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RINGKASAN

Bakteri asam laktat yang tumbuh dari lingkungan dan memfermentasi pati
kasava asam berperan terhadap karakteristik pengembangan pati tersebut. Pada skala
industri, sangatlah dibutuhkan pengembangan fermentasi bakteri asam |aktat dalam
kondisi yang lebih terkontrol. Oleh karena itu, dibutuhkan jenis bakteri asam laktat
dengan karakteristik yang sesuai untuk digunakan dalam proses fermentasi kasava
tersebut serta batasan-batasan aktivitasnya schingga dapal dimanfaatkan untuk
pengembangan tepung/pati kasava dengan karakteristik ‘baking expansion’. Tujuari
penelitian ini adalah (1) isolasi bakteri asam lakiat dari fermentasi pati kasava (2)
seleksi BAL yang potensial dalam menghasilkan asam {aktat dan degradasi granula
pati (3) pengembangan metode fermentasi pada media pati kasava mentali yeng
diperkaya dengan sumber nitrogen untuk-mempereepat fermentasi dan {3) mengkaji
perubahan granufa pati kasava hasil fefmientasi isofat yangiberbeda.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa selama fermentasi pati kasava tumbuh
beberapa jenis bakteri asam laktat yang sefmiliki kémampuan amilolitik. Isolat BAL
yang diperoleh dari fermjenitasi pati-kasava selama 104 memiliki kémanmpuan
amilolitik yang lebih beSar dibaidimgkan dengan isolat dadfermentas)S hari. Tiga
jenis isolat yang/ memiliki‘ karakteristik ~amilolitik ~diidentifikasi\, sebagai
Lactobacillus fermentum (igolat A4), Lactabaeiilys fermentiim | (isolat Bl) dan
Lactobacillus plantarum 1 (iselat B9). Perbandingan ketiga isolat dengan isolat type
culture yang dipefoleh dag-Food and Nufritien Cdlture Coiledtion PAU UGM,
menunjukkan bahwa isolatfactobacillus fermentam A4 mamputumbuh lebih baik
pada pH 3 dan suhu 10°C dibandingkan isolat-vang laienya. Hasil formulasi media
kasavha yang difermentasi oleh isolat A4 dengan penambsahan sumber nitrogen,
menunjukkan bahwg, kombinasi nutrien beripa’ yeast ekstrak : pepton dengan
perbandingan 1 - 1 menghasilkan pertumbuhan BAL dan penurunan pH 'yang lebih
cepat dibandingkan dengan penambahan yeast ekstrak saja atau pepton saja.

Hasil karakterisa8j mikroskopi granula pati kasava yang difermentasi dengan
lima isolat berbeda, menunjukkan bahwa pada kondisi dan lama fermentasi yang
sama terjadi perubahan stguktur granula yang berbeda. Isolat desigan kemampuan
amilolittk yang tinggi yaitu\L._jfermentum (type culture} dan/f. fermentum A4
menghasilkan kerusakan granula yang lebih-besar. AKan-tetapi kerusakan granula
sehingga menyebabkan terbentuknya lubang (cavity) yang besar akan menyebabkan
granula pati: lebih sulit memuai dan menahan QoS saat proses pemanggangan.
Kerusakan granula pati pada fermentasi dengan isolat L. fermentum A4 relatif lebik
rendah sehingga kemampuan dalam mengembang terjadi lebih baik.
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SUMMARY
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Lacticacid bacteria naturally present in environment have many benefit: for the
development Of fertented food. For production at industrial scale, it is important to
perform the lactic acid fermentation in controlled condition. Therefore, tactic add
bacteria with the suitable characteristics should be used in the process. The aims of this
research were (1) isolation lactic acid bacteéria from cassava starch fermentation, {2)
Selection of potential lactic &l 0 bacteria for product i on of lactic acid,(3 development

an effects of fermentation.
The result show
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BAB L. PENDAHULUAN

1. Latar Belakang
Pemanfaatan umbi-umbian sebagai pengganti terigu dan beras sudah menjadi
issu nasional sejak semakin bertambahnya impor terigu dan beras dari tahun ke tahun,

ari. Proses fermentasi pada
pembuatan pati kasava asam dapat memberikan Karakieristik pengembangan terhadap
baking. Berbagai produk tepung vang telah dikembangkan dari kasava, diantaranya
tepung kasava terfermentasi (MOCAF, Witono (2008)) berpotensi untuk substitusi
terigu pada pembuatan mie dan biskuit. namun sifatnya yang tidak mengembang pada
haking (pemanggangan) mengakibatkan kurang berpotensi menggantikan terigu untuk

pembuatan roti.
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Fermentasi alami pada pembuatan pati kasava asam menghasilkan karakteristik
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produk yang tidak stabil serta proses berjalan lama. sehingga diperlukan modifikasi
metode dengan menggunakan isolat bakteri asam laktat (BAL) yang memiliki
kemampuan tumbuh dengan baik pada medium pati kasava. Kemampuan bakteri asam
laktat untuk tumbuh pada media berpati sangat dipengaruhi oleh kemampuannya dalam
memanfaatkan pati sehagai substratnya . Selain itu kecepatan tumbuh juga dipengaruhi

nutrient yang terkandung dalam medium tersebut. Isolasi dan karaklerisasi bakteri asam

pada skata industiri kectldan besar.

1.3 Keutamaan Penelitian

Kebutuhan akan tepung untuk berbagai produk Bakeri menjadi salah satu
penyebab meningkatnya immpoi terigu nasional. Salah satu cara untuk mendukung
ketahanan pangan adalah dengan memanfaatkan umbi-umbian Iokal Indonesia untuk

produksi tepung yasg memiliki kemampuan mengembang (baking behaviour). Kasava
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(kasava) paling berpotensi dikembangkan menjadi tepung sebagai bahan baku utama
produk rati dan séjenisnya, katena industri pengolahnya (industri pati kasava (tapioka))
telati ada di Indonesia dan banya periu dilakukan modifikasi pada tahapan prosesnya.
Modifikasi proses ini sekaligus dilakukan untuk menghilangkan senyawa racun
glilosida sianegenik yang terkandung dalam umbi kasava terutama jenis kasava pahit
{bitter cassava).

Untuk bisa menyamal tepung terigu maka perlu dilakukan perubahan

an mengembangnya saat aking

karakteristik tepung dan pati kasava st :

menjadi lebih baik. .,:.-. gi-o' : - tradisional  meliputi
/ VA Bﬁ N\

pengupasan kuh 4 petn'gqh, eliTan Pﬁftgcndapan%nnent yang selanjutnya

Z

diketing ;v::-;; dapan patiCiGisava dilakuka

an dengan

gkan dengan
iNg melibatkan

/., 2005), selama

yawa g Slda slanogenik/(La er o/, 1999).
|
Perubahan struktur ikaten pada peti oleh asam lakiat dan terjadinyg oksidasi karena sinar

matehari mempengarvhi\sifat pengembangan yang dimiliki/6leh pati kasava asam

{Bertelind et al., 2001),

Fermentasi yang relatif lama serta kualitas produk yang bervariasi sangat
mungkin disebabkan karena kondis prosesing yang tidak terkendali karena proses
berjalan secara alamii Penggunaan bakteri asam laktat (BAL) sebagai starter diharapkan

dapat memperbaiki proses untuk mendapatkan mutu yang lebih dipercaya serta dengan

proses yang lebih cepat. Kajian mikrobiologis pada fermentasi alami pati kasava asam
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produksi industri di Columbia mengarah kepada isolasi bakteri asam laktat amilolitik, L.
manihotivorans yang bersifat homolaktik menghasilkan lebih dari 98% L(+)-asam laktat
(Marlon-Guyot & al., 1998), sedangkan Lacerda ef al. (2005) mienemukan L. plantarum
dan L. fermentum yang dominan pada ferimentasi: alaini di 2 pabrik di Brazil, selain itu
juga meriemukar L, perolans dan L. brevis. Selanjutnya, hasil isolasi Anike and Okafor
(2008) menunjukkan bahwa Lactobacillus  plantarum dan  Lactobacillus  sp.

menghasilkan kadar metionin yang tertinggi pada kasava terfermentasi, yang

bakteria asam laktat

f
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Pada tulisan ini. digunakan istilah kasava (umbi Manihot esculenta Cranz); istilah
lainnya kasava, singkonp atau ketela pohon. Digunakan istilah tepung kasava, seperti
yang sudah lazim digunakén: di pasaran. untuk membedakan terhadap pengertian tepung
gaplek. Tepung gaplek dibuat dari gaplek, yaitu kasava kering yang umumnya berciri

warna dan bau yang kurang disukai dibanding tepung kasava. Istilah pati kasava

dimaksudkan pati ekstrak yang be langkan produk keringnya berupa
tapioka,
2.1 Pati Kasava

Pati kasalé st Bagian yang dimanfagikan dari tanaman kasava

I Vv |
dan biasanya hanya digun%x dalam pembuatar keeup atauféduk ang lainnya. Pati

kasava menganddng 2y amilopeRtin/83% dengan ukurafy granula 5-35

mikron. (Winatno 992).

Gambar 1. Kasava ((Manihot esculenta) (Anonymous®, 2009)
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Tabel 1. Komposisi kimia Pati kasava (per 100 gram bahan) :

Komponen Jumlah

Kalori (Kal) 362
Air (g) 12
Karbohidrat (g) 86.9
Protein (g) 0.5
Lemak (g) 0.3
Kalsium (MQ)

Fosfor (mg) 0

Besi (mg) 0

Vitamin Bl (mg) 0.12

Sumber - Astawan (2004)

beéualntas niaka proses pengolahanmya pun

pati kasava yaitu

i melalui proses

apan e '?aqfn

tangkai umbi dan cacat fisik. Kasava yang telah dikupas harus secepatnya direndam
dalam air bersih agar tidak berubah warna menjadi coklat akibat reaksi browning
{ Pencoklatan).

2. Pencucian
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Pencucian dilakukan dengan cara manual yaitu dengan meremas-remas atau mengosok-
posok kasava di dalam bak yang berisi air yang bertujuan untuk menghilangkan kotoran
pada kasava,

3. Pemarutan

Tujuan proses pemarutan adalah untul memperkeeil volume dari ubi kayu agar lebih
mudah diekstrak patinya. Pemarutan dilakukan dengan 2 cara yaitu :

a. Pemarutan manus!, dilakukan dengan cara tradisional yang memanfaatkan teaga

manusia sepenuhnya.

P .*: ! saringan tersebut

‘
bergovang, kemudian dit@uibahkan air melalui pipa berlubafig. Pati yang dihasilkan

ditampung dalam wadah perigendapan.
= Pengendapan
Pati hasil ekstraksi diendapkan dalam wadah pengendapan selama 4 jam. Air di bagian

atas endapan dialickan dan dibuang, sedangkan endapan diambil.
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22 Kajian awal pati kasava sebagai baban baku kerupuk

Akhir-akhir ini kekurangan pasokan tgpioka dialami oleh industri-industri besar
sejenis kerupuk, kacang atom dan pilus. Tapioka yang dibutuhkan ialah yang memiliki
cirl pengembangan besar pada penggorengan maupun baking. Dikeénal istilah tgpioka
rakyat, yang mengembany besar pada penggorengan maupun baking, dan tapioka pabrik
yang kurang mengembang. Untuk mendorong pengembangan topioka, industri

menambahkan aluin. Pati pramassk yang jaul mengembang lebih berasal dart

Tapioka rakyat dibdat asan kasava, pemarutan,
Age . yiokapabrik dibuat

terjadi pada pemanasan pada pengeringan pesta

(Zweifel & d., 2000) dan pati jagung (Altay dan Gunasekaran, 2006).

23. Pembuatan tepung Kasava terfermentasi
Kasava sudah diteritna oleh scbagian penduduk dunia sebagai bagian pangan
pokok. Kasava miengandung racun glukosida sianogenik sekitar 79.8 mg HCN/1 kg

(Nwabueze dan Odund, 2007). Perendaman kasava kupas adalah salah satu cara efisien



untuk mengurangi racun sianogenik. Selama pefendaiman terjadi pelarutan glukosida
sianogenik, maupun fermentasi yang mempercepat pengurangan racun tersebut dan
menyumbangkan cita-rasa yang disukai.

Fermentasi kasava di Afrika dilakukan dengan perendaman seperii pada
pembuatan fifis, atdu fermentasi solid state pada pembuatan gari. Bakteri asam lakiat,
yeast dan bakteri lain selama fermentasi fufu, berperan dalam peruraian sebagian pati,
pengasaman, detoksifikasi dan pengembangan cita-rasa. Bakteri asam laktat khususnya
berperan dalam pembentukan aromar-penghambatanibakteri pembusuk dan patogen
{Sebowale  al., 2007).

Pengembangan’pembuatdi.gepung kasava terfermehiasi telah hanyak dilakukan
di Nigeria Tepurg kpor umilip dibuat dengan,ferfnentasi kabava kupas yeng terendam.
ar selama 3-5 M, peniri$an, penghancyran, dad pengeringamdengan sinar matahari.
Bila diperlukan dapat ditumbuk menjadi tepung /(Inyang er al., 2006))Tepung fifi
dibuat dari kasava kupas. dipotonspgtong, |dir¢hdam selama 3 A/ hari, ditiris,
dihancurkan, diayak)\dan kemudian dikeringkan (Chukwuemeka, 2007). Pembuatan
tepung cassava lafien telah dikembangkan dengan fermentasi kasava parut selama 3 heri
dengan inokulum Coryrobgererum manihot dan Geotricum candida. Setelah fermentasi,
kasava parut dikempa dengan screw press untuk mengurangi kadar air, kemudian

dikeringkan (Nwabueze dan Odunsi, 2007). Pengembang:

an pembuatan {epung fufu
meliputi tahap-tahap inokulasi dengan Laclobacillus plantarum, fermentasi 3-4 hari,
penghancuran dan penyaringan, dekantasi, pengempaati, pengeringan, penggilingan dan
perigayakan (Sobowale ef al., 2007), Potongan kasava terfermentasi (gari) juga telah

diteliti oleh Anike and Okafor (2008), di mana hasil isolasi menunjukkan bahwa



Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus sp. tumbuh dominan dan menghasilkan
kadar metionin yang tertinggi pada gari.

MOCAL atau modified cassava flour dibugt dari kasava kupas, dipotong-potong
dan difermentasi menggunakan bakteri asam laktat selama 3 hari, penigempaan untuk
mengurangi kadar air, dan pengeringan dengan sinar matahari. Pengembangan skala
industri kecil dilakukan di Trenggalek, Pati, Purwodadi dan Lampung (Yuli Witono,
2008), MOCAL sudah tidak berasa kasava. dimaksudkan untuk substitusi dalam
pembuatan M, biskuit dan cake.

Secara umum tepgng kasava terféfmentasi yang “dihasilkan sampai saat ini
bersifat belum dapat’ mengebifig besar pada bakinge schinggd\kurang berpotensi
mensubstitusi fefigu untuk-membuat roti, Dlah-sebab itu pefielitian tekhologi meliputi

tahap-tahap proses mekafis, mikrobiologis. dan fisis perlu dilakukan.

2.4. Pembuatan tapioka terfermentasi

Di beberapa\wilayah Amerika Sclatan, dikenal pati kasava gsam (sour cassava
starch, atau polvithd\\azedo di Brazil; almidon agrio di Cplumbia) yang diproduksi
secara iradisional dan ‘digunakan untuk membuat semacam/ roti dan biskuit yang
mengembang besar, yang, memiliki struktur remah yang remggang dan kersk yang
renyah. Produk baking tersebut tanpa gluten yang dengan demikian cocok untuk
dikonsumsi oleh penderita gluten infolerant (Camargo ef al., 1988).

Pati kasava asam dibuat meliputi tahap-tahap pengendapan; diikuti perendaman
selama sekitar 30 hari dalam bak kayu, kemudian pengeringan matahari selama 1-2 hari.

Fermentasi alami terjadi selama tabap pefigendapan dan perendaman pati, menghasilkan

10



asam-asam, terutama asam laktat, di samping asam asetat, asam propionat dan asam
butirdt (Camargo et al., 1988).

Sering air permukaan dari bak yang sudah digunakan untuk fermentasi,
ditaribahkan pada bak bersi kasava segar untuk memperbaiki mytu pati kasava asam,
namun hasilnya belum konsisten. Fermentasi dengan inokulum L. crispatus memerlukan
waktu selama 20 hari untuk mencapai hasil yang sama dengan fermentasi tradisional
(Brabet er al, 1999). Suhu dan kadar air selama pengeringan matahari diduga
berpenigaruh jupa terhadap kemgmpuan pati kasavatasam untuk mengembang pada
balking,

Kajian mikrobiologis pada fermentasi alami pati'asava asawn, miengarah kepada
isolasi bakteri (asam laktat® amilolitik,’ L manihotivorans_yang bersifat homolaktik
menphasilkan lebih dari-88% L(+)-asam’ lakar (Marlon-Guydt er ol.,| 1998). Selama
pengendapan dan perendaman pati\kasava‘preditksi asam laktat dilakukan oleh L.
manihotivorans yang amilolitik, dan’|. “planterum mendominasi mikroflora alami.
Kualitas produk yang bervariasi mungkin disebablkan oleh kondisi prosesing yang tidak
terkendali. Penggunaan L. manihotivorans sebagai starter mungkin mémbantu proses
untuk mendapatkan mutu yaag lebih dipercaya. Selama ekstrakSi pati secara basah pada
prosesing kasava terjadi pembuangan gula-gula. Pada kondisi ini bersama dengan
produksi CO; merupakan kondisi yang cocok untuk sintesis amilase oieh L.

manihotivorans meskipun demikian agaknya sangat terbatas karéna kandungan sumber

nitrogen dalam kasava (Guyot dan Morlon-Guyot, 2001).
Penelitian selanjutnya berhasil menemukan tujuh isolat L. manihotivorans pada

proses produksi pati kasava asam, enam di antaranya bersifat amilolitik. Spesies OND32
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dan OLB7 dapat memfermentasi sangat banyak ragam karbohidrat (Guyet et al., 2003).
Narmini Lacerda et al. (2005) menemukan L. plantarum dan L. fermentum yang dominan
pada fermentasi di 2 pabrik di Brazl, selain in juga menemukan L. perolans dan L.

brevis. Pada produksi tapioka rakyat di Indonesia, fermentasi pasti terjadi pada

pengendapan dan selanjutnya perendaman beberapa |lama Masih memungkinkan

péengembangan proses untuk mendapatkan tapioka yang dapat mengembang lebih besar

pada penggorengan maupun bagking, dengan menggunakan inokulan. Sangat mungkin

RS BR=D

kajian mikrob

Y
- 0 %anap

Makanan khas Indonesia yang berbasis kasava terfermentasi, salah satu

diantaranya adalah growol yang mirip dengan garni di Afrika. Growol merupakan hasil
pemisahan pati berupa bubur (slurry) ubi kayu yang diperoleh melalui proses fermentasi,
memiliki sifat-sifat yang lekat dan awet. Penelitian Epriliati (1994) menunjukkan bahwa
selama fermentasi growol terjadi biodegradasi yang menimbulkan perubahan fisik tetapi

secara kimiawi tidak menyebabkan perubahan berat molekul pati yang besar. Bentuk-
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bentuk granula pati pada saat 0 — 96 jam fermentasi tidak mengalami perubahan. Selama
proses perendaman terjadi perubahan granula secara jelas pada saat fermentasi 120 jam,
dimsna kerusakan tidak merata pada seluruh granula. Granua pati hasil fermentasi 24
sampai 120] am setelah suhu pemanasan 70°C menunjukkan adanya kerusakan pada
bagian dalam granula, Pati growol méngalami penurunan keémampuan membentuk gel
dan memiliki viskositas lebih rendah daripada granuld pati tanpa perendaman

Selama fermentasi growol tradisional, terjadi suksesi pertumbuhan mikrobia
dalam jangka waktu lima hari defigin jumlah mikrobia yang terbesar sétiap barinya
berturut-turut sebagai bérikut; periamay Sefepiococcus\sp, kedua, kelompok
Coryneform, ketiga,”yeast dan “Enterobacteriaceae, BaCillus sp,“Acinetobacter sp,

Miviia, Moraxélla sp.Seturuh mikroorganisma tersebut ada

keempat, Lactobacillus j
selama fermentasi pada yang beryariasi (Rascana, 1986); Mikroorganisma dalam
fermentasi growol\bersifat amilolitik, penghasil gas dan asam. (Rascana./1986; Suharni,
1988), sedangkan ‘penelitisn Hong Mea/iHoa 1987 dalam Epriliati, 1994 menunjukkan

adanya sifat amilolitik dan selulolitik..

2.5. Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam lakiat adalah kelompok bakteri yang memproduksi asam laktat
sebagai produk metabolit utamanya. BAL memiliki karakteristik produksi asam laktat
dari karbohidrat melalui proses fermentasi. BAL telah digunakan untuk memfermentasi
makanan sejak 4000 tahin yang lalu. Organisma ini bersifat heterotropik dan umumnya
membutuhkan nuinisi yang kompleks selama pertumbuhan dan perkembangnnya, karena

ketidakmampuan dalam beberapa proses biosintesis. Sebagian besar spésiés
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membutuhkan berbagai jenis asam amino dan vitamin, Katena itu, BAL ymumnya ada
dalam suatu lingkungan dimana kebutuhannya dapat dipenuhi (Reddy et al., 2008). BAL
dimanfaatkan dalam industri makanan untuk beberapa alasan dan tujuan.
Pertumbuhannya berakibat menurunkan kandungan karbohidrat bahan pangan yang
difermentasi, dan penurunana pH karena produksi asam laktat. Proses asidifikasi adalah
salah satu €fek yang diinginkan dari pertumbuhan BAL. pH bahan pangan dapat turun

hingga dibawah 4,0 yang cukup rendah untuk menghambat pertumbuhan sebagian besar

AU D01; Holzapfel et
o

karbohidrat terfermentasi. Karakteristik BAL adalah gram positif, tidak membentuk
spora, katalase negative, anaerob tetapi acrotoleran (untuk bentuk bulat dan batang) yang
toleran terhadap asam dan memproduksi asam laktat sebagai produk akhir terbesar
selama fermentasi' gula (Axelsson, 2004). Walaupun demikian, pada kendisi tertentu
beberapa BAL tidak menunjukkan semua karakteristik tersebut. Schingga gambaran

yang paling umum BAL adalah gram positif dan ketidakmampuan untuk mensiniesa
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gugus forfirin. Ketidakmampuan mensintesa forfirin (contohnya, heme) menyebabkan
tidak terdapatnya katalase dan sitokrom dalam BAL (taripa suplementasi heme dalam

media pertumbuhan). Oleh karena itu, BAL tidak memiliki rantai transport elektron dan

menggunakan fermentasi untuk menghasilkan energi.

BAL tidak dapat menggunakan oksigen dalam produksi enherginys, sehingga

BAL tumbub pada kondisi yang anaerob, tetapi tetap dapat tumbuh dengan keberadaan

oksigen. Mereka terlindung dari oxygen by-product (contohnya, Hy02) karena memiliki

peroksidase. Karena BAL menghasiliéan energi yangteadah, BAL tumbubh iebih lambat
dibandingkan mikroba yang mampu melakukan fespirasi, dan tmenghasilkan koloni yang
kecil 23 mm. BAE/dapat tufgbuh pada suhu 5 — 45°@sdan toleran terhadap kondisi
asam, derigan (Sébagian besar strain mampy, |tumbuh padg”pH 4.4, Pertumbuhannya
opti numpada |0 H 5,5 —6;5 dan membutubikan plitrist kompleks seperti asam amino,
peptida, basa nukleotida, vitamin, mineral asamilemak dan karbohidrat. /$elain itu, BAL
memproduksi sejamlah kecil senyawa orgaiik yang memberikan aromd dan flaver pada

produk hasil fermentasinya (Axelsson, 2004},

Genus BAL terbagi menjadi tiga kelompok berdasarkan’ pola fermentasinya

(Gambar 1):

a. Homofermentatif; menghasilkan lebih dari 85% asam laktat dari glukosa. BAL
memfermentasi | mol glukosa menjadi 2 mol asam laktat, menghasilkan 2 mol
ATP per molekul glukosa yang dimetabolisme. Asam laktat adalah produk utama
fermentasi ini.

h  Heterofermentatif; menghasilkan hanya 50% asam laktat. BAL ini memfermentasi

1 mol glukosa menjadi | mel asam laktat, 1 mol etano] dan 1 mol CO;. Satu mi6]
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ATP dihasilkan dari satu ol glukosa, menghasilkan pertumbuhan yang lebih

repository

rendah per mol glukosa yang dimetabolisme.
c. Kurang dikenal sebagai spesies heterofermentatif yang mempreduksi DL-asam
laktat, asam asetat dan karbondioksida.
Menurut Benson (2003). sistem nomenklatur bakteri dapat diidentifikasi derigan
beberapa kategori :

1. Moxfolegi : Ukuran, bentuk, rangkaian sel, ada tidaknya spora. ada tidaknya

flagella, kedudukan dan jumlah flagella se

_ y‘a kapsula.
2. Karakteristik kﬂbo dispoptin ntuk tumbuh (pH. suhu, dll)
o MREBR
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Gambar 2. Skemn Identifikasi Bakteri Asam Laktat Sampai Pada L evel Genus
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f.6. Bakteri Asam Laktat Amilolitik

Bakteri asam laktat amilolitik telah didapatkan dari berbagai makanan
terfermentasi dari bahan berpati, terutama dari kasava dan serealia (jagung dan sorgum).
berasal dari Afrika (Nwankwo e af., 1989), dan spesies baru Lactobacillus

manihotivorans (Morlon-Guyot et al., 1998) yang diisolasi dari fermentasi pati kasava

asam di Colombia. Olympia ef al~1995) melakul 'er.isasi strain amilolitik L

plantarum dari burong is makan eA@snB ﬂhua dari

‘erment ga telah diisolasi ﬂ

ikan dan beras di Filipina.

Strain amilolitik L

jagang Benin

menjelaskan strai
tradisional bert
makanan berpati ya

bakunya.

Peran BAL telh dijelaskan, bahwa mono dan disakaridd,

\

sukrosa, yang secara alamii.ada pada serealia dan kasava, teldh fersedia untuk fermentasi

seperti ghtkoss dan

asam laktat. Berbagai bentuk pengolahan bahan baku dapat menentukan komposisi
mikrobiota dam; khususnya, keberadaan BAL. amilolitik (Guyot er af., 2000). BAL
amilolitik telah berulangkali diisolasi dari makanan tradisional berbasis serealia dan

Olytnipia er al., 1995; Sanni et al., 2002). Berdasarkan kemampuan a-amylase yang

dimiliki untuk menghidrolisa pati secara parsial, BAL amilolitik dapat memfermentasi
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berbagai macam bahan baku berpati. seperti jagung , (Nakamura, 1981), kentang atau

kasava (Giraud o al, 1994) dan substrat yang diperoleh dari bahan berpati lainnya

(Naveena et al., 2003 ; Vishnu er al., 2002). BAL amilolitik dapat mengubah pati secara

langsung menjadi’ asam laktat (Gambar 2). BAL ansilolitik menggunakan biomassa

berpati dM imengubahnya menjadi asam laktat dalam fermentasi langsung.

Amilolitik

Gambar 3 Moge skemafik produksi
umber : Reddy et al., ’

dari ayeasam, roti bergaram dari Asia. bubur v inuman noh alkohol.

Sebagian diantaranya diguna aktat” dengan fermentasi pati

secara langsung, atau dalam satu tahapan {single step fermentation) (Reddy et al., 2008}
Pengembangan untuk memproduksi strain yang memfermentasi pati menjadi asam laktat
secara langsung (dengan satu tahapan). sangat penting untuk membuat proses menjadi
lebih ekonomis.

Beberapa strain Lactobacillus spp. menghasilkan amilase ekstraseluler dan

memfermentasi pati secara langsung menjadi asam laktat. Hal ini disebabkan karena

19



fermentasi dengan BAL amilolitik akan menggabungkan dua proses yaitu hidrolisis
enzimatis substrat karbohidrat (pati) sekaligus fermentasi yang memanfaatkan gula yang
dihasilkan menjadi asam ldkiat (Reddy er al., 2008). Penelitian Calderon er al. (2001)
pada Lactobacillus fermentum strain Gi E| menunjukkan bahwa pertumbuhan dan
produksi amilase dari mikroba ini lebih tinggi dengan substrat maltosa dibandingkan
dengan pati, Hal' ini dapat dijelaskan bahwa efisiensi konversi pati dibatasi oleh
akumulasi |imit dekstrin ydng tidak terfermentasi lebih lanjut, sehingga membaiasi

perturnbuhan dan sirntesis amilase.

2.7. Asam laktat dan pérannya texhadap perabalian karakteristik pati

Asam lakidt’ (CsHqOf)(merupakan asam organik yapg non-valatil, tidak berbau
dan diklasifikastkan sebagdi’ bahan 'yang [aman digunakan )sebagai bahan tambahan
pangan (GRAS|\= Generally Recognized As Safé) eleh DA {Food and Drug
Administration). \ Merupakan prodik|phosesfermetitasi oleh bakteri asam laktat pada
proses pembuatan twentega, keju, 0. 7adofidgR gsam dan beberdpa pangan fermentasi
lainnya dan jemis asam yang pertama kali diproduksi secara bioteknologi. Secara luas
asam laktat telah dimanfaatkan sebagai asidulan, pemberi flavor/dan sebagai buffer pH
atau penghambat pertumbuhéan-bakteri-pembusuk-padabeibagai makanan olahan, seperti
permen, produk roti dan bakeri, minuman ringan, sup, olahan susu. selai dan jeli,
mayonais, dan telur olahan, seringkali digabungkan demgan penggunaan asidulan lainnya
(Dattd et al., 2006; Naveena, 2004).

Asam laktat terdiri atas tiga atom karbon dirnana satu terminal alom karben
merupakan bagian asam atau gugus karboksil dan bagian ujung atom karbon lsinnya

mengandung metal atau gugus hidrokarbon. Asam laktat ada dalam dua bentuk
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berdasarkan dua isomer optic aktif yaitu bentuk L (+) and the D (-) (Gambar 5). Asam
laktat bersifat larut dalam air dan pelarist organik yang menyerupai gir menusijukkan
sifat volatileé yang rendah, dengan suhu titik didih 122°C pada tekanan 14 mmHg. Asam
lakiat dapat dianalisa dengan ménggunskan enzim laktat dehidrogenase yang berikatan
dengai MAD (Nikotilamid adenine dinukleotida). Metode kolorimetri juga dapat
digunakan untuk menentuken {dd asam laktat yang terkandung pada produk tertenti.

@S chromatography dapat digunakan setelah dilakukan esterifikasi asam lakiat

walaupun hasilnya tidak memuagkan. Kromatografiveair dapat diptmakan déngan

berbagai variasi tekiiis unhik’analisis Jegautitahf dag pemisaharisomier optiknya..

COOH COOH
H == OH HO=—C— H
Cli; CH, |
1 () leverotatory iactic acid .= [ f+) dextrorotatory [actic acid|

Gambar 4. Struktur isomer D dan L asam laktat (Sumber : Reddy et al., 2008)

Produksi asam lakist.dari bahan berpaii dilakukap-deéngan melalui wahapan
sakarifikasi yang selanjutnya dimanfaatkan oleh bakteri asam laktat sebagai substrat
pada progés metabolismenya. Asam laktat juga dapat dihasilkan langsung dari pati
dengan fermentasi menggunakan BAL vang memiliki kemampuan produksi amilase
ekstraseluler (Petrov, et al., 2008).

Asam laktat dapat menyebabkan degradasi pati, mengubah struktur pati dan

mengakibatkan perubahan karakteristik granula pati. Perlakuan asam dapat
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memodifikasi gramula tanpa menyebab perubahan yang substansial pada bentuk granula
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patinya (Gunaratne dan Corke, 2007). Molekul asam terutama menyerang bagiah
amorphous dan selanjutnya secara simullan menghidrolisis amilosa dan amilopektin.
Perendaman biji jagung dengan asam laktal mengakibatkan perubahan profil
viskositas pati jagung dan menurunkan karakteristik pastingnya (Haros ¢t al., 2003), hai
yang sama ditemukan pada pati kasava yang diberikan perlakuan asam laktat (Bertolini
nentasi asam (Numfor e al., 1995). Tidak

et al., 2000). dan pada pati kasava setelah-fe \
terdapainya asam lakiat pensi pati menunjultkan bahwa degradasi oleh asam

pads
laktat mungkin terjadi gfﬁ Aﬁse% Asam laktat mungkin

berdifusi ke dalapf granul@pat selama hidrasi dan s@ng, pun granula pati
) S

latinisasi { el d., 2003)
Atinisasi {4 ., &35
oy %

as yang dimasak

dengan air terdisti' ara berturut-turut

Kondisi tersebut dapat disebabkan :

lebil rapuh dan pecab lebilizpepat. se engasaman.-Granula pati hasil pengasaman

vang selanjutnyad 1 | menunjukkan kondisi permukaan yang lebih halus, solid dan
tidak porous, dibandingkan pati yang tidak diasamkan. Hal tersebut menunjukkan bahwa
pati beras yang telals diasamkan tergelatinisasi lebih baik, sehingga ukuran pori-pori
menjadi lebih kecil (Ghasemi ef al., 2008).

Pati kasava yang direridam dalam larutan 0,1 N KMnO, selanjutnya diberi

perlakuan asam laktat 1% juga menunjukkan pengembangan granula yang lebih baik
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(spesifik volume 18 mlfg) dibandingkan dengan pati kasava tanpa perendaman (3.2
ml/g)., pati kasava asam komerstal (10 ml/g) atau pati kasava yang direndam dengan
asam sitrat (14.6 ml/g) (Demiate et al., 2000).

Pati kasava yang difermentasi secara alami mengandung asam laktat, asam

asetat, asam butirat dan asam propionat (dimana asam laktat terdapatdalam jumlah yang

lebih besar), menumjukkan

va perubzhan pada permukaan granula yang

menunjukkan adanya penyerangan oleh asam. Peningkatan porositas yang terjadi pada

baking (Metres et al., 1997)

Modifikasi tapioka karena keberaddan asam laktat di dalamnya bessama deéngan
pengeringan matahari, terbukti meningkatkan volume spesifik biskuit yang dibuat dari

tapioka termodifikasi tersebut, tetapi tidak terjadi jika digunakan pati hasil pengeringan

‘dengan OVEN (Plata-Oviedo dan Camargo, 1998). Fenomena ini mungkin karena akibat

gabungan reaksi-reaksi asam laktat dan penyinaran UV matahari pada pati kasava

dengan akibat degradasi pati yang berkaitan dengan kemampuan pati untuk
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mengembang pada baking (Bertolini &t al., 2000; Bertolini er gi.; 2001). Fermentasi pati
jagung dan pengeringan matahari, tidak berakibat menjadikan pati jagung mengembang
pada haking (Bertolini ef al., 2000).

‘Tapioka yang diasamkan dengan penambahan asam laktat dan disinari dengan
laripu merkuri pada panjang gelombang 250-600 nm, berpengaruh nyata terhadap
kemampuan pengembangan (Bertolini ¢7 af., 2000). Penemuan ini menegaskan bahwa

baik tapioka asam maupun tapioks yang diberi asam lakiat den disinari UV,

e mo‘ﬂ@ﬂs’“
besar berdasar pérgukuran Qengan Rapid Visco Adglyzer (Betiolini er al., 2000;
K Z

Caramgo er €l(,1988), s@ﬁ ciri pat "9““1'-‘}’?’ a asan %Pe“% el alll1937).

4@: <

\, akhir yang sangat

UN
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BAB IIl. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

31 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah melakukan seleksi bakteri asam laktat hasi] isolasi
dan mengkaji peran bakteri asam laktat terpilih terhadap perubahan granula pati kasava
pada berbagai komdisi fermentasi. Seleksi jenis bakteri asam laktat didasarkan

kemampuan fumbuh pada media kasava. Selanjutnya strain terpilih dikaji perannya

gan menganalisis perubahidan

uan bangannya selama
i dengan Scanmng‘ﬂ@on Microscopy (SEM).
e
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Penelitian ini disusun secara bertahap di mana setiap tahapannya merupakan
tindak lanjut dari tahap yang schelumnya. Dengan mempertimbangkan distribusi waktu
dan sumber daya, maka penelitian ini dibagi berdasarkan waktu pelaksanzan penelitian

(Gambar 4).

Tahap | : /A\

Isolasi bakteri hap 111

asam laktat Pengembangan

amtlalmk dan Pengembangan

tepung dm pati
kasava asam
dengan metode
fermentatif
pada mediam
diperkaya
untuk
modifikasi
granula pati
serta sintesis
baking
behaviournya

Gambar 5. Fishbone penelitian secara Keseluruhan

4.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan
Penelitian  ini  dilaksanakan di Laboratornum Mikrobiologi  Pangan dan

Laboratorium Bioteknologi Pangan Jurusan Teknologi Pangan Hasil Pertanian, Fakultas
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Teknologi Pertanian — Unibraw Malang mulai bulan Agustus 2009 sampai bulan
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November 2009.

4:2. Bahan dam Alat

Bahan yang digunakan adalah pati: singkong terfermentasi (JRT Bapak Sadikin,

Pati — Jawa Tengah), medium MRS merk Merck (Mann Rogosa Starch) (tab.

Mikrobiologi THP UBJ, Agar (Lab. Mikrobiologi THP UB), Pepton (Lab. Mikrobiologi

Jepang), glassware (merk Pyrex), sptula, imbangan digital (merk Mettler Toledo), ose,
kompor listrik, hot plate, stirrer, api Bunsen, mikroskop (merk Olympus),
Spektrofotometer (merk Jenway 6305), pH meter, kulkas (merk LG) dan Sentrifuse

dingin (merk Mikro 2ZR Hettich).

27

§

UNIVERSITAS

\
./’J




4.3. Metodologi Penelitian

Penelitian ini bersifat eksploratif/diskriptif dan dilakukan dalam empat tahap
sebagai berikut :
Tahap 1. Isolasi bakteri asam laktat (BAL) amilolitik dari fermentasi kasava

Sampel untuk isolasi diambil dari tahap fermentasi kasava pada industri growol

dan industri tgd @A Kemudian dari masing-masing batch diambil satupel secara acak,
untuk isolasi dan enumerasi BAL. Isolasi chm emumerasi dilakukan dengan metode
ditution platting dalam mediundi"MRS agar yang.ditambabkan kalsium karbonat.
Setelah dilakukan pemurmian, isolardkae disimpan, pada sufin — 40 °C. Isolat bakteri
asam laktat yang diperoleh, selanjutnya akan diidentifikasi dengasimelihat sifat-sifat
morfologi dan(fisiologisnya-seperti bentuk dan ukuran sel, teaksi Gram, uji katalase dan
uji sifat amilglitiknya. Uji biokimiawi akan mengeunakan APISO. |Berdasar pada

karakter isolat akan diidentifikasi spesiespyea

Sampel dar| tahap fermentasi tapioka

V

Penumbuhan pada media MRS dengan
suplementasi kalsitm karbonat-dan
natrium azida

=

Isolasi dan enumerasi BAL yang tambuh
dan disekelilingnya terdapat ‘clear zone’

!

Isolat BAL amilolitik

Gambar 6. Diagram alir penelitian isolasi bakteri asam laktat
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Tahap I1. Seleksi isolat BAL amilolitik dalam degradasi medium berbasis pati
Isolat hasil isolasi pada tshap pertama diuji kemampuannya tumbuh pada

medium berbasis pati secara kualitatif maupun kuantitatif. Uji secara kualitatif dilakukan

dengan menumbuhkan isolat pada medium starch-agar unt UK mengetahui kemampuan

tumbuhnya. .

Isolat BAL amilolitik

Gambar 7. Diagram alir penelitian Uji po tkteri agam lakeat

Tahap 111 Pengembangan metode fermentasi pati dan hancaran kassva

Fermentasi pati kasava tradisionil mempunyat ciri berlangsung lambat. Proges
fermentasi  bisa berlangsung selama beberapa hari untuk mencapai tujuan yang
diinginkan. Hal tersebut kemungkinan besar disebabkan nutrisi kasava tidak cukup
untuk perfumbithan bakteri asam laktal. Pada penelitian ini akan dilakukan studi tentang

penambahan nutrisi ke dalam media fermentasi kasava agar proses férmentasi
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berlangsung lebih cepat. Dalam medium fermentasi ditambahkan sumber nitrogen, yaitu
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pepton, yeast ekstrak, pada berbagai konsentrasi. Jumlah penambahan dipilih pada
konsentrasi y WQ optimiini, yaitu pada konsentrasi yang mulai menyebabkan saturasi laju
perfumbuhannya. Selanjutnya masirig-masing isolat bakteri asam laktat ditumbuhkan
pada medium pati dan hancuran kasava yang telah diperkaya. Pada tahap férmentasi juga
akan dicari tingkat penggunaan inokulum dan waktu fermentasi yang eptimum. Tingkat
inokulasi yang akan dipefajari adalah 10 =107 sel/ml. Selama waktu fermentasi akan

diamati laju pertambuhan sel, 1an pH dan pr. i asam laktat. Selanjutnya pati

atau kancurdh Kasava matahari sampai kering,

digiling dan dilihatsifat me%ﬂm

I S, o)
(perlakuan ' irasi growth fantor%
: b ingkalin: .E' n lama fermenta;/: _

Tepung dan pati kasava asam

Analisis 1

lnju pertumbuhan sel, in - =

kandungan guls. penurunan \pl! Penyinaran sinar uv dan
dan produksi asam Jakiat Pengerin

Karakterisasi warna dan baking behaviour

Gambar 8. Pengembangan metode fermentatif dengan medium diperkaya
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Tatap I'V. Karakterisasi tepung dan pati kasava asam
BAL amilolitik terpilih selanjutnya akan digunakan pada tahapan fermentasi
untuk menghasilkan pati kasava. Pati kasava asam yang dihasilkan akan dibandingkan

karakteristiknya pati kasava tanpa fermentasi dan hasil perendarmian dengan asam lakiat.

: Karakterisasi pada tahapan ini meliputi analisis karakteristik wama (Mestres ef al.,
1997), analisis karakteristik mikroskopi menggunakan Scamning Electron Microscopy

(SEM), pH dan karakteristik pengembangan pati. (Demiate et al., 2000).

BAL Amilolitik terpihh

!

Bermentasi hancuran kasava pada dengan
fownulasi median dan kondisi fermentasi terpilik

l

Penyinaran sinar uv dan
Pengenngan

l

Pau kasavia asam kering

l

Perbandingan dengan tepung dan pati tanpa
fermentasi dan hasil perendaman asam laktat

|

'

Karakterisasi baking behaviour dan
mikroskopi granula

Gambar 9. Karakterisasi tepung dan pati kasava asam
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4.4 Pelaksanaan Penelitian
441 ProsesPengambilan Sampel

Bahan baku pati singkong terfermentasi didatangkan dari Industri Rumah {ah—
Bapak Sadikin Pati — Jawa Tengah. Pati terfermentasi tersebut diambil pada proses
fermentasi selama 5 hari dan 10 hari.
4.4.2 1sclasi Bakteri Asam Laktat Amilolitik

|. Bahan baku pati terfermentasi dilarutkan dengan menggunakan pepton dengan

inkubator dengan subiu 37°C sele '." E

5. Isolal yang su

inkubator dengan subu 37°C $elama 48 jam.

7. Pada 24 j am pertama kultur murni tersebiit diambil 10ul dengan menggunakan
micropipeife 10p] dan dengan menggunakan yellow tip untuk kemudian dilakukan
pengujian pewarnaan gram dan katalase.

8. Pada 48 jam masa inkubasi, kultur murni tersebut diambil 10ul dengan menggunakan

micropipette 10ul dan dengan menggunakan yeliow tip entuk kemudian dilakukan
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pengujian sifat amilolitik dengan diinokulasikan pada medium starch agar kemudian
diirikubasi pada incubator dengan suhu 37°C selaria 48 jam.

O. Setelah dinkubasi selama 48 jam, media pertumbuhan starck agar kemudian ditetesi
dengan menggunakan larutan iodine untuk menentukan sifat amilolitiknya.

443 1dentifikasi 1solat Terpilih

1. Isolat terpilih kemudian diidentifikasi menggunakan API 50 CH Strip dan AP| CHL

s

2. Isolat tersebut inokulasikan padahed UMAPL C ortek

mediam.

HLéqq% Nﬁb@#ﬁkﬂl dimasukkan kedalam API

3. Kemudian ned um AP

i berisi %mtskaxbon yang berbeda/agtuk dilakikan wji.
4. API 50 CH Srip kem diinkubasi pada inkubator @ an suhu 87°C selama 48
T J9 b <

5. Hasil dari uji tersebut kemudian ak an-d ‘A ! ﬁ dala APTWEB k dapat melihat

4.4.4 Karakterisasi\Isolat Terpilih . J/C |
[solat terpilih kemudian dilakukan karakterisasi meliputi penumbuhan isolat pada

suhu, pH. kadar NaC! yang-berbeda serta kemampuannya dalagn menghidrolisis pati.

a Suhbu (F. Regue. 1999 dengan modifikasi)

1. Isolat terpilih diinokulasikan pada media MRSB kemudian ditumbulikan pada suhu
yang berbeda yaitu 10°C, 37°C. dan 45°C lalu diinkubasikan selama 48] am

2. Penpamatan dilakukan dengan menggunakan Spektrofotometer dengan panjang

gelombang 600nm pada waktu tumbuh 0 jam, 24 jam dan 48 jam.

33



.aC.1

.ub

b pH (Cappuccine and Sherman, 200S dengan modifikasi)

repository

1. Isolat terpilih diinokulasikan pada media MRSB kemudiac ditumbuhkan pada pH
yang berbeda yaitu pH 4. pH 6, dan pH 8 lalu diinkubasikan selama 48 jam,

2. Pengamatan dilakukan dengan mengg

0 Spekirafotomerer dengan panjang
gelombang 600nm pada waktu tumbuh @ jam, 24 jam dan 48 jam.
¢. NaCl (Cappuccino and Sherman., 2005 dengan modifikasi)

1. Isolat terpilih diinokulasikan pada-media MRSB kémudian ditumbuhkan pada

kadar NaCl yang be dan 3.5% lalu diinkubasikan

menit.

4. Supernatan yang ada pada mikrotube kemudian diambil dan diencerkan
dengan aguades sampai 100 l.

5. Diambil larutan hasil pengnceran tadi sebanyak 10 mil kemudian diteteskan
iodine 1 ml kemudian ditera pada Spekirofotometer pada panjang gelombang

590nm.
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Untuk dapat menentukan isolat terpilih yang nantinya akan dikarakterisasi
dan diidentifikasi, maka isolat mumi sebelumnya harus dilakukan uji terlehih
dahulu untuk dapat memastikan bahwa isolat murni yang telah didapat adalah isolat
Bakteri Asarn Laktat dengan sifat amilolitik.

Uji yang dilakukan antara lain :

a Uji Pewarnaan Gram untuk meliligt apakah isolat murni yang telah didapat
memiliki sifat gram positif-atau gr aM negatives Hal tersebut digunakan untuk
4 N

bedakan 180l Aumi vang telab<li olong
mem / i éﬂﬂ@ CB#erg 0
tidak. 11 at mm&?lsebut tergolong bakte?@m

bakteri asam laktat atau

{

isolat | \ ifat gram {Ef" carefia St bakteri asam laktat
adaleh t <

b. Uji katalase untuk mefihat apakal

katalase pasitif atau katal' e :’

membed s0lat murni yan tergolong bakteri asam laktat atau
tidak. Jika isolz tat, maka pada uji ini

umi tetsebut tergolong bakteri asam la,

tsolat murni harus\begsifat katslase negatil karena sifat/dari bakteri asam laktat

adalah termasuk ke dalam katalase negative.

c. Uji Amilolitik untuk melihat apakal isolat mumni yang didapat memiliki sifat
amilolitik. Uji ind dilakukan dengan menginokulasikan isolat mumi yang telah
didapat pada media patidan diinkubasikn selama 48 jam. Untuk mielihat apakah

senyawa pati tersébut hidrolisis atautidak maka ditambahkan larutan iodine
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sebagai indicator. Larutan i0dineini bisa berikatan pada struktur helix pati dan
membentuk komipléks warna biru.
4.6 Analisa Data

Data hasil penelitian akan dianalisa secara deskriptif/eksploratif dengan cara

membandingkan menggunakan literature vang telah ada untuk dapat menyimpulkan

hasil daripenelitian 1ersebut.

cagan  kemampuan/| mengurai
sianogenik dan pe il asam

sp  mengurai glikosida | .:, m
sianogenik terlarut  dan akutt -

laktat pada jus

Pengembangan metode | = Metode  fermentasi uk memperoleh
fermeniatif  pada curan | tepung kasava yan mengembang pada
va

kasava dan pati kasa
* Medium diperkaya yang dapat mempercepat
fermentasi

Karakterisasi tepung dan pati | = Karakter tepung dan pati kasava asam hasil
kasava  terfermentasi hasil | pengeringan
pengeringan dengan sinar uv
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BAB \/ HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Isolasi bakteri asam laktat amilolitik dari fermentasi kasava
Mikroorganisma yang tumbuh selama fermentasi kasava bersuksesi sesuai
dengan kondisi lingkungan tempat hidupnya, tsrmasuk pula bakteri asam laktat. Bakteri

asam laktat yang bersifat amifolitik akan fumbuh pada substrat yang tinggi kandungan

patinya atau sumber karbon utamanya adalah pati. Ise

diharapkan aka,‘, .;- oleh %wpg@og#

lasi BAL pada fermentasi kasava

g i

fermentasi pati 42
Oleh sebab itu iso

penelitian ini.

mikrobia terutama adalah dari pati, itulai Sebabnya terdapat beberapa isolat dengan
karakter amilolitik. Isolat NON amilolitik akan sulit tumbuh atau hanya tumbuh bila

sebagian pati telah didegra

fasi menjadi gula, sedangkan isolat dengdn karakter
amilolitik yang lemah akan tumbuh lebili lambat. Tabel 2 menunjukkan bahwa pada
fermentasi pati selama 5 hari masih terdapat bakteri yang bukan BAL dan BAL yang

mampu tumbuh dan memilliki karakter amilolitik walaupun lemah.

37

%

UNIVERSITAS




Tabel 2. Karakteristik isolat hasil isolasi dari fermentasi pati kasava selama 5 hari

Isolat Gram (+/-) Katalase (+/-) Amilolitik (+/<) Mortologi
Fermentasi 5
| S TSRS S ——
Al 4 - = Batang pendek
A2 4 - - Batang sgt pendek
Bl t - - Batang pendek
B2 i - - Batang pendek
B3 i - - Batang pendek
B4 1 . - Batang sgt pendek
BS 1 - - Batang pendek
B6 - - + Batang panjang
B7 4 - . Batang sgt pendek
BE + - + Batang sg pendek
B9 i " - Ratang pendek
B10 % - 4 Batang pendek
Bll - - t Batang sgt pendek
Bi2 t . - Batang pendek
B13 1 - . Balang pendek
Bi4 % - i Batang pendek
B15 - - 1' Batang sgi pendek
Bl& g - - Batang pendek
BI17 + - - Batang pendek
Bl§ t - - Batang pendek

3. Karakteristik isolat hasil isolasi dari fermentasi pati kasava selama 10 hari

Iso]lat (+/-) Katalase () Amilolitik (+/£) Morfologi
Fen 10 -

Al . - Batang sedang
A2 - 4 Batang pendek
A3 + . - Rutsng pendek:
Ad iy Batang

AS i B pendek
AL - Batang pendek
A7 Batang panjang
AR + Batang pendek
Bl ++ Batang pendek
B2 _ Batang pendek
A3 . Batang pendek
B4 - Batang set pendek
B3 - Batang pendek
B6 4 _ Batang pendek
3_37 - Batang pendek
BE : ~ Batang pendek
B9 . " Batang sgt pendek

 Kelerangan ; + fﬁuﬁunjukk;m Lumklcr_pus.iiil'. -+ méiuﬁjukkan karakter positif yang lebih jelas
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Tabel 2 dan 3 menunjukkan bahwa BAL hasil isolasi didominasi isolat dengan
bentuk batang (Lactobacillus). Karskteristik BAL adalah gram positif, tidak membentuk
spora, katalase negative, a n  d tetapi aerotoleran (untuk bentuk bulat dan batang) yang
toleran terhadap asam dm memproduksi asam laktat sebagai produk akhir terbesar
selama fermentasi gula (Axelsson, 2004). Penelitian yang dilakukan oleh Guyot and

Marton-Guyot {2001), Merlon-Guyet ef o/. (1998}, Lacerda ¢ «l. (2005) dan Sanni et .

amasémakin besar

/

ih /pesamya sintesis

qiefitasi pati yang lebih |
—H t]

semakin lama

sehingga bakteri tersebut berusaha memproduks ilase yang lebih banyak untuk
mendegradasi pati menjadi glukosa yang dimanfaatkan lebih lanjut untuk proses
metabolismenya dalam menghiasilkan energi. Reddy er /.(2008) | ug menyatakan,
bahwa beberapa spesies BAL menghasilkan amilase ¢kstraseluler dan memfermentasi
pati secara langsung menjadi asam laktat, Hal ini disebabkan karena fermentasi dengan
IBAL amilolitik akan menggabungkan dua proses yaitu hidrelisis enzimatis substrat

karbohidrat (pati) sekaligus fermentasi yang memanfaatkan gule yang dihasilkan
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menjadi asam laktat dak

Ketiga isolat yang diperoleh dari fermentasi pati kasava selama 10 hari
diidentifikasi lebih lanjut untuk mengetahui apakah semuanya berasal dari spesies yang
sama atan tidak, identitas isolat tersebut juga dibandingkan deéngan isolat koleksi yang
sudah diketahui spesiesnva yaitu Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum,

yang diperoleh dari Food and Nutrition Cultute Collection, PAU Pangan dan Gizi,

ang terdiri dard 49 jenis

karbohidrat adalah pada Ta \ AS B
Tabel 4. Hasil [denti Q-:qanmc dengan mﬂlﬂ CHL
B
K.: lﬂen'bﬁ 2 (AN, erangan

s

Bl
BS
Type culture 1 Lactobacillus plonte
Type culture 2 Lactobacillus fermeptum 2

/ -g
- \
! -‘" "' = B
: ‘Fﬂ ;
- . 60
ﬂh
e
ootary \ A
& ¥
onia

L

dan Lactobacillus fermentum 2 adalah-spesies-yang-sama dengan strain yang betbeda,
oleh sebab itu keviga isolat ini akan diuji lebih fanjut untuk mengetabui apakah isolat
tersebut berbeda satu dengan yang lain dan dengan isplat npe culture yang telah

ditemukan sebelumnya.
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52. Seleksi isolat BAL amilolitik dalam degradasi medium berbasis pati

Kemampuan isolat dalam degradasi pati sangat menemtukan kemampuan
tumbuhnya pada medium berbasis pati dan produksi asam laktat. Oleh sebab itu kelima
isolat yang teridentifikasi diseleksi lebih lanjut untuk mengetahui iselat yang paling
potensial, yang nantinya akan digunakan sebagai inokulum dalam fermentasi pati untuk
menghasilkan pati yang mengembang saat_pemanggangan. Hasil seleksi ditunjukkan
pada Tabel 5.

Tabel 5. Karakteristik pertumbubanisolat pada pH rendak

Sampel HA3(OD absorbansi pada 600'nin)
RET 24 jam 48 jam
A4 0, 011 0,538 0, 603
81 0,04 0,360 0,524
89 0,026 0,068 0, 152
L. plantarum Q® 0,345 1,004
L fermentum 0,016 0,469 1,337
Sampel fH 4 (OD absorbansi pada 600 nrm)
0jam 24 jam 48 [am
A 0,007 1,838 3,605
B1 0,01 1,897 3,308
B9 0,003 1,854 3,74
L, plantarum 0,001 4,72 5,124
L. fermentum 0,006 5,02 5,0i2
Sampel [H 5 (OD absorbansi pada 600 nm)
9 jam 24 jam 48 jam
A4 0,015 1,983 4,995
B 0,012 1,961 4737
89 0,016 6,035 6, 34
L. plantarum 0,005 6,798 8,583

L. fermentum 0,008 7,003 8,318
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Seleksi kemampuan fumbuh isolat pada kondisi media yang asam diperlukan
untwk mengetahui isolat yang tahan pada kondisi pH readah, karakteristik ini akan
sangat bermanfaat untuk aplikasi isolat tersebut sebagai inokulum pada pembuatan

berbagai produk terfermentasi terutama yang bertujuan untuk menghasilkan asam

laktat. Pada pembuatan pati kasava asam, asam laktat merup kompoenen penting

yang dapat menyebabkan de_ struktur pati dan mengakibatkan
gpati. Perlakuan asafmgdapat memodifikasi granula tanpa

isolat rata-rata mampu tumbuh pada pli 4dan 5.

Isolat yangakan digunakan sebagai inokulum pada suate proses fermentasi juga
diinginkan memiliki kemampuan tumbuh pada range sithu yang bérbeda, hal ini dapat
bermanfaat untuk mengantisipasi perubahian suhu selama proses férmentasi berlangsung
atau dalam usaha untuk mempercepat atau memperlambat proses. Kelima isolat

memiliki kemampuan yang berbeda selama ditumbuhkan pada subu 10, 37 dan 45°C.
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Semuz isolat mampu tumbuh baik pada suhu 37°C yang adalah memang subu optimal
bagi pertumbuhan berbagai jenis BAL. Axelsson (2004) menyatakan bahwa BAL dapat
tumbuh pada suhu § — 45°C dan toleran terhadap kondisi asam, dengan sebagian besar
strain mampu tumbuh pada pH 4;4. Pertumbuhannya optimum pH 5.5 — 6,5 dan
membutuhkan nutrisi kompleks seperti asam amino, peptida, basa nukleotida, vitamin,
mineral, asam lemak dan karbohidrat.

0D (600) nm
25

[solat A4 tumbuti lebih baik pada stihu 10°C dibandingkan dengan isolat lainnya,
sedangkan pada suhu 45°C isolat Bl tumbuh lebit baik walapun tidak berbeda nyata
dengan isolat A4 (Gambar 10). Isolat A4 merupakan isolat hasil isolasi dari pati kasava
dengan kemampuan tumbuh yang terbaik pada pH rendah dan suhu rendah,
kemampuannya ini menyebabkan isolate A4 paling potensial digunakan untuk

memfermentasi pati kasava
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43 Pengembangan metode fermentasi pati kasava

Untuk menghasilkan pati kasava dengan karakteristik mengembang dalam waktu
yang lebii singkat, dibutuhkan pengembangan metode fermentasi untuk mempercepat
Proses yaitu dengan menambahkan sumber nitrogen, nitrogen ini adalah faktor pembatas
pertumbuhan BAL untuk tumbuhk pada media pati kasava yang oleh sebab itu periu
ditambalikan dari [uar. Perubahan keasaman media dan jumlah BAL yang tumbuh

merupakan indikator bahwa nutrisi yang diberikan dapat mempengarhi pertumbuban

BAL tersebut pada mediapati kasa entah (Gatbas [1 dan 12).

memberikan pH \lerendah |pemifnan ferdrastis dari pH awal adalah pada

menghasilkan penurunas masing-masing 1%.

Diantaranya ketiga perlakuan tersebut, penggunaan nutrient campuran pepten dan yeast
ckstrak menghasilkan penurunan pH yang terendah, hal ini berarti babwa campuran
nutrient ini dapat memicu pertumbuhan BAL s¢hingga dapat menghasilkan asam-asam

organik iehih banyak dibanding perigkuan lainmya
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Gambar 11. Perubahan pH selama fermentasi dengan penambahan (A) yeast: (B) pepton
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Penambahan berupa sumber nitrogen pada fermentasi kasava terbukti cukup

repository.ub

efektif untuk meningkatkan pertumbuhan BAL , hal ini dapat dilthat pada Gambar 12,

o o 1 L% 2 2.5 k- 5
wiakta ferment s (jam]

c

Gambar 12. Perubahan jumlah BAL selama fermentasi dengan penambahan (A) yeast;
(B) pepton dan (C) pepton : yeast =1 : 1
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Peningkatan jumlah BAL terbesar terdapat pada perlakuan kombinasi pepton dan

repository

yeast ckstrak. hal ini dimungkinkan karena yeast ekstrak dan pepton vang digunakan
secara bersama-sama dapat memenuhi kebutuhan semua kebutuhan nitrogen dari BAA

(Gambar 13). BAL merupikan golongan bakteri yang membutuhkan nutrisi yang

kompleks selama pertumbuhannya seperti asam amino, peptida, basa nukleotida,
vitamin, mineral, asam lemak dan karbohidrat. ‘Selain itu, BAL memproduksi sejumlah

kecil semyawa organik yang tiemberikan aroma dan flavor pada produk hasil

=]

—&—plh

lumlah BAL [efu/ml

vl

Waktu termentasi {jam)

Gambar 13. Perbandingan pertumbuhan BAL dengan penambahan beberap:
nutrien

Penambahan yeast ekstrak dan pepton pada media pati kasava mentah, dapat

meningkatkan pertumbuhan BAL lebih baik. Oleh sebab itu formulasi ini akan

Spet)

digunakan untuk selama fermentasi untuk menghasilkan pati kasava asam dengan tujuan

UNIVERSITAS

<
<
z
2




.aC.1

.ub

untuk memperpendek waktn fermentasi. Penelitian dari Marcon et al.(2006) yang

repository

menambahkan sirup glukosa untuk memacu produksi asam laktat dapat miengurangi
50% waktu fermentasi menjadi 10 hingga 25 hari. Sedangkan penelitian Apike and
Okafor (2008) yang menambahkan ghikesa, nitrogen dan fosfat selama fermentasi gari
menunjukkan bBhVA nutrisi akan dapat meningkatkan pertumbuhan BAL pada batas
jumlah tertentu, lebih dari jumlah yang optimal penambahan nutrisi tidak dapat lebih

mempercepat pertumbuhan.

permukaannya. Bagian granula yang rusak besar adalah pada ujung, bhal ini

menunjukkan bahwa kerusakan berawal dari bag:an tersebul. Tipe kerusakan yang
ditimbulkan juga berbeda antara dua BAL yang teridentifikasi memiliki jenis yang sama

yaitu Lactobacitius plantarum.

48

%

UNIVERSITAS

A
(f"m o
\ EE
S

/




Gambar 14. Kenampakan granula pati : A. lanpa fermentasi. B. fermentasi dengan L.
fermentum (type culture 2) dengan  kemampuan amilolitik tinggi. C.
fermentasi dengan L. fermentum Ad. D. fermentasi dengan [. fermentum
B1. E. fermentasi dengan L. plantarum B9 dan I, fermentasi dengan L.
plantarum (type culture l).
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Granula pati pada gambar B adalah Lactobacillus fermentum yang memiliki
'kemampuan tumbuh cepat pada medium pati dengan kemampuan amilolitik yang lebih

tinggi. Granula pati tampak diselimuti lapisan yang meriyebabkan kerusakan granula

.tidak hanya terjadi pada bagian ujung tétapi selurub bagian granula tersebut. Hal yang

sama juga ditunjukkan oleh penelitian Giraud et el. (1994} dan Marcon er /. (2006),

hanya saja kedua penelitian ye

jenis L. plantarum. Ke

(amilolisis) dapat mempengaruhi permukaan granula pati dan porositashya. Porositas
dan area permukaan adalah karakteristik yang penting dari material padat, termasuk pati,
karena dapat menentukan konduktivitas termal, difusivitas thermal, koefisien difusi

massa, sifat mekanis dan teksturainya
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

V,1. Kesimpulan

Hasil penclitian menunjukkan bahwa selama fermentasi pati kasava tumbuh
beberapa jesis bakter] asam laktat yang memiiiki kemampuan amilolitik. Isolat BAL
yang diperoleh dari fermentasi pati kasava sclama 10 hari memiliki kemampuan

amilolitik yang lebih besar dibandingkan dengan isolat dari fermentasi 5 hari. Tiga jenis

. ci”usﬂ?mum A narEe t

BAL dan penurunan 1 | : i engan penambahan yeast
¥ granula pati kasava yang
difermentasi dengan lima n-bahwa pada kondisi dan lama
fermentasi yang sama terjadi perubahan struktur granula yapg berbeda. Isolat dengan
kemampuan amilolitik yang tinggi yaita L. fermentum (type culture) dan L. fermentim
A4 menghasilkan kerusakan gramila yang lebih besar, Akan tetapi kerusakan granula
sehingga menyebabkan terbentuknya lubang (eavity) yang besar akan menyebabkan

granula paii lebih sulit memuai dan menahan gas s2at proses pemanggangan. Kerusakan
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granula pati pada fermentasi dengan isolat L. fermentum A4 relatif lebih rendah sehingga
kemampuan dalam mengembang terjadi lebih baik.
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Karakteristik isolate .. fermentum A#4 perlu dieksplorasi lebib lanjut terutama
bila akan digunakan sebagai inokulum untuk produksi asam laktat dari pati mentah.
Identifikasi isolat berdasarkan struktur DNA 16 § perlu dilakukan untuk mengetahui

strainnya.
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Lampiran 2. Artikel llmiah

ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI ASAM LAKTAT AMILOLITIK
DARI FERMENTASI PATI KASAVA

Widya Dwi Rukmi Putri’, Elok Zubaidah, Dian Widya Ningtyas, Nus Hidayat
Abstrak

Bakteri asam |aktat (BAL) amilolitik berperan penting pada pembuatan pati
kasava asam. Fermentasi asam laktat dan inar matshari mempengaruhi karakteristik

inokulum murni pada prose

bari memiliki karakterissikamilolit eg@b
'udenu w bagai %ﬂw \
Lacto

karakteristik amiloli
ghtum | t BI) dan
i ’ e culture

Jermentum A /
yang lainnya.

.

‘.
eri A ”H"
S

NDCHARACTEREZATf
ERIA FROM CASSA\A

Amylolytic ;ach
of sour cassavadtarch. acticacid fermentation
and sun drying are relatec ate
ferrmentation for ten days, h : 0
identified as Lactobacillus fermentum ﬁsolate A4) Lactobacillus férmentum | (isolate
B1) dan Lactobacillus plantarum | (isolate B9). The differences of these isolateswith
isolates from Food and Nutrition Cuiture Collection PAU UGM showed that
Lactobacillus fermentum A 4 has a better ability to grow in low pH medium (pH 3) and
low temperature (10°C) than another isolates.

Keyword: pufikasava asam, lactic acid bacteria, starch granule
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Pendahuluan

Bakteri asarm lakiat (BAL) terutama Lactobacillus, telah d i i u i memiliki
peran penting pada fermentasi pati kKasava asam. Aktivitas BAL pada fermentasi bahan
berpati tersebut berperan terhadap perubahan karakteristik produk untuk produksi asam
laktat, enzim spesifik, dan senyawa aromatik (Camargo ef al.,1988; Cereda er al., 1995:
Demiate ¢/ al.,1999; Marcon et al., 2006). Asam laktat yang dihasitkan menyebabkan
pula perubahan mikrostruktur patinya sehingga mempengaruhi sifat amilografi dan
viskositasnya (Bertolini &7 a7., 2000, Plata-Owviedo and Camargo, 1998).

Kajian mikrobiologis pada fermentasi alami pati kasava asam produksi industri
di Columbiamengarah kepada isolasi bakteri asam laktat amilolitik, L. manihotivorans
yang bersifat homolaktik menghasilkan-tebih 0ai~88% L{+)-asam laktat (Marlon-Guyot
et al., 1998), sedangkan Lacerdda” ¢/ al. (2005) ‘wienemukan L. pian{arum dan L.
Jfermentum yang dominan p3ds fermentasi zlami di 2 pabrik di Brazil, selain ity juga
menemukan L. perolans-dan L. &revigh Selanfitnya, hasiNisolasi Artke and Okafor
(2008) menunjukkan” bahwaCsBaciobacillus ‘plamtarum 2an.  Lactobacillus  sp.
menghagilkan kalZr metidnin yang tertinggi pafidPkdcava ‘tecfermentasi, yang
menunjukkan kémampuan %akieri rersebut pada media betbetis kasava:

Baktefy asam [lekiat amilolifik “eleh~ didapatkan”™ dari berbagai makanan
terfermentasi dari bahan.b&pati, teritama darl kasava dan serealia (jagung dan sorgum).
draindai Lactobacillu§ plantarum teldn dilsoldsi. 01 produlkasava terférmentasi yang
berasal dari Afrika (Nwankwo! ef (@f,  1989), /dan spesies bary Lactobacillus
manihotivorans, (Morlon-Guyot et al., 1998} vang diisolasi dari fermentasi pati kasava
asam dii Colombia. Ofympia e al. (1995)helékirkan karakterisasi stfain amilolitik L.
plantarum dasi burong isda, makanan terfermentast terbuat dari ikan dan beras di Filipina.
Strain amilolitik\L. fermentum jugatgiah/dilisolasi periama kalinys/darl adonan asam
jagung Benin (ogi\dan mawe) oleh Agati &l (1998). Selanjutnya, Sanni e &l. (2002)
mefijelaskan strain amilolitik L. plantarum dan"L fermentum pada berbagai makanan
tradisional berbasis\\pati terfermentasi dari Nigeria, Pencarian/BAL amilolitik dari
makanan berpati yang terfermientasi didasarkan peda tingginya kandungan pat dari bahan
bakuttya, Berdasarkan \Kemampuan o-amylase yang dimiliki gntuk menghidrolisa pati
secara parstal, BAL ammiolitik-ddpat memfermentasi—bsfedzal macam baban baku
berpati, seperti jagung , (Nakamura,” T981), kentang atau kasava (Giraud er al., 1994)
dan substrat vang diperoich dari bahan berpati [ainnya (Naveena er d., 2003 : Vishnu ef
al., 2002). BAL amilolitik dapat mengubah pati secara langsung menjadi asam laktat
(Gambar 2). BAL amilolitik menggunakan biomassa berpati dan mengubahnya menjadi
asam laktat dalam fermentasi langsung.

Beberdpa Strain Lactobacillus spp. menghasilkan amilase ekstraseluler dan
memfermentasi pati secara langsung menjadi asam jaktat, Hal ini disebabkan kacena
fermentasi dengan BAL amilolitik akan menggabungkan dua proses yaitu hidrolisis
enzimatis substrat karbohidrat (pati) sekaligus fermentasi yang memanfaatkan gula yang
dihasilkan menjadi asam lakiat (Reddy er /., 2008), Asam laktat juga dipat dihasilkan
langsung dari pati dengan fermentasi menggunakan BAL yang memiliki kemampuan
produksi amilase ekstraseluler (Petrov, et d., 2008).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan BAL yang amilolitik yang dapat
dimanfaatkan untuk memfermentasi patl kagava ddlam wakiu cepat, juga dapat
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digunakan sebagai inokulum untuk produksi asam laktat dari pati mentah.

Bahan dan Alat

Bshan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah pati kasava mentah dari
industri tapioca di Pati. Bahan lainnya adalah pati larut (soluble starch), media MRS
brath (OXOID), yeadt ekstrak, pepton bacteriological, agar, aguades, alcohol, spiritus,
kapas dan kertas. Alat-alat yang digunakan adalah peralatan gelas (glass ware),
perangkat alat penyinaran UV shaker, incybator, Jaminar air flow, mikropipet set, stirrer,
vortex, autoklaf, spektrofotometer, buref-dan scanning electron microscopy (SEM).

T E
Sampel drtuk i ﬁlambﬂ dari tahap e eutasi kasava patfa industri

tapioka. Kenm / dari rn@g—masmg hat diambil | seca \ cak, antuk isolasi
dan enume -:--.3’ Isnw dan énwmerasi di

meas | ukan defigdn metoda wicm platting
dalam meditir MRS yan,g kar knlsium karbonat. lah dilakukan
pemuimian, lat "*a'impan ‘pada subt - 40/ Isol&akterl am laktat yang
diperoleh ', jmyaﬂan diidentifikasi /deng mehhabfat-sa orfologi dan
ﬁsiologzsnya i bentuk dan| bkdran sel i Gram, uji kataldse dan uji sifat
armle{:tlhya. i biokimiawi akan theng 150. Berdasar pada karakter isolat
skan diidentifiks si spesiesnya.
J |
Sampel dar  ' tasi tapioka
Penumbuhan pada media MRS deng /
suplementasi kalsium karbonrat d
k __natrium azida J
v
Isolasi dan enumerasi BAL yang tumbuh
dan disekelilingnya terdapat ‘clear zone'
|
Karakterisasi isolat hasil isolasi
Identifikasi BAL dengan APl 50 CHL
Gambar 1. Diagram alir penelitian isolasi bakteri asam laktat
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b. pH (Cappuccino and Sherman., 2005 dengan modifikasi)

I. Isolat terpilih diinokulasikan pada media MRSB kemudian ditumbuhkan pada pH
yang berbeda yaitu pH 4, pH 6, dan pH 8 lalu diinkubasikan selama 48 jam.

2. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan Spekrrofotomerer dengan panjang
gelombang 600nm pada waktu tumbuh 0 jam, 24 jam dan 48 jam.

Hidrolisis Pat

|. Isolat terpilih yang berumur 24 jam diinokulasikan pads media Starch Broth dan
diinkubasi selama 24 jam pada inkubator pada suhu 37°C.

2 Diambil 1| ml suspensi media menggunakan bfue tip dan mikropipet 1 ml dan
dimasukkan kedalam mikrotube.

3. Disentrifuse dingin dengan kecepatan 10,000 rpm pada suhu 3°C selama 10-menit.

4. Supermnatan yang ada pada mikrofube kemiudian diambil dan diencerkan dengan
aquades sampai 100 ml.

5. Diambil larutan hasil perignceran tadi sebanyak 10 ml kemudian diteteskan fodine 1
m} kemudian ditera pada Spekirofotomerer pada.panjang pélombang 550nm.

Hasil dan Pembahasan.

Isolasi bakteri ssam laktat amilolitik dari fermentasi kasava

Mikroorganism@=yang tumbuh-‘sslama fermentasi~kasava bersuksesi sesuai
dengan kondisi lingkungan tempat hitlupnya, tesmasuk pulabikteri asam laktat. Bakieri
asam laktat yang bersifit amilolitik akan' tumbph pada substrat yang tinggi kandungan
patinya atau sumber karbon utamanya adalah-pati. Isolasi BAL pada fermentasi kasava
diharapkan akan memperoleh BAL indigeneows vang memiliki kemampuan tumbuh
cepat pada media yang sama dm bersifatamilolitik. Hasil isolasi BAL amilelitik pada
fermentasi kasava pada pembuatan | growol tidak memperoleh igolat yarg potensial
dalam degradasi'|\ pati karena uji kualitatif menggunakan medig starch-agar tidak
menghasilkan zona\Jernili yang jelas. Sedangkan beberapa isolaf yang diperoleh dari
fermentasi pati dari\lndustri pati rakyat memiliki karakter amilolitik yang lebih jelas.
Oleh sebab itu isolat \asil isolasi dari pati kasdva terfermentasi yang dilaporkan pada
penelitian ini.

Selama fermentasi pati kasava sumber Karbon yang dapat dimanfaatkan oleh
mikrobia terutama adalah dari pati, itulah sebabnya terdapat beberapa isolat dengan
karakter amilolitik. Isolat non amilofitik akan sulit tumbuh atau hanya tumbuh bila
sebagian pati telsh didegradasi menjadi gula, sedangkan isolat dengan Kkarakter
amilolitik yang temah akan tumbuh lebih lambat. Tabel | menunjukkan bahwa pada
ferméntasi pati selama 5 hari masih terdapat bakteri yang bukan BAL dm BAL yang
mampu tumbuh dan rhemiliki karakter amilolitik walaupun iemah. Tabel 1 dan 2
menonjukkan bahwa BAL hasil isolasi didominasi isolat denpan bentuk batang
(Lactobacillus). Karakteristik BAL adalah gram positif, tidak membentuk spora,
katalase négative, anaerob tetapi aerotoleran (untuk bentuk bulat dan Batang) yang
toleran tertiadap asam dan memproduksi asam laktat sebagai produk akhir terbesar
selama fermentasi gula (Axélsson, 2004).
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Tabel 1. Karakteristik isolat hasil isolasi dari fermentasi pati kasava selama 5 hari

Isolat Gram (+/-) Katalase (+/-)  Amilolitik (+/-) Morfologi
Fermentasi 5
Hari
Al ¥ . - Batang pcndak'
A2 Kl - Batang sgt pendek
B! + : Batang pendek
B2 N = - Batang pendek
B3 + - - Batang pendek
B4 B - - Batang sgt pendek
BS + - - Batang pendek
B6 - + Batang panjang
B7 + - Batang sgt pendek
Bg + Batang sgt pendek
BY - Batang pendek
BIO + Batang pendek
B11 Batang sgt pendek
BI2 Batang pendek
BI3 Batang pendek
B4 Batang pendek
Batang sgt pendek
Batang pendek
Batang pendck

o . ,h i fermentasi pati va selama 10 hari

Amilolitik ( Morfologi

7. - Batang sedang

- Batang pendek

- Batang pendek

L Batang pendek

: B - Batang pendek

Ab z - Batang pendek

AT + - - Batang panjang

AB + - Batang pendek

Bi & - + Batang pendek

B2 # - HBatang pendek

B3 + - - Batang pendek
B4 4 - - Batang sgt pendek

BS + - - Batang pendek

B6 + - - Batang pendek

B7 + - . Batang pendek

BE ¥ E £ Batang pendek
B9 . - - Batang sgt pendek

Keterangan : + menunjukkan karakter positif, ++ menunjukkan karakter positif yang lebih jelas

Penelitian yang dilakukan oleh Guyot and Motlon-Guyot (2001}, Merlon-Guyot
et al. (1998), Lacerda et al. {2005) dan Sanni ef al. (2002) dengan sampel makanan
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tradisional berbasis patl terfermentasi, juga menghasilkan hd yang sama. Guyot dan
Morlon-Guyot (2001) menyatakan bahwa ssjamia ekstraksi pati secara basaly pada
prosesing kasava terjadi pembuangan guld-gila. Pada komdisi hi bersama dengan
produksi CO; merupakan kondisi yang cocok untuk sintesis amilase oleh BAL meskipun
demikian agaknya sanigat terbatas karena kandungan stimber nitrogen dalam kasava.

Isolat BAL vang diperoleh dari fermentasi pat{ yang lebih lama semakin besar
karakter amilolitiknya (Tabel 4), hal ini dimungkinkan karena lebil besamya sintesis
amifase yang terjadi. Seperti pemyataan Axelsson ef @l (2004), semakin |ama
pertumbuhan BAL semakin banyak glukosa yang dibutuhkan untuk proses glikolisis
schingga bakteri tersebut bernszha memprodiksi amilase yang lebih banyak untuk
mendegradasi pati menjadi glukosa yang-dimanfaatkan lebih lanjut untuk proses
metabolismenya daldm menghastlkan-energl, Reddy o al.(2008) jiga menyatakan,
bahwa beberaps spesies BAL menghasilkan amilase ekstraseluler dan memfermentasi
pati secara langsung menjadi asam laktat. Hal ini disebabkan karena fermentasi dengan
BAL amilofitik akan_mengeabungkan dua’ proses waitu hidrolisis enzimatis substrat
karbohidrat (pati) gekaligus fetinentasi yang memanfaatkan gmls yang dihasilkan
mienjadi asam laktat.
Identifikasi isolat

Ketiga(isolat yalQ diperoleh dan. /fermentasi pali_kasava selama 10 hari
diidentifikasi lebih lanj\dtamtik mengetahut apakah ssmuanysa berasal dat1 spesies yang
sama atau tidak, identitas-solat tersebut juga dibandingkan dengan isolal koleksi vang
sudah diketahui spesiesfiVa vaitu Lactobucillus plunt@rum dan Lactobacillus fermentum,
yang diperoleh \dasi Food and Nutkition Culture Collection, PAL Padgan dan Gizi,
UGM. Hasil identifikasi dengan KIJAPES0 CHL drip yang terdini dari 49 jenis
karbohidrat adalgh pada Tabel 3

Tabel 3. Hasil Identifikasi Isolat Amilolitik dengan kit AP 50 CHL

Kode Isolat Hasil identifikasi Ketegrangan
A4 Lactobacillus fermentum 2 99,6 % pood identification
Bl Lactebacillus fermentum 1 99,8.9¢ &xcellent identification
B9 Loctobocillus plantaruny1 99,8 % excellent dentification

Typeculturel toctobacillus plantarum 1 99,8 % excellent dentification
Type culture 2 Lactobacillus fermentum 2 99B % excelient d_e’nt’iﬁcmion

Hasi| identifikasi menunjukkan bahwa ketiga isolat yang diperolefr merupakan
dua spesies yang berbeda. Akan tetapi terdapat kemungkinan Lactobacillus fermentum |
dan Lactobacillus fermentum 2 adalah spesies yang sama dengan strain yang berbeda;
d eh sebab it ketiga isolat ini akan diuji lebith [anjut wntuk mengetshui apakah iselat
tersebuyt berbeda satu dengan yang lan dan dengan isolat iype culture yang telah
ditemukan sebelumnya,

Karakterisasi isolat BAL amilolitik dalam degradasi medium berbasis pati

69



Kemampuan isolat dalam degradasi pati sangat menentukan kemampuan
tumbuhnya pada medium berbasis pati dan produksi asam laktat. Oleh sebab itu kelima
isolat yang teridentifikasi diseleksi lebih lanjut untuk mengetahui isolat yang paling
potensial, yang nantinya akan digunakan sebagai inokulum dalam fermentasi pati untuk
menghasilkan pati yang mengembang saal pemanggangan. Hasil seleksi ditunjukkan
pada Tabel 4.

Tabel 4. Karakteristik pertambuhan isolst pada pH rendah

Sampel fH 3(0D absorbansi pada 600 nm)
—— Ojam _ 24jam  48jam
A4 0,011 0,538 0,603
Bl 0,034 0,366 0,524
B9 0,026 0,068 9,152
L. plantarum 003 0,345 1,004
L. fermentum C,016 0,469 1,337
Sampel pH 4 (OD absarbansi pada 600 n)
Ojam 2jam [ 48 jam
Ad 0,007 1,828 3:605
B1 0.01 1,887 3,305
B2 0,009 1,854 3,74
L. plantarum 0,001 4,72 5,124
L. fermentum 0,006 5.02 5,012
Sampel pH 5 (OD absorbangi pada 600 nm)
_ 0 jam 24 jam 48em
A4 o,ms 1,983 4,995
B1 0,012 1,961 4737
g9 D016 6 035 6,364
L. plantarum 0,005 6,798 8,583
L. fermentum 0,008 7,003 8,318

Seleksi kemampuan tumbuh isolat pada kondisi media yang asem diperlukan
untuk mengetahui isolat yang tahan pada kondisi pH rendah, karakteristik ini akan
sangat bermanfaat untuk aplikasi isolat tersebut sebagai inokulum pada pembuastan
berbagai produk terfermenitasi terutama yang berfijuan untuk menghasilkan asam laktat.
Pada pembuatan pati kasava asam, asam laktat merupakan komponen penting yang
dapat menyebabkan degradasi pati, mengubah &trukiuir pati dan mengakibatkan
perubahan karakteristik granula pati. Perlakuan asam dapat memodifikasi granula tanpa
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menyebab perubahan yang substansial pada bentuk granula patinya (Gunaratne dan
Corke, 2007).

Isolat yang tahan pH rendah akan tetap dapat tumbuh dengan balk dan
menghasilkan produk metabolit asam organik walaupun isolat tersebut tidak dipisahkan
dari mediumnya. Isolat A4 merupakan isolat yang lebih tahan pH rendah (pada
pengamatan jam ke-24) daripada isolat yang lainnya, sedangkan isolat type culture
L.plantarum dan L fermentum tetap mampu timbuh pada inkubasi jam ke-48 pada suhu
rendah, Perbedaan kemampuan ini kemungkinan disebabkan karena isolat type culture
diisolasi dari medium yang asam sehingga ketahanan pada pH asam lebih baik. Kelima
isotat rata-rata marpu tumbuh pada pH 4 dan S

Isolat yang akan digunakan sebagy i_inokulum pada suatu proses fermentasi juga
diinginkan memiliki kemampuas tambish DAY gesuhu yang berbeda, hal ini dapat
bermanfaat untuk mengﬁnttsr / bahan suh ia proses farmentasi berlangsung
atall dalam usaha untuk gieimpercepat atau mempetian bat pross Kelima isolat
memiliki kemampuan ) / bethie: g uhkan pz pade suhu 10, 37 dan 45°C,
Semua isolat mam mbuh ¥k juh @ ang Suhu optimal
bagi pertumbuhan’Berbagai jenis BAL. Axelsson (Z%nyata bahwa BAL dapat
wmbuh pada st / 5 = 458Csdan toleran terhadap kond ycsam de B sebagian besar
strain m_am" nbuh patia pH 4,4, Pertiimbuhannya optimflim paja ‘ 5,5 — 6,5 dan
| i kafpleks sepert asgn amiho, pequbasa nuklgotida; vitamin,

\ s L prlanitan i
. x.\. ﬂ—l feanienting
\.
e

3tot 4500 Syhu pertumbuhan
A4 1.731 0Dl0s
Bl 1485 015G
B3 1,324 0,645
L. plantaram 0.1 1.k15 0036
L. fermentum 0,006 1.974 0.037

Gambar 2 Kemampuan fumbuh lima isolat BAL pada berbagai sahu.
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Isolat A4 tumbuh lebih baik padasuby 10°C dibandingkan dengan isolat lainnya,
sedangkan pada suhu 45°C isolat B! tumbuh lebih baik walapun tidek berbeda nyata
dengan isolat A4 (Gambar 10). Isolat A4 merupakan isolat hasil isolasi dari pati kasava
dengan kemampuan tumbuh yang terbaik peda pH rendah dan suhu rendah,
kemampuannya ini menyebabkan isolat A4 paling potensial digunakan umuk
memfermentasi pati kasava,

Kesimpulan

Hasil penelitian menunj kar-baliwe sclama fermentasi pati kasava, tumbuh
beberapa jenis bakteri asam -' ikikemampuan amilolitik. lsalat BAL
yang diperoleh dari fe p A 10 hari memiliki kemampuan
amilolitik yang leh;h hesd) ermentasi 5 hari, Tiga jenis

croifeks a8t gebagal Lactobacillurs
31) dan Lactobacillus
pe culture yang
unjukkan bahwa
) dan suhu 10°C

it e ‘ 8y b
Loty dubun Jbaik'&da pH
\ ';} N >
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