor aroma, misalnya komponen volatile 
sulfur (VSCs,volatile sulfur compounds), dan menghidrolisa α dan β-kasein 
yang dapat meningkatkan kadar asam amino (Boutrou dkk., 2005). Sehingga 
kemungkinan G. candidum sebagai penyumbang aroma dalam tempe dapat 
dikaji lebih mendalam. Fermentasi kedelai yang diinokulasi dengan A. 
pullulans tidak menghasilkan tempe. Khamir Aerobasidium pullulans berada 
pada fase lag sampai 24 jam dan selanjutnya mati. Demikian pula pola 
pertumbuhan R. oligosporus, kapang pada fase lag dan mati. Tetapi bakteri 
dapat bertahan sampai 24 jam dan mengalami pertumbuhan sampai akhir 
fermentasi. Kedelai busuk dan lengket kemungkinan oleh senyawa yang 
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dihasilkan oleh A. pullulans. Senyawa tersebut juga diduga menghambat 
pertumbuhan kapang dengan tidak tersedianya oksigen yang cukup. 
Aerobasidium pullulans dikenal sebagai yeast hitam (“Black yeast”) karena 
memproduksi melanin, tergolong mikroorganisme terapan penting karena 
produksinya berbagai enzim sehingga memungkinkan untuk dapat tumbuh 
dalam berbagai medium, dan dapat juga tumbuh dalam medium yang 
mengandung fenol, cresol, dan lignin. Kedelai berwarna kehitaman, agak 
lengket dan berbau tanah. Ada beberapa kemungkinan penyebabnya antara 
lain konsentrasi A. pullulans yang tinggi 105 cfu/g, sel lisis yang mungkin 
menghambat R. oligosporus, atau pertumbuhan bakteri alami yang sangat 
tinggi.

Pembuatan tempe menggunakan kultur yang terdiri dari kultur 
murni R.oligosporus dan Saccharomyces boulardii menghasilkan tempe dengan 
sifat fungsional yang lebih baik dari tempe biasa yaitu tanpa penambahan 
S.boulardii (Tabel 6.1). Namun demikian pertumbuhan khamir, kapang 
dan bakteri selama fermentasi tidak mempengaruhi kandungan isofl avon, 
kandungan vitamin B12 tak dipengaruhi oleh penambahan jenis khamir, 
khamir mempunyai kontribusi dalam meningkatkan kandungan asam 
folat kecuali G.candidum. Tempe yang dibuat dengan kultur R. oligosporus 
mengandung asam folat 72,76μg/100g berat tempe kering, sedang tempe 
yang dibuat dengan R. oligosporus dan khamir S. boulardii, Y. lipolytica, 
dan A. pullulans mengandung asam folat berturut turut 89,28; 19,62; dan 
20,207 ug/100g berat tempe kering. Tetapi besarnya kandungan folat yang 
ditemukan pada penelitian ini lebih kecil dari kandungan asam folat dalam 
tempe mentah yaitu 416,4 ug/100g berat kering. Tempe (tempe kedelai) 
merupakan sumber isofl avon yang sangat potensial. Isofl avon dalam tempe 
merupakan bentuk isofl avon bebas atau aglikon genistein, daidzein, dan 
glisitein karena telah mengalami hidrolisis selama fermentasi. Mikroba 
seperti bakteri, algae, lumut, dan jamur tidak mampu mensintesis senyawa 
tersebut tetapi mikroba tertentu mampu melakukan transformasi. Jumlah 
aglikon dalam setiap jenis tempe tidak dipengaruhi oleh jenis yeast yang 
ditambahkan. Walaupun mikroba tidak mampu mensintesa isofl avon, 
biosintesa Faktor-II dapat dihasilkan melalui demetilasi glisitein oleh 
bakteri Brevibacterium epidermis dan Micrococcus luteus atau melalui reaksi 
hidroksilasi daidzein. Sehingga kemungkina yeast mampu melakukan 
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transformasi selama fermentasi perlu dikaji lebih mendalam. Sebagai 
sumber vitamin B yang sangat potensial, tempe mengandung beberapa jenis 
vitamin antara lain vitamin B1 (tiamin), B2 (ribofl avin), asam pantotenat, 
asam nikotinat (niasin), vitamin B6 (piridoksin), dan B12 (sianokobalamin). 
Vitamin B12 umumnya terdapat pada produk produk hewani dan tempe 
menjadi satu satunya sumber vitamin yang potensial dari bahan pangan 
nabati. Vitamin ini tidak diproduksi oleh kapang tempe, tetapi oleh bakteri 
kontaminan seperti Klebsiella pneumoniae dan Citrobacter freundii. Pada 
fermentasi kedelai untuk membuat tempe ternyata penambahan khamir juga 
berperan dalam meningkatkan kandungan asam folat, dan penambahan S. 
boulardii menghasilkan tempe yang mengandung asam folat lebih baik dari 
pada tempe dengan penambahan khamir yang lain yaitu G. candidum, Y. 
lipolytica, dan A. pullulans. Sehingga peran S. boulardii sebagai penyumbang 
asam folat dalam fermentasi makanan perlu dikaji lebih lanjut. 

Tabel 6.1. Efek khamir terhadap kandungan senyawa fungsional tempe

Jenis inokulum Genistein Daidzein Glysitein Vit B12 
(Mcg/100g)

Asam folat 
(ug/100g)

Kedelai saja
Kedelai+Ro
Kedelai+Ro+Sb
Kedelai+Ro_Gc
Kedelai+Ro+Yl
Kedelai+Ro+Ap

0,29
0,41
0,38
0,38
0,36
0,38

0,71
0,77
0,78
0,76
0,67
0,66

0,23
0,32
0,34
0,34
0,27
0,37

3,68
3,79
3,95
3,76
3,92
3,58

68,23
72,76
89,28
62,45
19,62
20,21

Sumber Kustyawati (2009)

Bakteri asam laktat dalam pembuatan tempe
Pada pembuatan tempe bakteri asam laktat terdapat dalam jumlah 

yang tinggi selama proses perendaman kedelai dan berperan dalam 
mengasamkan kedelai. Bakteri asam laktat berasal dari mikroorganisme 
indigenus yang terdapat selama proses fermentasi alami. Fermentasi 
dalam pembuatan tempe berlangsung dalam dua tahap. Tahap pertama 
fermentasi bakteri yaitu selama proses perendaman kedelai, dan tahap ke 
dua fermentasi kapang yaitu fermentasi kedelai setelah inokulasi dengan 
ragi tempe. fermentasi tahap pertama dilakukan oleh mikroorganisme 
indigenus yang terdapat selama proses perendaman, terutama bakteri 
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asam laktat. Perendaman berperan dalam mengendalikan mikroorganisme 
selama fermentasi tempe, mengeliminasi golongan Enterobacteriaceae 
yang tidak bertahan hidup karena produksi asam organik yang diproduksi 
bakteri asam laktat. Populasi bakteri aam laktat yang tinggi hingga akhir 
fermentasi kapang mencapai 108 cfu/g (Nurdini et al., 2015) mengindikasikan 
terdapat peran balkteri asam laktat dalam tempe yang perlu diungkap lebih 
mendalam. 

Latihan 
1.  Apakah tempe termodifi kasi?
2.  Sebutkan sifat bahan pangan yang memungkinkan untuk difermentasi 

oleh S.cerevisiae?
3.  Mengapa bakteri asam laktat bisa terdapat di dalam tempe selama 

fermentasi kapang?
4.  Apakah kontribusi pH dalam fermentasi pembuatan tempe?
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Kopi merupakan tanaman perkebunan penting yang tumbuh di lebih 
dari 50 negara dan merupakan salah satu minuman non-alkohol yang 
paling popular dikonsumsi di seluruh dunia. Pengolahan pasca panen 

buah kopi dilakukan di negara-negara penghasil menggunakan dua proses, 
yaitu sebagai pengolahan cara basah dan pengolahan cara kering kering. 
Pengolahan basah digunakan terutama untuk kopi arabika, dimulai dengan 
menghilangkan pulpi (depulped) buah matang yang kemudian memindahkan 
depulpi kopi ke dalam tangki untuk proses fermentasi terendam air (under 
water fermentation) selama 24-48 jam dan dikeringkan hingga kadar air 10-
12%. Dalam pengolahan kopi secara kering, seluruh buah kopi dikeringkan 
(di bawah sinar matahari) pada lantai beralas maupun tanpa menghilangkan 
pulpinya terlebih dahulu. Brasil adalah produsen terbesar kopi diperoleh 
dengan pengolahan kering. Namun, pengolahan basah menjadi semakin 
sering digunakan sebagai cara untuk meningkatkan kualitas kopi. Selama 
pengolahan basah, buah kopi matang mengalami fermentasi spontan, oleh 
mikroorganisme kompleks yang melibatkan khamir, bakteri dan jamur 
ber fi lamen. Fermentasi dilakukan untuk menghilangkan lender yang 
masih menempel pada biji kopi dan membantu meningkatkan fl avor kopi 
dengan adanya produksi metabolit mikroba, yang merupakan prekursor 
senyawa volatil yang terbentuk selama penyangraian. Khamir adalah salah 
satu mikroorganisme yang paling sering diisolasi dari fermentasi biji kopi, 
walaupun informasi mengenai efeknya pada pengembangan karakteristik 
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rasa kopi masih terbatas. Spesies yang paling sering teridentifi kasi selama 
pengolahan kopi adalah Pichiakluyveri, Pichia anomala, Hanseniaspora 
uvarum, Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii dan Torulaspora 
delbrueckii. Selain itu, bakteri dengan aktivitas pectinolytic meliputi Erwinia, 
Klebsiella, Aerobacter, Escherichia dan Bacillus, serta varietas dari jamur 
berfi lamen juga sering. Beberapa karakteristik penting yang harus dimiliki 
oleh mikroorganisme sebagai starter fermentasi kopi antara lain: (1) 
kemampuannya untuk tumbuh pada kisaran pH fermentasi kopi (pH 2,0 
– 8,0), (2) toleran terhadap tekanan osmotik (terdeteksi pertumbuhan pada 
50% glukosa dan fruktosa); (3) toleransi terhadap panas (kemampuannya 
untuk tumbuh pada suhu 37-43°C); dan (4) toleran terhadap akumulasi 
metabolit (kemampuannya untuk tumbuhpada kapasitas 12 sampai 15% 
etanol, 2% asam laktat dan 2% asam asetat). 

Suksesi mikroorganisme selama fermentasi kopi
Khamir dengan jumlah 2,7 log (cfu/ml) ada pada awal fermentasi 

dan tumbuh hingga populasi maksimum 7.15 log (cfu/ml) selama 40 jam 
berikutnya, diikuti dengan penurunan hingga 5,2 log cfu/ml pada 48 h. 
Sebanyak 144 ragi diisolasi di seluruh fermentasi basah dari biji kopi dan 
spesies yang dominan meliputi P. fermentans (yang paling sering diisolasi), 
diikuti oleh P. kluyveri, Candida glabrata dan C. quercitrusa. Saccharomyces sp. 
terdeteksi pada 24 dan 32 jam, sedangkan P. guilliermondii, Pichia caribbica 
dan Hanseniaspora opuntiae umumnya diisolasi pada awal fermentasi. Spesies 
khamir ini berasal dari (niche) tanah, buah-buahan dan pohon. Sementara 
P. fermentans adalah khamir pertama yang diisolasi dari fermentasi spontan. 
Spesies dari genus Pichia telah dilaporkan menghambat ochratoxigenic 
pertumbuhan jamur berfi lamen selama fermentasi kopi, dan bertindak 
sebagai kontrol biologis untuk pencegahan racun ochratoxin-A dalam kopi. 

Produksi senyawa volatile aroma pada fermentasi kopi
Inokulasi khamir ke dalam media simulasi pulp kopi dan produksi 

aroma volatile diukur setelah fermentasi selama 48 jam. Khamir tumbuh 
hingga 3 siklus log dalam 48 jam. Terdapat 14 macam senyawa volatile aroma 
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yang diproduksi yaitu meliputi acetaldehid, benzaldehd, asam kaprilat, 
ethanol, atil asetat, etil laurat, isoamyl asetat, 2,3-butanedione, 1-decanol, 
3-metill-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 2-hexanol, 2-octanol and 1-octanol. 
Senyawa volatile paling penting meliputi acetaldehyde, ethanol, isoamyl 
acetate and ethyl acetate. Saccharomyces spesies menghasilkan senyawa 
etanol paling tinggi dibandingkan yang bukan Saccharomyces. P. fermentans 
menghasilkan isoamil asetat (aroma seperti pisang) dan etil asetat (aroma 
seperti nanas).

Keberagaman fl avor kopi sangat dipengaruhi oleh proses penyangraian 
terutama waktu dan suhu penyangraian (Madihah et al., 2013). Penambahan 
starter Saccharomyces pada proses pengolahan biji kopi secara basah 
diketahui menghasilkan senyawa volatile yang memberikan fl avor tertentu 
pada kopi yang timbul saat penyangraian. Tabel 7.1 menyajikan starter 
dan senyawa volatil yang dihasilkan setelah 48 jam fermentasi. Etanol, 
asetaldehida, etil asetat, isoamil asetat, 2,3-butanedione dan heksanal adalah 
senyawa volatil utama yang diproduksi oleh baik fermentasi kopi spontan 
maupun fermentasi dengan penambahan starter, dan diukur dengan metoda 
headspace. Senyawa volatile tersebut bisa berasal dari dua sumber utama, 
yaitu sebagai hasil dari metabolisme khamir seperti etanol, asetaldehida, 
etil asetat, dan isoamil asetat, dan berasal dari reaksi panas yang tibul 
selama fermentasi seperti heksanal dan 2,3-butanedione. Sementara itu, 
beberapa senyawa tersebut berperan dalam pengembangan aroma selama 
fermentasi kopi, seperti etanol, etil asetat, isoamil asetat dan asetaldehida). 
Penambahan starter Saccharomyces dalam fermentasi kopi diketahui secara 
signifi kan meningkatkan (ρ<0,05) produksi senyawa yang berperan dalam 
pengembangan fl avor kopi (Pereira et al., 2014). Minuman kopi yang dibuat 
dari biji kopi terfermentasi dengan inokulasi tunggal Pichia fermentans 
memiliki rasa buah (fruity) yang tajam, dimana berkaitan dengan produksi 
ester seperti etil asetat dan isoamil asetat, selama fermentasi. inokulasi 
campuran menghasilkan 2,3-butadienon (buttery fl avor), asetaldehid (fruity 
fl avor), heksanal (green beans fl avor), etanol (alkoholik fl avor) dan ester 
(fruity fl avor).
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Tabel 7.1. Senyawa aroma yang diproduksi selama fermentasi kopi.

Senyawa aroma (μmol/L)

Fermentasi

Kultur 
tunggal Kultur campuran Kontrol (tanpa 

inokulasi starter)

Etanol 
Asetaldehid
Etil asetat
Isoamil alkohol
Heksanal
2,3-Butanedion
2,3-Butanedion (buttery fl avor) 
Asetaldehid, ester (fruity fl avor)
Caramel aroma
Coklat aroma
Fermented aroma
Aroma asam

43,08a ±23,81
0,48 a ±0,01
42,42 a ±8,38
10,18 a 1,59
21,59 a ±9,30
17,86 a ±0,74
6,25 a± 0,25
7,83 a ±0,14
6,66 a ±0,14
5,83 a ± 0,14
6,40 a ±0,38
5,83 a ±0,14

88,50 b ±61,72
12,85 b ±0,57
5,37 b ±2,16
0,32 b ±0,11
24,91 a ±6,17
17,30 a ±3,01
6,30 a ±0,14
6,16 b ±0,28
6,58 a ±0,14
5,91 a ±0,14
6,87 a ±0,17
5,91 a ±0,28

1,29 c ±0,19
0,49 a ±0,07
ND
ND
12,59 b ±2,38
8,15 b ±1,45
5,40 b ±0,53
5,83 b ±0,30
6,75 a ±0,25
5,75 a ±0,25
5,16 b ±0,14
5,8 a ±0,14

Sumber data: Pereira et al. (2014).

Keterangan: Angka tertulis di dalam Tabel yang merupakan rata-
rata dari tiga kali ulangan, dengan huruf sama adalah tidak berbeda secara 
signifi kan (ρ>0,05) satu dengan yang lainnya menggunakan uji Duncan. 
(Nilai rata-rata± standard deviasi) kultur tunggal adalah Pichia fermentans. 
Kultur campuran adalah Pichia fermentans dan Saccharomyces cerevisiae.

Pada MEAD (fermentasi madu)
Mead adalah minuman tradisional, mengandung 8% -18% (v/v) etanol 

yang dihasilkan dari fermentasi alkohol madu encer (37% v/v dengan air) 
oleh khamir (O’Connor-Cox dan Ingledew, 1991). Pengembangan produk 
berbasis madu harus dikembangkan untuk mempertahankan pemeliharaan 
lebah sebagai industri yang layak. Namun, Mead merupakan produk home 
industry (buatan sendiri), sehingga masalah seperti kurangnya keseragaman 
produk akan muncul. Variabilitas komposisi madu, fermentation ulang 
oleh khamir atau bakteri asam-asetat dan bakteri asam laktat dapat 
meningkatkan senyawa volatile asam dan produksi ester yang tidak normal 
dengan demikian mempengaruhi kualitas organoleptik dari produk akhir. 
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Fermentasi Mead memerlkan waktu beberapa bulan tergantung dari jenis 
madu, jenis khamir, dan komposisi must madu. Tujuan utama pembuat 
Mead adalah waktu fermentasi secepat mungkin dengan hasil yang optimal. 
Suplementasi substrat fermentasi (must madu) dengan potassium tartrat, 
asam malat dan diamonium fosfat dapat mempercepat fermentasi menjadi 
11 hari. Namun demikian ketersediaan gula di dalam substrat masih tinggi 
demikian juga komponen nitrogen di dalam prohk akhir Mead. Kerapatan 
populasi khamir (CFU) selama fermentasi tidak pernah mencapai diatas 107 
cfu/mL mengindikasikan adanya komponen penghambat pertumbuhan 
khamir di dalam madu. Penggunaan khamir Saccharomyces cerevisiae 
dalam jumlah tinggi dapat memperpendek fermentasi madu untuk 
pembuatan mead. S.cerevisiae sangat sesuai untuk starter fermentasi madu 
karena kebutuhan akan oksigennya rendah dan juga kebutuhan akan 
nitrogen. Madu encer (37%) dengan pH 3,7 (diatur dengan menambahkan 
asam malat), kandungan nitrogen 267mg/L (diatur dengan menambahkan 
amnium fosfat) sebagai must madu untuk substrat fermentasi dengan 
menambahkan starter S.cerevisiae sebanyak 108 cfu/mL (melalui rehidrasi 10 
g khamir kering dalam 100 mL must madu pada suhu 38oC). Fermentasi 
alkohol skala laboratorium menggunakan substrat must madu sebanyak 2/3 
volume Erlenmeyer 250mL secara anaerobic pada suhu 22oC. Pengukuran 
kehilangan berat (weight loss) untuk mengetahui produksi CO2 selama 
fermentasi, jumlah total khamir menggunakan media peptone dextrose agar 
(20 g/L glukosa, 10g/L pepton, 5g/L ekstrak khamir dan 20g/L agar) dengan 
suhu inkubasi 25oC selama 48 jam, dan pengukuran kadar gula reduksi 
menggunakan metode 3,5-dinitrosalicylic (DNS) dengan glukosa sebagai 
standard. Senyawa aroma yang diproduksi selama fermentasi disajikan 
pada Tabel 7.2. Hasil analisis senyawa aroma volatile menggunakan GC-
FID ditemukan 7 senyawa volatile utama meliputi etil asetat, methanol, 
1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-m2til-1-butanol, and 3-metil-1-butanol, 
sedangan senyawa minor hasil analisis dengan GC-MS meliputi etil butirat, 
isoamil asetat, etil heksanoat, etil laktat, 3-etoxi-1-propanol, etil oktanoat, 
asam isobutirat, asam butanoat, etil dekanoat, 3-(metilthio)-1-propanol, etil 
fenilasetat, 2-feniletil asetat, etil dedokanoat, asam heksanoat, 2-feniletanol, 
asam oktanoat, 4-vinilguaikol, asam dekanoat, 4-vinilfenol dan asam 
dodekanoat. 
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Tabel 7.2. Nilai aktivitas aroma (OAV) komponen volatile yang mempen-
garuhi aroma Mead setelah fermentasi dengan S.cerevisiae QA23 
pada pitching rate 1,5x105 sel/mL. 

Senyawa Deskripsi aroma Ambang batas 
aroma ( g/L)

Pitching rate 
(1,5x105sell/mL)

3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-propanol
Etil asetat
Isoamil asetat
2-Feniletil asetat
Etil oktanoat
Etil keksanoat
Etil dekanoat
Etil butirat
4-Vinilfenol
Asam oktanoat
Asam dekanoat
Asam heksanoat
Asetaldehid

Cheese,nail polish
Alkohol, bitter
Solven like, nail polish
Banana 
Flowery, roses
Fruty, sweet
Fruity, aniseed
Pleasant,soap
Fruity, phineapple
Almond shell
Fatty, rancid
Fatty, soapy
Cheese, sweaty
Fresh, green leaves

30 000
40 000
12 300
30
250
5
14
200
20
180
500
1000
420
500

5,60
-
2,21
34,43
2,40
95,44
24.64
1,52
6,22
1,08
4,32
1,03
1,43
14,24

Sumber Pereira et al., (2013).

Alkohol merupakan senyawa volatile yang paling besar diproduksi 
dan mengindikasikan bahwa khamir S.cerevisiae mempunyai peran penting 
di dalam fermentasi madu. Senyawa lakohol utama yang diproduksi adalah 
3-metil-1-. Sementara itu, senyawa volatile fenol yang diproduksi oleh 
khamir selama fermentasi berkontribusi pada off-fl avor.

Tabel 7.3.  Konsentrasi senyawa volatile Mead setelah fermentasi oleh 
S.cerevisiae pada pitching rate 1,5x105 sel/mL, dan 4x107 sel/mL

Senyawa Pitching rate 1,5x105sel/
mL

Pitching rate 4x107sel/
mL

Alkohol (mg/L)
3-metil-1-butanol
2-metil-1-propanol
2-metil-1-butanol
1-Propanol
2-feniletanol
Methanol
3-Etoksi-1-propanol
3-(metilthio)-1-propanol
Total 

167,92± 5,53b

22,52± 2,33 a

21,48± 1,02 a

17,95± 1,69 a

12,84 ±1,38 c

5,36± 4,65
0,08 ±0,01
0,06 ±0,01
248,21± 7,96

117,57± 11,71 a

41,24± 8,14 a b

28,33± 2,62 b c

30,53± 5,29 b

6,97± 1,20 a b

4,87± 0,73
0,10 ±0,03
0,07± 0,01
229,68 ±15,49
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Senyawa Pitching rate 1,5x105sel/
mL

Pitching rate 4x107sel/
mL

Ester (mg/L)
Etil asetat
Isoamil asetat
2-feniletil asetat
Etil oktanoat
Etil heksanoat
Etil dekanoat
Etil butirat
Etil dudekanoat
Etil laktat
Etil fenilasetat
Total 

27,15± 0,8 a

1,03 ±0,09 b

0,60± 0,06 b

0,48 ±0,09 a b

0,34± 0,07 a b

0,30± 0,10 a b

0,12± 0,03
0,07 ±0,02
0,023 ±0,003
0,004± 0,001
30,13± 0,83

27,21± 3,17 a

0,21± 0,01 a

0,06± 0,01 a

0,14± 0,03 a b

0,07± 0,02 a b

0,04± 0,01 a

0,08 0,05
Tr
0,017± 0,008
0,004± 0,002
27,83 ±3,17

Volatile Fenol (μg/L)
4-Vinilfenol
4-Vinilguaikol
Total 

195,17 ±29,68 a b

100,67 ±9,17 c

295,84±31,07

 
96,49± 17,0 a b

50,92± 15,19 a 

147,41± 22,80
Volatile asam lemak (μg/L)
Asam oktanoat
Asam dekanoat
Asam heksanoat
Asam isobutirat
Asam dodekanoat
Asam butanoat
Total 

2158,77± 124,05
1028,31 ±339,35 a b

600,66± 78,68 c

24,99 ±11,44 a b

55,39 ±28,47
16,90± 4,40 a b

3885,02± 371,08

516,75± 174,10 a b

82,29± 42,77 a b 

155,67± 37,14 a b

102,77± 31,71 a b

17,60 ±1,26 

15,50± 3,82 a b

890,58 ±185,85
Senyawa karbonil (mg/L)
Asetaldehid 7,12 ±2,38 7,91± 2,83

Sumber Pereira et al. (2013)

Keterangan: 
tr = trace. Nilai rata-rata di dalam baris yang sama dengan hiruf yang sama menunjukkan 

berbeda pada ρ<0,05. Nilai di dalam Tabel yang tidak diikuti huruf menunjukkan 
berbeda secara signifi kan pada ρ>0,05.

Nilai-P adalah nilai nilai untuk efek dari pitching rate terhadap profi l senyawa volatile pada 
Mead, dari one-way analisis ANOVA. Jika ada efek yang signifi kan dari pitching 
rate terhadap data profi l volatile, selanjutnya data dibandingkan dengan uji Tukey 
karena varian yang sama dapat diasumsikan (ρ > 0,05 dengan cara uji Levene).

** Nilai-P adalah nilai nilai untuk efek dari pitching rate terhadap senyawa volatile pada 
Mead, hasil dari one-way analisis Welch ANOVA. Jika ada efek yang signifi kan 
dari pitching rate terhadap data senyawa volatile, selanjutnya nilai rata rata diband-
ingkan dengan uji Dunnett T3 karena varians yang sama tidak dapat diasumsikan 
(ρ<0,05 dengan cara uji Levene).
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S.cerevisiae dan fermentasi buah markisa
Buah markisa, Passifl ora, adalah genus yang paling penting dalam 

keluarga Passifl oriaceae dan tersebar di sebagian besar daerah tropis dan 
sub-tropis di dunia. Ada dua varietas komersial dari markisa, Passifl ora edulis 
Sims, yaitu buah berwarna ungu (Passifl ora edulis) dan markisa kuning atau 
maracuja (Passifl ora edulis Sims f. fl avicarpa Degner). Markisa ungu mempunyai 
rasa lebih disukai dan lebih manis untuk dikonsumsi sebagai jus segar. 
Markisa kuning memiliki buah yang lebih besar, rendemen jus lebih tinggi 
dan lebih asam, oleh karena itu dianggap lebih cocok untuk pengolahan dan 
merupakan salah satu buah tropis yang paling populer dan paling terkenal. 
Yellow markisa (markisa kuning/YPF) memiliki bentuk bulat hingga oval, 
kulit kuning pada saat matang dan menghasilkan sejumlah banyak jus atau 
bubur. Markisa kuning dikenal mempunyai pewarnai alami yang menarik, 
sifat rasa yang unik dan berfungsi sebagai pengobatan. Hal ini tidak hanya 
karena vitamin A, vitamin C, niasin, ribofl avin, kalium, serat makanan, 
karotenoid dan senyawa polifenol dalam jumlah tinggi, tetapi juga sebagai 
buah tropis dengan bunga dan buah yang menarik, dan memilki Estery 
aroma dengan cirri khas rasa seperti sulfur tropis yang eksotis. Markisa 
kuning mengandung phytochemical non-Nutrisi yang menambah fl avor 
dan bermanfaat untu asupan makanan sehat. Namun, keasaman tinggi, 
terutama pada markisa kuning, membatasi penggunaannya sebagai bahan 
minuman, es krim, selai dan koktail. Markisa dapat direkomendasikan 
sebagai bahan baku untuk produksi makanan penutup dan anggur 
Srisamatthakarn et al., (2010). Selain itu, telah secara luas digunakan untuk 
mengobati kecemasan, insomnia, asma, bronkitis dan infeksi saluran kemih. 
Jus buah markisa merupakan makanan berasam tinggi, dengan pH 2,8-4 
dan keasaman total 43-51,1 gL-1, yang didominasi oleh dua asam organik 
yaitu asam sitrat (46,3-55 gL-1) dan asam malat (6,5-10,5 gL-1), memiliki total 
padatan terlarut 13-14,4oBrix dan mengandung sekitar 145-152 gL-1 gula, 
meliputi glukosa, fruktosa dan sukrosa. Jus markisa menyediakan sumber 
yang baik dari berbagai nutrisi (Tabel 7.4 dibawah) seperti vitamin C (182 
mg kg-1 dari bagian yang dapat dimakan), vitamin A (7.000-24.100 IU kg-1 
dari bagian yang dapat dimakan) dan kalium (2780 mg kg-1 dari bagian yang 
dapat dimakan) (De Neira, 2003). Tiga belas karotenoid yang berbeda dalam 
markisa telah diidentifi kasi, misalnya phytoene, phytofl uene, δ-karoten 
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(karotenoid utama), neurosporene, β-karoten, likopen, prolycopene, 
monoepoxy-β-karoten, β-cryptoxanthin, β-citraurin, antheraxanthin, 
violaxanthin, dan neoxanthin. Fitokimia non-Nutrisi lain yang ditemukan di 
buah markisa adalah senyawa polifenol yang memiliki aktivitas antioksidan 
serta sifat antikanker, namun, kandungan fl avonoid belum dilaporkan. 
Konsentrasi karotenoid total markisa adalah 932 mgL-1, yang terdiri dari 
α-karoten, β-karoten serta β-cryptoxanthin (masing-masing 350, 5250 dan 
460 g kg-1 dari bagian yang dapat dimakan) (De Neira, 2003). Phytochemical 
lainnya teridentifi kasi termasuk senyawa aroma seperti tiol volatile, terpen, 
ester asam lemak, alkohol, dan berbagai aromatik lainnya.

Tabel 7.4. Komposisi kimia Markisa kuning per 100 g bagian yang dapat 
dimakan.

Senyawa kimia Kisaran 
konsentrasi (mg) Senyawa kimia Kisaran 

konsentrasi (mg)

Protein
Lemak total
Karbohidrat
Gula (g/L)
Serat total
Kalsim (Ca)
Besi 
Magnesium
Phosphor
Potassium
Sodium
Iron
Tembaga
Selenium

670
180
14450
145 – 152
0.02
4
0,36
17
25
278
6
0,06
0,05
0,10

Total carotenoids (mg /L)
Carotene (g)
Carotene (g)
Vitamin E
Vitamin K (g)
Saturated fat
Monounsaturated fat
Polyunsaturated fat
Cholesterol
Citric acid (g /L)
Malic acid (g/ L)
Food - Folate (g)
Vitamin B6
Vitamin B12 (g)
Vitamin A (IU)
Vit C
Thiamine
Ribofl avin
Niacin

932
25
525
n.d
n.d
10
20
110
n.d
46.3 - 55.0
6.5 - 10.5
8
0,06
n.d
700 – 2410
18.20
n.d
0,10
2,24

Sumber: DeNeira (2003)

S.cerevisiae pada rice ovada
Perubahan sifat kimia dan sensori rice ovada oleh fermentasi 

menggunakan mixed cultures Lactobacillus amylophilus, Leoconostoc 
mesenteroides, Saccharomyces ovarum, dan Saccharomyces cerevisiae (Silva et al. 
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2013). Fermentasi adalah proses metabolism dimana senyawa karbohidrat 
dan senyawa yang berkaitan dengan karbohidrat terokdidasi dengan 
membebaskan enerji di dalam ketiadaan elektron aseptor eksternal, dan 
bakteri, khamir dan kapang berperan dalam proses fermentasi ini. Dalam 
fermentasi makanan tradisional Afrika, misalnya “ogi”, bakteri asam laktat 
dan khamir mempunyai fungsi yang sangat penting antara lain produksi 
senyawa fl avor, aroma, menstabilkan mikroorganisme dan menjaga 
keamanan produk pangan. bakteri asam laktat dan khamir sering dignakan 
sebagai starter fermentasi berbahan dasar substrat yang mengandung 
karbohidrat karena pengaruh biokimia nya yang diperlukan di dalam 
industry fermentasi pangan.

Sebuah kultur starter adalah biakan/kultur yang mengandung 
mikroorganisme khusus yang dipilih dan telah diketahui, yang digunakan 
untuk menginisiasi dan sebagai pengendali fermentasi. Penggunakan 
starter bertujuan untuk meningkatkan konsistensi dan kecepatan serta 
meningkatkan kualitas gizi, atribut sensori, menurunkan faktor-faktor 
antinutrisi seperti fi tat dan senyawa amina biogenik. Penggunaan kultur 
starter seperti Saccharomyces sp, Lactobacillus sp, dan Pediococcus spp. juga telah 
digunakan dalam susu, bir, baking dan industri anggur sejak lama sekali. 
Dari segi nutrisinya, beras termasuk miskin nutrisi dan subsisten konsumsi 
beras menyebabkan beri-beri pada anak-anak. Tetapi hal ini telah dikurangi 
dengan parboiling atau pengayaan beras. Beras juga direkayasa secara 
genetik dengan β- karoten untuk memerangi kekurangan vitamin A dan 
kebutaan pada anak-anak.

Penggunaan starter culture menyebabkan pH substrat menurun 
dan asam tertitrasi (titratable acidity) meningkat secara signifi kan. Asam 
merupakan hasil produk metabolit bakteri asam laktat, dan produksi 
asam memberikan kondisi lingkungan yang mendorong pertumbuhan 
khamir. Demikian halnya dengan perubahan nutrisi substrat. Beras 
ovada yang terfermentasi dengan starter kultur bakteri asam laktat dan 
khamir menunjukkan peningkatan yang signifi kan (ρ <0,05) terutama 
pada protein kasar. Peningkatan ini mungkin disebabkan oleh biosintesis 
protein oleh starter kultur. Peningkatan protein juga terjadi pada serealia 
yang terfermentasi dengan bal dan khamir. Kandungan karbohidrat nasi 
ovada lebih rendah dibanding nasi yang tidak terfermentasi, sebagai 
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hasil dari pemecahan zat pati dan gula dalam nasi oleh enzim amilolitik 
dan enzim lain selama fermentasi. Namun demikian, kandungan mineral 
(sodium,potassium) tidak berbeda pada nasi tidak terfermentasi dengan 
nasi terfermentasi dengan S.ovarum, S.cerevisiae, dan L.amylophilus. Nasi 
terfermentasi dengan Leuconostoc mesenteroides mengandung mineral lebih 
tinggi berbeda nyata dengan yang lain. Perubahan thiamin, ribofl avin terjadi 
pada semua fermentasi. Hal ini sebagai akibat migrasi dan redistribusi 
vitamin larut dalam air (4). Kandungan amilosa berbeda secara nyata (>0,05) 
pada semua nasi yang diuji dengan kandungan amilosa tertinggi pada nasi 
tidak terfermentasi (17,61%). Solubilisasi zat pati dan hilangnya amilosa 
terjadi selama perendaman nasi dan pemasakan. 

Tabel 7.5. Kandungan kimia nasi dengan kultur starter yang berbeda.

Protein kasar Na K Thiamin Ribofl avin Amylose

Uninoculated 11.37a 0.31b 1.20b 4.34c 1.54b 17.61e

Lactobacillus 
amylophillus

16.72e 0.34c 1.20a 4.32c 1.62d 14.06a

Saccharomyces 
uvarum

17.48d 0.31b 1.20a 4.10b 1.57c 15.32c

Leuconostoc 
mesenteroides

17.07c 0.35c 1.50b 4.32c 1.62d 14.49b

Saccharomyces 
cerevisiae

12.27b 0.28a 1.30ab 4.01a 1.42a 16.3d

Silva et al. 2013
Keterangan: Nilai rata-rata dengan huruf superscripts yang berbeda pada kolom yang sama 

berbeda secara signifi kan dengan uji Duncan pada tingkat signifi kansi 5%.

Latihan 
1.  Apakah sumbangan utama khamir S.cerevisiae dalam fermentasi biji 

kakao?
2.  Madu mengandung gula yang tinggi, apakah ada hubungannya dengan 

sifat fi siologis pertumbuhan S.cerevisiae?
3.  Sebutkan komponen makromolekul utama di dalam buah markisa 

sehingga dapat terjadi fementasi oleh khamir terutama S.cerevisiae.
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