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THE EFFECT OF FERMENTATION MEDIA CONDITIONS AND 

INOCULUM CONCENTRATION ON THE SENSORY AND PHYSICO-

CHEMICAL CHARACTERISTICS OF COCOA PULPA PROBIOTIC 

DRINKS (Theobroma cacao L.) WITH FERMENTATION TIME USING 

THE YEAST Saccharomycess boulardii AS A STARTER 

 

 

By 

 

 

MIA KHAFIFAH 

 

 

 

This study aimed to determine the effect of fermentation time, sucrose and 

inoculum on sensory characteristics of cocoa pulpa probiotic drink with S. 

boulardii as a starter. This study used a three-factor Response Surface 

Methodology (RSM) with 20 experimental units. Three-level independent variable 

with fermentation time (0, 5, 12.5, 20, and 25 hours), sucrose concentration 

(1.6%, 2%, 2.5%, 3% and 3.3%) and inoculum (1%, 2%, 3.5% , 5% and 6.0%). 

Parameters observed were total yeast, total acetic acid, total sugar and hedonic 

sensory test. The results of the response variables were then analyzed for variance 

using the Design Expert 12 program. Analysis of variance was carried out based 

on the Pvalue of each response, the influential model had a Pvalue (<0.05). The 

results showed that the duration of fermentation, sucrose and inoculum had a 

significant effect on total yeast, total acetic acid and total sugar, while the sensory 

results of the hedonic test only the interaction between fermentation time and 

sucrose had an effect on the cocoa pulpa probiotic drink. In the probiotic drink, 

the best optimization solution was obtained. The effect of the presence of 

independent variable factors can be seen from the best optimization solution on 

the prediction of RSM, namely the total response of yeast 7,479 Log CFU/ml, 

total acid 0.434%, total sugar 10,358%, score aroma and taste 3.975, color 3.453, 

and overall acceptance of 3.891 with desirability value of 0.760. 

 

Keywords: Cocoa pulpa probiotic drink, Fermentation, Saccharomycess boulardii,  

                  Response Surface Methodology. 
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi, sukrosa dan 

inokulum terhadap karateristik sensori minuman probiotik pulpa kakao dengan 

penambahan S. boulardii sebagai starter. Penelitian ini menggunakan Response 

Surface Methodology (RSM) tiga faktor dengan 20 satuan percobaan. Variabel 

bebas tiga taraf dengan lama fermentasi (0, 5, 12.5, 20, dan 25 jam), konsentrasi 

sukrosa (1.6%, 2%, 2.5%, 3% dan 3.3%) dan inokulum (1%, 2%, 3.5%, 5% dan 

6.0%). Parameter yang diamati adalah total khamir, total asam asetat, total gula 

dan uji sensori hedonik. Hasil variable respon selanjutnya dianalisis sidik 

ragamnya menggunakan program Desain Expert 12. Analisis sidik ragam 

dilakukan berdasarkan nilai Pvalue dari masing-masing respon, model yang 

berpengaruh memiliki nilai Pvalue (<0,05). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

waktu lama fermentasi, sukrosa dan inokulum berpengaruh nyata terhadap total 

khamir, total asam asetat, dan total gula, sedangkan hasil sensori uji hedonik 

hanya interaksi lama fermentasi dan sukrosa yang berpengaruh pada minuman 

probiotik pulpa kakao. Pada minuman probiotik didapatkan solusi optimasi 

terbaik. Pengaruh adanya faktor variable bebas terlihat dari solusi optimasi terbaik 

pada prediksi RSM dengan respon total khamir 7.479 Log CFU/ml, total asam 

0,434%, total gula 10.358%, skor aroma dan rasa 3,975, warna 3,453, serta 

penerimaan keseluruhan sebesar 3,891 dengan nilai desirability sebesar 0,760. 

 

Kata Kunci: Minuman probiotik pulpa kakao, Fermentasi, Saccharomycess  

                    boulardii, Response Surface Methodology.
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 
 

Indonesia adalah salah satu negara penghasil kakao (Theobroma cacao L.) 

terbesar di dunia, yaitu menempati urutan ke-3 setelah 2 negara lainnya yaitu 

Pantai Gading dan Ghana. Tercatat luas areal perkebunan kakao di negara 

Indonesia dapat mencapai 1,6 juta hektar dengan jumlah produksi sekitar 593 ribu 

ton (Mulyatni et al., 2012). Kakao menjadi salah satu komoditas unggulan 

perkebunan Indonesia yang mempunyai jumlah produksi yang sangat besar. 

Produksi buah kakao mengalami peningkatan setiap tahunnya yang 

mengakibatkan semakin meningkatnya jumlah buah kakao yang tidak seluruhnya 

dimanfaatkan dengan baik sehingga kurangnya diversifikasi produk.  

 

Salah satu hasil samping pengolahan kakao yang dapat dimanfaatkan adalah pulpa 

kakao. Cairan pulpa kakao mengandung asam asetat atau asam cuka, asam asetat 

dan alkohol. Asam-asam organik tersebut terbentuk dari fermentasi gula yang 

terkandung dalam pulpa biji kakao. Pulpa biji kakao adalah selaput berlendir 

berwarna putih yang membungkus biji kakao, terdapat sekitar 25-30% dari berat 

biji, diantaranya mengandung gula dengan kadar yang relatif tinggi, sekitar 10-

13% (Aridona dkk., 2015). Selama fermentasi dapat dihasilkan cairan pulpa 15-

20% dari berat biji kakao yang difermentasi (Aridona dkk., 2015). Potensi cairan 

pulpa yang cukup besar tersebut selama ini hanya dibuang begitu saja disekitar 

tempat pengolahan, selain akan mengotori juga dapat berdampak buruk atau 

mencemari lingkungan disekitarnya. Padahal asam asetat sebagai salah satu 

kandungan cairan pulpa mempunyai nilai ekonomis yang tinggi, diantaranya dapat 

digunakan sebagai bahan baku pada produk pangan.  
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Hal ini disebabkan pulpa kakao telah mengandung mikrobiota indigenous serta 

nutrisi yang dibutuhkan untuk metabolismenya. Pulpa kakao diketahui 

mengandung 82-87% air, 10-15% gula (60% sukrosa dan 39% campuran dari 

fruktosa dan gluosa), 2-3% pentosa, 1-3% asam sitrat dan 1-5% pektin. Selain itu, 

adanya kandungan protein, asam amino, beberapa vitamin dan mineral 

menjadikan pulpa kakao sebagai media yang sangat baik untuk pertumbuhan 

mikroba (Puerari et al., 2012). Sintesis nutrisi yang terdapat pada pulpa oleh 

mikrobiota alami akan memberikan pengaruh yang sangat penting pada produk 

kakao akhir (Crafack et al., 2014). 

 

Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang bila diberikan dalam jumlah yang 

cukup, akan memberikan manfaat kesehatan pada inangnya (FAO/WHO, 2002; 

Hill et al, 2014). Saat ini minuman probiotik menjadi trend bagi kesehatan. 

Mengonsumsi minuman probiotik tidak hanya untuk mencukupi kebutuhan dasar 

energi dan gizi, namun minuman fungsional juga dapat memberikan efek 

kesehatan bagi tubuh dengan memberikan sistem kekebalan tubuh yang 

disebabkan oleh deplesi nutrisi dan dapat meningkatkan sistem antibodi. 

Minuman probiotik yang sudah dikenal masyarakat selama ini diproduksi dari 

hasil fermentasi susu antara lain yogurt, susu asidofilus, bulgarian milk, kefir, 

dahi dari India, hamao dari Asia Tengah, yakult, dan lain-lain (Pereira, 2018). 

 

Khamir Saccharomyces boulardii termasuk salah satu contoh mikroorganisme 

yang digunakan dalam aplikasi probiotik. Sifat Saccharomyces boulardii adalah 

non-patogen yang bermanfaat banyak untuk kesehatan usus (Sa’adah, 2019).  

Khamir Saccharomyces boulardii termasuk salah satu mikroorganisme yang telah 

lama dikenal efektif karena memiliki sifat probiotik terutama mengobati 

gastreoenteritis (Dias et al., 2022). Fungsi Saccharomyces boulardii dalam 

saluran usus dapat mencegah koloniasi patogen di usus (Chan et al., 2022). 

Manfaat dari mikroorganisme ini diantaranya pengobatan diare, peningkatan 

sistem kekebalan tubuh dan dapat mencegah infeksi pada salurah kemih dan 

reproduksi. Khamir Saccharomyces boulardii telah terbukti mengurangi durasi 

diare akut, untuk mencegah diare yang berhubungan dengan antibiotik, dan untuk 
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membantu radang usus dan infeksi yang disebabkan oleh bakteri seperti 

Escherichia Coli atau Clostridium dificile (Im dan Potholakis, 2010).  

 

Faktor yang mempengaruhi kondisi pertumbuhan khamir Saccharomyces 

boulardii diantaranya lama fermentasi, sukrosa (nutrisi) dan konsentrasi 

inokulum. Lama fermentasi berpengaruh sangat nyata terhadap starter yang 

digunakan (Azizah dkk., 2012). Lama fermentasi merupakan variabel yang 

berkaitan dengan fase pertumbuhan populasi khamir. Lama fermentasi juga 

dipengaruhi oleh kondisi lingkungan fermentasi. Lama fermentasi merupakan 

salah satu faktor penting yang perlu diperhatikan pada saat proses fermentasi. 

Penelitian Yunus dan Zubaidah (2015) menyatakan bahwa waktu inkubasi khamir 

Saccharomyces boulardii yang semakin lama akan memberikan kesempatan 

kepada khamir untuk memfermentasi gula sebagai energi untuk pertumbuhan. 

 

Faktor nutrisi pada penambahan susu berpengaruh sangat nyata terhadap kadar 

gula total (Mubin dkk.,2016). Pada proses fermentasi terjadi metabolisme khamir 

yang menggunakan glukosa sebagai nutrisi pertumbuhannya, glukosa tersebut 

diubah menjadi asam asetat. Faktor konsentrasi inokulum juga berpengaruh nyata 

terhadap hasil alkohol. Adanya pernambahan konsentrasi inokulum menyebabkan 

kerja khamir akan semakin cepat untuk mengubah gula menjadi alkohol.  

Penelitian Wasilu dkk., (2021) menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi 

sukrosa berpengaruh sangat nyata, serta interaksi keduanya berpengaruh nyata 

terhadap lama fermentasi water kefir sari buah pepaya. 

 

Beberapa penelitian sebelumnya menggunakan Saccharomyces boulardii sebagai 

starter pada produksi minuman probiotik dengan bahan baku selain susu sapi, 

seperti produksi bir bebas alkohol (Dias, 2022), minuman kopi yang di fermentasi 

(Chan et al., 2021), makanan sinbiotik dari ragi probiotik (Chan dan Liu, 2022), 

dan fermentasi pada produksi bir (Capece et al., 2018). Pembuatan minuman 

pulpa kakao menggunakan Saccharomycess boulardii sebagai starter belum 

pernah dilakukan penelitian. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan mengetahui 

pengaruh lama fermentasi, penambahan sukrosa dan konsentrasi inokulum 

terhadap sensori minuman pulpa kakao dengan penambahan Saccharomycess 
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boulardii sebagai starter. Penelitian ini dilakukan untuk menghasilkan minuman 

probiotik pulpa kakao dengan karateristik minuman fermentasi probiotik terbaik 

melalui optimasi kondisi proses fermentasi (lama fermentasi, sukrosa dan 

inokulum).  

 

1.2 Tujuan Penelitian  

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :  

1. Mengetahui pengaruh lama fermentasi, sukrosa dan inokulum terhadap  

    karateristik sensori dan fisiko-kimia minuman pulpa kakao dengan penambahan  

    Saccharomycess boulardii sebagai starter. 

2. Mengetahui pengaruh interaksi lama fermentasi, konsentrasi sukrosa dan 

    konsentrasi inokulum yang menghasilkan karakteristik sensori terbaik minuman  

    probiotik pulpa kakao menggunakan Saccharomycess boulardii. 
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1.3 Kerangka Pemikiran 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka pemikiran fermentasi pulpa kakao dengan menggunakan S.  

                   boulardii pada pembuatan minuman probiotik. 
 
 

Pulpa merupakan lapisan lendir dari biji kakao terdiri atas air (80–90%), gula (10-

15%), asam sitrat (0,4-0,8%) , pektin (1%) serta komponen lainnya. Pulpa sebagian 

besar terdiri dari air dan sebagian kecil berupa senyawa nutrisi yang terlarut, 

diantaranya gula dengan kandungan cukup tinggi, asam-asam karboksilat, protein, 

vitamin dan mineral sehingga baik untuk pertumbuhan mikroorganisme. Pulpa 

kakao berpotensi untuk dijadikan bahan dasar alternatif dalam memproduksi 

minuman fermentasi. Salah satu bentuk diversifikasi olahan pulpa kakao yang 

difermentasi adalah minuman probiotik dengan memanfaatkan S. boulardii. 

Mikroba ini merupakan khamir probiotik yang dapat merangsang kekebalan tubuh 

dan banyak digunakan untuk mengobati gangguan pencernaan, seperti diare. Studi 

eksperimental telah menunjukkan bahwa Saccharomyces boulardii memiliki sifat 

probiotik spesifik yang melibatkan dampak pada adhesi patogen enterik, faktor 

Pulpa kakao 

Fermentasi (0-25 jam) 

2-5% Inokulum   

Pengaruh lama fermentasi, sukrosa dan konsentrasi inokulum, 

belum diketahui pada fermentasi probiotik menggunakan 

Saccharomycess boulardii menggunakan media pulpa kakao 

Minuman probiotik pulpa kakao dengan 

kualitas terbaik 

 

Analisa uji total khamir, uji asam 

asetat, uji total gula dan uji sensori 

Optimasi sensori terbaik 

2-3% sukrosa 
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imun mukosa, pensinyalan sel inang, dan mediator proses inflamasi (Sa’adah, 

2018). 

 

Faktor yang mempengaruhi fermentasi antara lain lama fermentasi, gula (nutrisi), 

dan konsentrasi inokulum (Afrianti, 2013). Lama fermentasi berpengaruh 

terhadap jumlah pertumbuhan mikroba (Azizah dkk., 2012). Lama fermentasi juga 

dipengaruhi oleh kondisi lingkungan fermentasi. Keberadaan oksigen juga akan 

mengoksidasi etanol menjadi asam asetat sehingga pH medium akan menurun 

(Hawusiwa, Wardani, & Ningtyas, 2015). Hal ini juga sesuai dengan pendapat 

Anwar et al. (2012) bahwa inhibitor agent pada pertumbuhan khamir diantaranya 

adalah waktu fermentasi yang terlalu lama atau terlalu alkalis dan juga konsentrasi 

gas CO2 yang terlalu tinggi akan menyebabkan pertumbuhan khamir menjadi 

kurang maksimal dikarenakan khamir termasuk dalam jenis mikroba aerob yang 

kebutuhan oksigen menjadi penyokong kehidupan khamir. Selain terhadap 

pertumbuhan mikroba, lama fermentasi berpengaruh terhadap metabolit 

fermentasi. Menurut Lengkey dan Balia (2014) total asam pada kefir akan 

meningkat seiring dengan bertambahnya waktu lama fermentasi sehingga kefir 

dengan lama fermentasi paling panjang akan menghasilkan total asam tertinggi 

atau terbanyak.  

 

Faktor nutrisi berpengaruh sangat nyata terhadap proses fermentasi yang 

perubahannya dapat dilihat pada kadar total gula (Mubin dkk.,2016). Senyawa 

gula merupakan sumber nutrisi atau karbon yang digunakan sebagai energi bagi 

aktivitas katabolis Saccharomyces cerevisiae. Konsentrasi sukrosa yang 

berlebihan dapat membuat sel khamir mengalami plasmolisis (pengkerutan sel) 

karena adanya lingkungan berubah menjadi hipertonik dan akhirnya mati (Insani 

et al., 2018). Penelitian sebelumnya menjelaskan bahwa penambahan sukrosa 

sebanyak 0%, 3%, 6%, 9% dan 12% terhadap pembuatan water kefir sari buah 

naga memberi pengaruh nyata terhadap kualitas mikrobiologi, kimia dan mutu 

hedoniknya (Insani et al., 2018).  
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Konsentrasi inokulum berpengaruh terhadap hasil metabolit, makin banyak 

inokulum yang ditambahkan semakin besar metabolit yang dihasilkan. Fermentasi 

dengan penambahan konsentrasi inokulum yang tinggi  akan mempercepat 

perombakan gula menjadi metabolit. Penelitian Yan dan Kim (2011), menyatakan 

bahwa pembuatan anggur fermentasi dengan penambahan 2% inokulum 

menghasilkan hasil terbaik. Peningkatan konsentrasi inokulum berpengaruh 

positif terhadap laju produksi asam asetat (Niamah, 2017). Hal ini diduga karena 

adanya persaingan antar khamir dalam mendapatkan nutrien untuk 

pertumbuhannya, serta dipengaruhi oleh banyaknya asam yang terbentuk selama 

fermentasi yang dapat menghambat pertumbuhan khamir (Niamah, 2017). 

 

Berdasarkan uraian hasil beberapa penelitian yang telah dilakukan terlihat bahwa 

lama fermentasi dan gula berpengaruh sangat nyata terhadap karateristik sensori 

dan kimia minuman probiotik. Konsentrasi sukrosa diduga berpengaruh nyata 

terhadap minuman probiotik pulpa kakao karena menyamarkan rasa dan aroma 

kakao. Penambahan inokulum yang tepat dapat menghasilkan karakteristik 

fermentasi terbaik serta berpengaruh terhadap karakteristik sensori minuman 

probiotik pulpa kakao menggunakan Saccharomycess boulardi. Untuk 

mengoptimasi hasil fermentasi sebagai akibat pengaruh adanya lama fermentasi, 

sukrosa dan inokulum maka penelitian ini menggunakan Response Surface 

Methodology (RSM). Pada metode ini dilakukan analisa pengamatan pada semua 

perlakuan dan pengaruh interaksinya berdasarkan respon yang diinginkan serta 

pengamatan mengenai sensori terbaik pada karateristik minuman probiotik pulpa 

kakao. 

 

 

1.4 Hipotesis 

 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :  

1. Lama fermentasi, penambahan sukrosa dan konsentrasi inokulum  

    Saccharomycess boulardii berpengaruh nyata terhadap karateristik pulpa kakao. 

2. Interaksi lama fermentasi, sukrosa dan inokulum yang optimal menggunakan  

    Saccharomycess boulardii menghasilkan karateristik terbaik minuman     

    probiotik pulpa kakao 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Buah Kakao (Theobroma cacao L.) dan Pulpa Kakao 

 

Tanaman kakao (Theobroma cacao L.) adalah salah satu tanaman perkebunan 

yang dikembangluaskan dalam rangka peningkatan sumber devisa negara dari 

sektor non migas. Tanaman kakao merupakan salah satu anggota genus 

Theobrama dari familia Sterculaieeae ini banyak dibudidayakan karena memiliki 

nilai ekonomis dari buah dan bijinya. Secara botani, sistematika tanaman kakao 

adalah sebagai berikut. 

 

Divisio         : Spermatophyta  

Subdivisio    : Angiospermae  

Kelas            : Dicotyledoneae  

Ordo             : Malvales 

Familia         : Sterculiaceae 

Genus           : Theobroma 

Spesies         : Theobroma cacao L. 

 

Sejak fase pembuahan sampai menjadi buah dan matang, kakao memerlukan 

waktu sekitar 5 bulan. Buah matang dicirikan oleh perubahan warna kulit buah 

dan biji yang lepas dari kulit bagian dalam. Bila buah diguncang, biji biasanya 

berbunyi. Keterlambatan waktu panen akan berakibat pada berkecambahnya biji 

di dalam. Murugan dan Al-Sohaibani (2012), buah kakao yang masak berisi 

sekitar 30-40 biji yang terbungkus oleh lapisan lendir seperti yang terlihat pada 

Gambar 2. Buah kakao terdiri atas 4 bagian, yaitu kulit, plasenta, pulpa serta biji. 

Biji terdiri atas 2 bagian, yaitu kulit biji (testa) dan keping biji. Keping biji 

merupakan bagian terbesar dari biji yaitu 86-90%, sisanya merupakan kulit biji 

mencapai 10-14%. Pulpa merupakan lapisan lendir dari biji kakao terdiri atas 80-
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90% air, dan gula 4- 8%. Komposisi pulpa yang demikian merupakan media 

pertumbuhan yang baik bagi mikroorganisme. 

 

 

Gambar 2. Buah kakao dengan biji yang diselimuti pulpa 

   Sumber: (Rachmatullah dkk., 2021). 

 
 

Pulpa adalah lapisan lendir berwarna putih atau kuning pucat yang menyelimuti 

permukaan biji kakao (Gambar 3). Pulpa merupakan lapisan tebal endosperm 

yang terdiri dari sel-sel turbuler dengan ruang antar sel yang besar (Murugan dan 

Al-Sohaibani, 2012). Pada buah yang mentah lapisan ini membengkak, akan 

tetapi pada buah yang masak lapisan ini menjadi lunak dan berlendir. Pulpa 

tersebut menempati porsi 40% dari berat basah biji kakao, dan dapat bervariasi 

tergantung pada varietas, lokasi tempat tumbuh, musim ketika panen dan tingkat 

kematangan buah. Pulpa merupakan jaringan halus berlendir yang melekat ketat 

pada biji kakao. Pulpa sebagian besar terdiri dari air dan sebagian kecil berupa 

senyawa nutrisi yang terlarut, diantaranya gula dengan kandungan cukup tinggi, 

asam-asam karboksilat, protein, vitamin dan mineral. 

 

 

Gambar 3. Biji kakao yang diselimuti lendir pulpa 

Sumber: (Rachmatullah dkk., 2021). 
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Pengolahan kakao mempunyai hasil sampingan, yang belum diperhatikan oleh 

masyarakat dan cenderung dianggap sebagai sampah atau limbah. Salah satu hasil 

sampingan yang diperoleh dari proses pengolahan awal kakao adalah pulpa. Pulpa 

merupakan lapisan berwarna putih yang melapisi permukaan biji kakao. Proses 

pemanfaatan pulpa kakao belum banyak diketahui oleh masyarakat secara umum, 

sehingga sering terjadi permasalahan limbah pada saat proses pengolahan awal 

kakao. Pengaplikasian pulpa kakao pada non pangan yaitu terlihat pada penelitian 

Nurhidayah, (2018) mengenai pemanfaatan Isolat Bakteri dari Cairan Pulpa 

Kakao sebagai Bioaktivator dalam Pengomposan Limbah Kulit Buah Kakao, 

sedangkan pengaplikasian pulpa kakao pada pangan terlihat pada penelitian 

Wibowo, (2023) mengenai pembuatan kombucha dan penelitian Ninda, (2022) 

mengenai Sensori Kombucha Pulpa Kakao dan Pendugaan Harga Pokok 

Produksi: Efek Penambahan Jahe (Zingiber officinale). 

 

Buah kakao dipetik atau dipanen setelah masak optimal. Setelah 143 hari buah 

mengalami proses pemasakan dan masak optimal setelah berumur 170 hari, 

ditandai dengan perubahan warna kulit buah kakao sesuai dengan varietasnya. 

Buah kakao yang masak berisi sekitar 30-40 biji yang terbungkus oleh lapisan 

lender (pulp). Berat biji kakao yang diperoleh dipengaruhi oleh curah hujan 

selama periode pemasakan buah. Pulp merupakan senyawa yang sebagian besar 

terdiri atas air. Komposisi pulp disajikan pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Komposisi Pulp Biji Kakao 

Komponen Kandungan Rata-rata (%) 

Air 80-90 

Albuminoid, Astringents dsb 0,5-0,7 

Glukosa 8-13 

Sukrosa 0,4-1,0 

Pati - 

Asam non-volatil 0,2-0,4 

Besi oksida 0,03 

Garam-garam 0,4-0,45 

Asam-asam menguap - 

Alkohol - 

Sumber: Haryadi dan Supriyanto (1991). 
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Pada proses fermentasi kakao akan terjadi perombakan gula dan asam sitrat dalam 

pulpa menjadi asam-asam organik yang dilakukan oleh konsorsium mikrobia 

pelaku fermentasi. Fermentasi biji kakao pada dasarnya mempunyai dua tujuan, 

yaitu untuk menghancurkan lapisan berlendir yang menyelimuti keping biji 

(pulpa), dan mengusahakan kondisi untuk terjadinya reaksi dalam keping biji 

selama proses fermentasi. Asam-asam organik yang dihasilkan selama fermentasi 

akan menginduksi reaksi enzimatik yang ada di dalam pulpa sehingga terjadi 

perubahan biokimia yang akan membentuk senyawa yang memberi aroma, rasa, 

dan warna pada kakao (Widianto dkk., 2013). Proses ini dilakukan dengan cara 

memeram biji kakao pada wadah tertutup selama 5-7 hari agar dihasilkannya 

cairan pulpa kakao.  

 

Kandungan air selama fermentasi digunakan dalam reaksi enzimatik dalam biji 

dan pertumbuhan mikrobia di dalam pulpa. Air akan mempertemukan enzim 

dengan substrat yang pada pulpa sehingga proses hidrolisis dan oksidasi senyawa 

rasa, warna, dan aroma pada kakao dapat terjadi. Kandungan air yang dibutuhkan 

dalam fermentasi kakao adalah lebih dari 35%. Substrat adalah bahan yang 

dirombak oleh mikrobia selama proses fermentasi. Substrat dalam fermentasi biji 

kakao adalah gula dan asam sitrat yang terkandung dalam pulpa. Selama proses 

fermentasi pulpa akan dirombak oleh mikrobia menjadi asam-asam organik. 

Keberadaan asam sitrat membuat lingkungan di sekitar pulpa menjadi asam 

sehingga akan menginisiasi pertumbuhan ragi dan terjadi fermentasi secara 

anaerob. Selama proses fermentasi terjadi pula aktivitas enzimatik, enzim yang 

terlibat adalah endoprotease, aminopeptidase, karboksipeptidase, invertase 

(kotiledon dan pulpa), polifenol oksidase dan glikosidase. Enzim-enzim ini 

berperan dalam pembentukan prekursor cita rasa dan degradasi pigmen selama 

fermentasi (Widianto dkk., 2013). 

 

Proses yang terjadi selama dilakukan fermentasi pada biji kakao yaitu fermentasi 

eksternal dan fermentasi internal. Fermentasi eksternal adalah fermentasi yang 

terjadi di luar keping biji kakao dan bertujuan untuk menghilangkan pulpa dan 

meniadakan daya hidup dari biji. Sedangkan fermentasi internal adalah fermentasi 

yang terjadi dalam keping biji kakao dan bertujuan untuk pembentukan calon 
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pembentukan calon (flavor) warna, rasa, aroma, serta menghilangkan rasa pahit. 

Fermentasi kakao yang telah selesai biasanya ditandai atau dapat diketahui, antara 

lain pulpa mudah dibersihkan dari kulit biji, kulit biji berwarna coklat, dan bau 

asam cuka sangat jelas.  

 

 

2.2 Minuman Probiotik 

 

Minuman probiotik adalah jenis minuman yang mengandung mikroorganisme 

hidup yang umumnya menggunakan bakteri asam asetat, yang apabila dikonsumsi 

dalam jumlah cukup dapat memberikan manfaat kesehatan terhadap inangnya dan 

bersifat strain spesifik (FAO/WHO, 2001). Minuman probiotik merupakan salah 

satu contoh makanan fungsional. Saat ini banyak dikembangkan pembuatan 

minuman probiotik dari sari buah yang bersifat rendah lemak dan mengandung 

serat pangan yang bermanfaat bagi sistem pencernaan. Minuman probiotik 

umumnya mengandung bakteri seperti bakteri asam asetat (BAL) yang 

menguntungkan bagi saluran pencernaan karena dapat meningkatkan 

keseimbangan mikroflora usus dan mampu bertahan hidup dalam keasaman 

lambung sehingga dapat menempati usus dalam kuantitas yang cukup besar 

(Utami, 2018).  

 

2.2.1 Probiotik 

 

Probiotik adalah bakteri hidup baik yang membantu nutrisi di saluran 

gastrointestinal dan memberikan pertahanan untuk melawan bakteri patogen. 

Fungsi probiotik adalah sebagai pertahanan mukosa, fungsi proteksi dan 

pertahanan imunitas saluran cerna seperti misalnya lapisan epitel, lapisan mukus, 

peristaltik, dan deskuamasi epitel, serta sekresi immunoglobulin A (IgA), sangat 

berpengaruh terhadap perlekatan kuman patogen dan juga untuk modulasi sistem 

imun lokal dan sistemik. Probiotik yang efektif harus memenuhi kriteria yaitu 

memberikan efek yang menguntungkan bagi host yaitu mengandung sejumlah sel 

besar hidup yang mampu bertahan dan melakukan metabolisme dalam usus halus 

manusia yang memberikan efek positif bagi kehidupan mikroflora di usus halus, 

probiotik juga harus mampu menempel pada sel epitel usus manusia, mampu 
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membentuk kolonisasi pada saluran pencernaan, dan mampu menghasilkan zat 

anti mikroba (bakteriosin) (Chan et al., 2022). 

 

Syarat utama strain yang dapat digunakan sebagai agensia probiotik adalah 

memiliki resistensi terhadap asam dan empedu sehingga dapat mencapai intestin 

dan memiliki kemampuan menempel pada mukosa intestin (Allen et al. 2011). 

Syarat lain yang perlu dimiliki oleh bakteri probiotik adalah kemampuannya 

menghasilkan substansi antimikrobia sehingga mampu menekan pertumbuhan 

bakteri patogen enterik. Berbagai jenis substansi antimikrobia yang dihasilkan 

oleh bakteri probiotik adalah asam organik, hidrogen peroksida, diasetil dan 

diperkirakan juga bakteriosin yaitu protein atau polipeptida yang memiliki sifat 

anti bakteri (Allen et al. 2011). Syarat lain yaitu mikrobia probiotik adalah 

tumbuh baik secara in vitro, memiliki stabilitas dan viabilitas yang tinggi dan 

aman bagi manusia serta tidak bersifat patogen dan aman jika di konsumsi. Strain 

probiotik juga harus tahan dan tetap hidup selama proses pengolahan makanan 

dan penyimpanan, mudah diaplikasikan pada produk makanan, tahan terhadap 

proses psikokimia pada makanan, mempunyai sensori yang baik dan tidak 

meningkatkan angka keasaman selama penyimpanan (Allen et al. 2011). 

 

2.2.2 Media Minuman Probiotik 

 

Minuman probiotik yang sudah dikenal masyarakat selama ini diproduksi dari 

hasil fermentasi susu antara lain yogurt, susu asidofilus, bulgarian milk, kefir, 

dahi dari India, hamao dari Asia Tengah, yakult, dan lain-lain (Pereira, 2018). 

Minuman probiotik tersebut harganya relatif mahal maka banyak dikembangkan 

minuman probiotik berbahan baku non-susu seperti buah-buahan, biji-bijian, dan 

kacang-kacangan. Minuman probiotik tersebut dibuat dengan mencampurkan 

beberapa bahan lain dengan memanfaatkan teknik dasar seperti pada susu 

fermentasi (Otles, 2013). Karakteristik hasil fermentasi tersebut ditentukan oleh 

mutu dan sifat-sifat bahan itu sendiri. Menurut standar makanan Jepang komposisi 

kimia minuman probiotik atau dikenal sebagai minuman asam laktat per 100 g 

dapat dilihat sebagai berikut. 
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Tabel 2. Komposisi Kimia Minuman Asam Laktat (per 100 g) 

Keterangan : SNF = Solid Non Fat 

Sumber       : Nakazawa dan Hosono (1992) 

 

 

Sedangkan standar mutu minuman susu fermentasi dan minuman fermentasi laktat 

seperti ditunjukkan pada Tabel 3. 

 

 

Tabel 3. Standar Susu Fermentasi dan Minuman Fermentasi Laktat 

Kategori Tipe Definisi Standar 

SNF BAL atau 

Khamir 

Koliform 

Produk 

Susu 

Susu minuman 

fermentasi 

Susu yang ditambahkan 

SNF yang difermentasi 

oleh BAL 

≥8,0 ≥1x107/mL Negatif 

Produk 

susu 

Minuman 

fermentasi 

Minuman yang diproses 

dari susu yang 

difermentasi oleh BAL 

atau khamir 

≥3,0 ≥1x107/mL Negatif 

Berbahan 

dasar susu 

Minuman 

fermentasi 

Minuman yang diproses 

dari susu yang 

difermentasi oleh BAL 

atau khamir 

≥3,0 ≥1x107/mL Negatif 

Sumber : Benninga (1990). 

 

Komposisi Penambahan SNF ≥3% Penambahan SNF <3% 

Energi Kal 69,00 56,00 

KJ 289,00 234,00 

Air (g) 82,10 85,40 

Protein (g) 1,10 0,40 

Lemak (g) 0,10 0,00 

Gula (g)   

Laktosa 1,90 0,70 

Gula lain 14,50 13,30 

Abu (g) 0,30 0,20 

Mineral   

Ca (mg) 43,00 17,00 

P (mg) 30,00 12,00 

Fe (mg) 0,00 0,00 

Na (mg) 18,00 19,00 

K (mg) 48,00 32,00 

Vitamin   

A (UI) 0,00 0,00 

B1 (mg) 0,01 0,00 

B2 (mg) 0,05 0,00 

Niacin (mg) 0,00 0,00 

C (mg) 0,00 0,00 
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Produk probiotik untuk dapat memberikan manfaat optimal bagi inangnya harus 

memiliki jumlah sel hidup 107 sampai 109 koloni/mL dan total konsumsi produk 

probiotik sekitar 300 sampai 400 g/minggu (Adib, 2015). Efek probiotik dapat 

dipertahankan jika makanan pembawa mengandung minimal organisme probiotik 

106 sampai 108 koloni/mL atau 108 sampai 1010 koloni/g (preparat kering). 

Konsumsi probiotik sebaiknya teratur karena waktu kolonisasi dari 

mikroorganisme probiotik bersifat terbatas, serta terdapat kompetisi dengan 

mikroorganisme intestinal patogen. 

 

Salah satu produk pangan fungsional yang banyak dikonsumsi adalah minuman 

probiotik. Salah satunya adalah Kombucha. Kombucha merupakan minuman 

kesehatan yang sangat menyegarkan yang dibuat dengan fermentasi serbuk teh 

dengan Scoby (symbiotic consortium of bacteria and yeast) terutama spesi bakteri 

yang bersifat asam. Berbagai jenis khamir (seperti: spesies Pichia, Candida, 

Zygosaccharomyces, Brettanomyces dan Saccharomyces) dan bakteri Acetobacter 

xylinum telah berhasil diidentifikasi dalam fermentasi Kombucha (Jayabalan et 

al., 2014). Proses pembuatan minuman ini memiliki berbagai keuntungan 

diantaranya sebagai antioksidan, antikanker, antidiabetes dan pada pencernaan 

manusia (Candra, 2020). 

 

Pembuatan produk probiotik dari minuman sari buah kakao dapat menggunakan 

khamir (Sacharomyces boulardii) sebagai agen probiotik. Pemilihan khamir 

menjadi faktor penting dalam keberhasilan pembuatan minuman probiotik dari 

buah kakao. Peranan Saccharomyces boulardii sebagai agen probiotik sangat 

ditentukan oleh sifatnya yaitu tetap dalam keadaan hidup sejak dikonsumsi hingga 

mencapai usus manusia. Fungsi Saccharomyces boulardii dalam saluran usus 

karena dapat mencegah koloniasi patogen diusus (Chan et al., 2022). Manfaat dari 

mikroorganisme ini diantaranya pengobatan diare, peningkatan sistem kekebalan 

tubuh dan dapat mencegah infeksi pada salurah kemih dan reproduksi. Khamir 

Saccharomyces boulardii telah terbukti mengurangi durasi diare akut, untuk 

mencegah diare yang berhubungan dengan antibiotik, dan untuk membantu 

radang usus dan infeksi yang disebabkan oleh bakteri seperti Escherichia Coli 

atau Clostridium dificile (Im dan Potholakis, 2010).  
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2.2.3 Mikroba Pada Minuman Probiotik 

 

Peranan bakteri asam laktat sebagai agen probiotik sangat ditentukan oleh sifatnya 

yaitu tetap dalam keadaan hidup sejak dikonsumsi hingga mencapai usus manusia. 

Pada umumnya bakteri asam laktat yang berasal dari saluran pencernaan manusia 

seperti Lactobacillus dan bifidobakteria yang merupakan penghuni alami jalur 

intestine yang banyak digunakan sebagai agensia probiotik. Bakteri ini ditemukan 

pada membran mukosa. Uji secara in vitro diketahui bahwa Lactobacillus mampu 

menghambat berbagai jenis bakteri patogen seperti Salmonella, Vibrio, Listeria, 

Shigella dan Staphylococcus. Lactobacillus mampu menghasilkan komponen 

antimikroba antimikroba yang disebut misalnya asidolin, asidofilin maupun 

laktosidin yang diperkirakan memiliki spektrum luas baik terhadap bakteri gram 

positif maupun negative. Bakteri probiotik dapat memberikan berbagai efek 

positif terhadap kesehatan melalui berbagai mekanisme. Efek yang paling utama 

adalah menjaga keseimbangan mikroflora pada intestin dan memiliki efek anti 

diare akibat patogen enterik. Mekanisme probiotik di dalam mikroflora yang 

seimbang adalah melalui kompetisi nutrisi, kompetisi reseptor untuk penempelan 

pada sel epitel, produksi anti mikrobia, dan stimulasi imunitas pada ekosistem 

endogenus (Chan et al., 2022). 

 

(1) Probiotik Bakteri Asam Laktat 

 

Beberapa probiotik umum meliputi berbagai spesies dari genera Bifidobacterium 

dan Lactobacillus seperti: Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, 

Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 

rhamnosus, Lactobacillus GG. Ada pula satu spesies ragi yang digunakan sebagai 

probiotik: Saccharomyces boulardii. Beberapa bakteri yang umum dipakai dalam 

produk tapi tanpa efek probiotik (bakteri yoghurt): Lactobacillus bulgaricus, 

Streptococcus thermophilus, Beberapa bakteri lain disebutkan dalam produk 

probiotik: Bacillus coagulans, Lactobacillus bifidus, Lactobacillus caucasicus. 

Beberapa produk fermentasi mengandung asam laktat bakteri yang mirip 

walaupun sering belum dibuktikan memiliki efek probiotik atau kesehatan 

termasuk: Kefir, Yogurt, Sauerkraut, Kimchi, Kombucha (Yuniastuti, 2015). 
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Produk yang dikatakan sebagai probiotik harus mengandung bakteri probiotik 

dengan jumlah minimal 107 CFU/ml. Bakteri tersebut harus tahan terhadap 

pengolahan, tahan terhadap garam empedu, mampu melewati asam lambung 

dengan pH berkisar 3-5, dan mampu bertahan hidup di dalam saluran pencernaan 

sehingga dapat memberikan efek kesehatan yang baik bagi tubuh (Retnowati dan 

Kusnadi, 2014). 

 

(2) Probiotik Khamir Saccharomyces boulardii 

 

Saccharomyces boulardii adalah ragi yang ditemukan dalam probiotik dan 

membantu melawan diare dan masalah pencernaan lainnya. Beberapa penelitian 

sebelumnya yang menggunakan Saccharomyces boulardii sebagai starter pada 

produksi minuman probiotik dengan bahan baku selain susu sapi, seperti produksi 

bir bebas alkohol (Dias, 2022), minuman kopi yang di fermentasi (Chan et al., 

2021), makanan sinbiotik dari ragi probiotik (Chan dan Liu, 2022), dan fermentasi 

pada produksi bir (Capece et al., 2018). Pembuatan minuman pulpa kakao 

menggunakan Saccharomycess boulardii sebagai starter belum pernah dilakukan 

penelitian terdahulu sehingga digunakanlah penambahan Saccharomycess 

boulardii pada minuman probiotik pulpa kakao sebagai starter. 

 

Saccharomyces boulardii merupakan khamir probiotik yang tahan terhadap pH 

rendah dan sangat toleran terhadap asam empedu. Kisaran pertumbuhan 

Saccharomyces boulardii adalah pada pH 5,5 dengan suhu pertumbuhan 

optimalnya adalah sekitar 37◦C (Dias, 2022). Probiotik membantu mengirim 

makanan melalui usus dengan memengaruhi saraf yang mengontrol pergerakan 

usus. Beberapa kondisi yang bisa ditangani dengan mengonsumsi probiotik, yaitu 

sindrom iritasi usus, penyakit radang usus, diare yang disebabkan oleh antibiotik, 

dan kesehatan saluran kemih (Dias, 2022). Saccharomyces boulardii adalah 

sejenis ragi yang bersumber dari kulit tumbuhan seperti leci dan manggis.  

 

Saccharomyces boulardii juga digunakan untuk mengobati gangguan pencernaan 

karena dapat merangsang kekebalan tubuh. Menurut data kesehatan yang 

dipublikasikan oleh European Journal of Gastroenterology and Hepatology, 

Saccharomyces boulardii dapat membantu mengobati kolitis ulserativa dan diare 
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akut pada bayi. Aplikasi klinis dalam beberapa tahun terakhir telah mendapat 

perhatian lebih karena sifat menguntungkan termasuk regulasi kekebalan usus dan 

perlindungan penghalang usus. Saccharomyces boulardii banyak digunakan untuk 

mengobati gangguan pencernaan, seperti diare. Studi eksperimental telah 

menunjukkan bahwa Saccharomyces boulardii memiliki sifat probiotik spesifik 

yang melibatkan dampak pada adhesi patogen enterik, faktor imun mukosa, 

pensinyalan sel inang, dan mediator proses inflamasi (Sa’adah, 2018). 

 

Saccharomyces boulardii adalah salah satu probiotik yang paling efektif untuk 

membantu mencegah atau mengobati penyakit. Klasifikasi dari S. boulardii yaitu 

Filum Ascomycota, Subfilum Saccharomycotina, Kelas Saccharomycetes, Ordo 

Saccharomycetales, Famili Saccharomycetaceae, Genus Saccharomyces, Spesies 

Saccharomyces boulardii. Sifat S. boulardii adalah non-patogen yang bermanfaat 

banyak dalam saluran usus. S. boulardii terisolasi dari kulit leci dan buah manggis 

yang tumbuh di kawasan Indochina. S. boulardii tersebut memiliki taksonomi, 

fisiologi, metabolik dan karakter genetik yang khas.  

 

Saccharomyces boulardii merupakan salah satu khamir yang memenuhi kriteria 

probiotik. Suatu produk dikatakan probiotik apabila mengandung bakteri 

probiotik dengan jumlah minimal 107 CFU/ml, dapat memberikan kesehatan bagi 

tubuh, kemampuan untuk tumbuh dan berkoloni di usus sehingga dapat 

mendukung gut microbiota, serta manfaat kesehatan lainnya (Pusat study pangan 

dan gizi UGM, 2022).  S.boulardii tumbuh pada daerah dengan suhu 37oC. 

Khamir jenis ini telah banyak digunakan di seluruh dunia sebagai suplemen 

probiotik untuk mendukung kesehatan gastrointestinal dengan meningkatkan 

populasi bifidobacteria usus sehat sekaligus mengurangi jumlah organisme yang 

dapat menyebabkan penyakit. S. boulardii bekerja dalam berbagai cara di dalam 

usus, tergantung pada jenis agen infeksi atau proses inflamasi yang menstimulasi 

sel usus. Pada beberapa kasus infeksi diare, khamir ini akan berkompetisi dengan 

organisme yang menginfeksi dan khamir ini menang (Sa’adah, 2018).  
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Studi eksperimen memperlihatkan hasil bahwa Saccharomyces boulardii 

mempunyai sifat anti mikroba, sama baiknya dengan anti inflamasi dan anti racun. 

Mekanisme yang paling berpengaruhdari Saccharomyces boulardii adalah dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri yang mengandung racun, anti-inflammatory 

dan banyaknya efek stimulatory pada mukosa usus (Chan dan Liu, 2022). 

Saccharomyces boulardii menginaktifasi racun bakteri, menghambat racun yang 

mengikat pada reseptor usus dan mengurangi toksin yang disebabkan peradangan. 

Saccharomyces boulardii tidak melakukan reproduksi spora atau yang disebut 

askospora dan tidak menggunakan gula galaktosa. Hal ini yang menyebabkan 

menjadi sangat tahan terhadap panas dan asam. S. boulardii adalah uniseluler 

(bersel satu) dan berbentuk globuler, bereproduksi dengan tunas yang akan 

meninggalkan luka pada permukaannya ketika tunas tersebut keluar (Gambar 4). 

 

 

Gambar 4. Saccharomyces boulardii 
 

 

2.3 Fermentasi  

 

Fermentasi merupakan suatu proses terjadinya perubahan kimia pada suatu 

substrat organik melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme 

(Suryani, 2017). Mikroba yang umumnya terlibat dalam fermentasi pangan adalah 

bakteri, khamir dan kapang.  Percepatan fermentasi dan pertumbuhan 

mikroorganisme memerlukan nutrien tambahan. Selain memerlukan karbohidrat, 

juga membutuhkan nitrogen dan mineral yang cukup untuk dapat tumbuh dan 

produksi dengan optimal. Prinsip dasar fermentasi adalah mengaktifkan aktivitas 

mikroba tertentu agar dapat merubah sifat bahan sehingga dihasilkan produk 

fermentasi yang bermanfaat. Beberapa faktor yang mempengaruhi fermentasi 
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antara lain mikroorganisme, substrat (medium), pH (keasaman), suhu, oksigen, 

dan aktivitas air (Afrianti, 2013). Selain zat gizi, suhu, air, pH dan oksigen, 

fermentasi juga dipengaruhi oleh waktu. Waktu fermentasi merupakan variabel 

yang berkaitan dengan fase pertumbuhan mikroba selama proses fermentasi 

berlangsung sehingga akan berpengaruh terhadap hasil fermentasi.  

 

Inokulum merupakan mikroorganisme yang diinokulasikan ke dalam medium 

fermentasi. Inokulum memiliki peran yang paling penting dalam menunjang 

keberhasilan proses fermentasi. Penggunaan starter berlebihan akan menghasilkan 

asam laktat yang berlebihan sehingga rasa yang dihasilkan sangat asam, namun 

penggunaan kultur terlalu sedikit akan menghasilkan rasa dan aroma kurang lezat 

serta tidak terjadi pengumpalan (Febriana dan Prima, 2020). Proses fermentasi 

dapat berlangsung dengan baik dengan adanya inokulum sebagai starter dan 

media fermentasi yang akan menyediakan nutrient yang dibutuhkan oleh BAL 

untuk pertumbuhan, bahan pembentuk sel, dan biosentesis produk metabolisme. 

Penggunaan konsentrasi yang tepat sangat diperlukan dalam pembentukan tekstur 

dan flavour. 

 

Salah satu faktor yang mempengaruhi kualitas minuman probiotik yaitu substrat 

yang digunakan sebagai media fermentasi, mikroba membutuhkan substrat untuk 

kehidupannya, yaitu sebagai sumber karbon dan sumber energi. Selama proses 

fermentasi, bakteri asam laktat merombak gula melalui sistem metabolismenya 

sehingga menghasilkan energi untuk melakukan pertumbuhan. Gula pada media 

pertumbuhan akan dimanfaatkan bakteri asam laktat sebagai sumber karbon untuk 

aktivitas kerjanya, sehingga semakin lama fermentasi jumlah gula akan semakin 

menurun (Kusuma dkk., 2020). Bakteri asam laktat umumnya mendapatkan 

energi dari glukosa, tetapi beberapa spesies juga menggunakan gula-gula seperti 

laktosa, sukrosa dan xilosa. Salah satu bahan yang dapat digunakan sebagai bahan 

tambahan subtrat pembuatan minuman probiotik adalah pulpa kakao. Kandungan 

serat yang berfungsi sebagai komponen non gizi juga bermanfaat bagi 

keseimbangan flora usus, merangsang pertumbuhan bakteri yang baik bagi usus 

sehingga penyerapan zat gizi menjadi lebih baik dan usus lebih bersih.  
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Penurunan pH pada substrat juga dapat mengakibatkan terjadinya kenaikan 

viskositas suatu bahan karena adanya proses hidrolisis protopektin menjadi gel 

oleh molekul pektin. Pada pH rendah, pektin akan semakin banyak sehingga 

gesekan antar partikel semakin tinggi dan mengakibatkan viskositas larutan 

menjadi semakin meningkat. Penurunan pH pada substrat ini diakibatkan oleh 

adanya aktivitas BAL yang menghasilkan asam laktat dan asam lemak rantai 

pendek yang biasa disebut dengan Short Chain Fatty Acid (SCFA) seperti asam 

butirat, propionat, dan asam asetat (Febriana dan Prima, 2022). Adanya senyawa 

SCFA ini dikenal mempunyai beberapa khasiat antara lain dapat menghambat 

pembentukan kolesterol, mencegah kanker kolon, menurunkan pH kolon sehingga 

dapat menaikkan pertumbuhan mikroflora di dalam usus, dan menurunkan 

aktivitas enzim bakterial bersifat karsinogen serta toksik di dalam usus. 

 

Waktu fermentasi merupakan variabel yang berkaitan dengan fase pertumbuhan 

mikroba selama proses fermentasi berlangsung sehingga akan berpengaruh 

terhadap hasil fermentasi. Fermentasi mempengaruhi karateristik minuman 

fermentasi asam laktat. Waktu fermentasi asam laktat yang terlalu singkat akan 

menyebabkan pertumbuhan bakteri asam laktat tidak optimal dan jumlah 

populasinya kurang untuk dikategorikan sebagai probiotik, sedangkan waktu 

fermentasi yang terlalu lama akan menghasilkan rasa yang terlalu asam pada 

produk dan juga menyebabkan penurunan jumlah populasi bakteri asam laktat 

akibat habisnya nutrisi pada substrat dan terakumulasinya metabolit yang bersifat 

toksik seperti etanol yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat heterofermentative 

(Kusuma dkk., 2020). 



22 

22 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian, 

Mikrobiologi FMIPA, Laboratorium Analisis Hasil Pertanian dan Analisis 

Sensori. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2022 – Mei 2023. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat yang digunakan antara lain timbangan analitik, cutter, baskom, kompor, 

plastik, kain saring, wadah botol kaca, incubator (MEMMERT IN30), pisau, 

spatula, neraca analitik, tisu, aluminium foil, kapas, kain kassa, vortex 

(Thermolyne maxi mix II), hot plate (magnetic stirrer), cawan petri, jarum ose, 

bunsen, tabung reaksi, corong kaca, cawan petri, Erlenmeyer, labu ukur, gelas 

ukur, mikropipet, pipet tetes, pipet volumetri , gelas bening, mikroskop 

(Binokuler Nikon E Clips100 halogen) , labu ukur, hemositometer, oven,  laminar 

air flow, centrifuge, autoclave, alat titrasi, pH (Mediatech digital) penangas air, 

buret, karung nilon bersih, dan alat analisis sensori.  

 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah cairan pulpa kakao yang 

diperoleh dari petani di Desa Suka Agung, Kec. Bulok Tanggamus, Provinsi 

Lampung. Bahan lain yang digunakan adalah starter Saccharomycess boulardii 

yang didapat dalam bentuk murni yang diperoleh dari Tokopedia. Bahan-bahan 

untuk analisa antara lain air destilat, alkohol 96% (Onemed), glukosa (Merck 

KGaA), sukrosa (Merck KGaA), larutan fenol (Merck KGaA), media Potato 

Dextrse Agar (PDA) (Merck KGaA),  Potato Dextrose Broth (PDA) (Merck 

KGaA), larutan NaOH 0,1 N (Merck KGaA), bahan analisis kimia lainnya. 
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3.3 Metode Penelitian 

 

Penelitian ini menggunakan Response Surface Methodology (RSM) CCD tiga 

faktor untuk menentukan batasan dan level masing-masing percobaan. Tahapan 

optimasi variabel dilakukan berdasarkan rancangan percobaan Central Composite 

Design (CCD) yang bertujuan untuk menentukan titik optimum variabel. Pada 

tahap ini dilakukan 20 satuan percobaan dengan variabel bebas tiga taraf, yaitu 

lama fermentasi, konsentrasi sukrosa dan konsentrasi inokulum. Percobaan ini 

mengggunakan 3 variabel bebas sehingga nilai rotabilitasnya (α) = 1,681 dan 

Central Composite Design menghasilkan response surface. Respon surface 

menghasilkan rancangan percoban 20 faktorial, 5 center point, dan 4 axial point 

(Tabel 1).  

 

Variabel bebas yang digunakan pada penelitian ini yaitu lama fermentasi (0, 5, 

12.5, 20, dan 25 jam), konsentrasi sukrosa (1.6%, 2%, 2.5%, 3% dan 3.3%) dan 

konsentrasi inokulum (1%, 2%, 3.5%, 5 dan 6.0%) (Tabel 2). Selanjutnya 

diperoleh rancangan percobaan pada penelitian ini menggunakan desain 

percobaan 23 yang menunjukkan pada (Tabel 3). Parameter yang diamati tahap 

kedua yaitu total khamir, total asam asetat, total gula dan uji sensori hedonik yang 

meliputi aroma dan rasa , warna, dan penerimaan secara keseluruhan. Hasil 

variable respon selanjutnya dianalisis sidik ragamnya menggunakan program 

Desain Expert 12. Kecocokan dan kesuaian diuji dengan ANOVA. 

 

 

Tabel 4. Hasil desain respon surface 

Central Composite Design Total  Total 

Factors 3 Replicates 1 

Base runs 20 Total runs 20 

Base blocks 1 Total blokcks 1 

Two-level factorial Full factorial    

Cube points 14   

Center points in cube 6   

Axial points 6   

Center points in axial 0   

α: 1,681    
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Tabel 5. Faktor, variabel, dan taraf variable RSM secara faktorial 23 pada proses                           

              fermentasi minuman probiotik pulpa kakao 

 

No. 

 

Faktor 

 

Variabel 

Taraf Variabel 

-α 

-1,681 

Rendah 

-1 

Tengah 

0 

Tinggi 

+1 

+ α 

+1,681 

1 Lama 

Fermentasi 

(jam) 

A -0,113 5 12,5 20 25,113 

2 Konsentrasi 

Sukrosa(%) 

B 1,659 2 2,5 3 3,340 

3 Konsentrasi 

Inokulum (%)  

C 0,977 2 3,5 5 6,022 

Keterangan:                                                         Rumus mencari: 

α = √(2^𝑘)4
                                                        ± α 1,68 = X – nilai tengah/ selisih 

taraf 

k = jumlah faktor atau variable bebas  

Jadi, α =  √(2^3)4
  = 1,682 

 

 

Tabel 6. Desain percobaan 23 faktorial dengan 3 variabel bebas 

Run Lama Fermentasi 

(jam) 

Sukrosa 

(%) 

Inokulum 

(%) 

1 0 2,5 3,5 

2 20 2 2 

3 12,5 2,5 1 

4 12,5 3,3 3,5 

5 12,5 2,5 3,5 

6 20 2 5 

7 12,5 2,5 3,5 

8 12,5 2,5 3,5 

9 20 3 5 

10 12,5 2,5 3,5 
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   Tabel 6. (Lanjutan) 

Run Lama Fermentasi 

(jam) 

Sukrosa 

(%) 

Inokulum 

(%) 

11 5 3 5 

12 12,5 2,5 3,5 

13 5 2 2 

14 12,5 2,5 3,5 

15 20 3 2 

16 25,1 2,5 3,5 

17 5 3 2 

18 5 2 5 

19 12,5 2,5 6,02 

20 12,5 1,6 3,5 

 

 

Data yang diperoleh diolah menggunakan Software Design Expert 12 dengan 

tahapan: (1) menentukan jenis model, (2) analisis sidik ragam model terpilih, (3) 

menentukan persamaan model dan grafik, dan (4) optimasi formula. Analisis 

pemilihan model terhadap respon dilakukan berdasarkan jumlah kuadrat dari 

urutan model (Sequential Model Sum of Square), pengujian ketidakcocokan  

model (lack of fit), dan ringkasan model secara statistik (Model Summary 

Statictics) untuk dilihat R2 dan adjusted R2. Model yang mungkin terpilih dari 

metode permukaan respon adalah adalah Mean, Linear, Quadratic, 2-way 

interaction, dan Cubic. Respon yang dianalisis menghasilkan satu tipe model yang 

disarankan oleh program. Kemudian dilakukan analisis sidik ragam (ANOVA). 

 

Analisis sidik ragam dilakukan berdasarkan nilai Pvalue dari masing-masing respon, 

model yang baik memiliki nilai Pvalue yang signifikan (<0,05). Nilai Lack of Fit 

yang tidak signifikan merupakan syarat untuk model yang baik karena 

menunjukkan adanya kesesuaian data respon dengan model. Analisis sidik ragam 

menghasilkan persamaan model yang menggambarkan setiap kondisi penerapan 

dari variabel yang digunakan (Kumari et al., 2008). Analisis sidik ragam 
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menghasilkan grafik dalam bentuk gambar kontur dua dimensi (kontur respon) 

atau permukaan tiga dimensi (respon permukaan).  

 

Tahap akhir setelah menentukan model, analisis sidik ragam (ANOVA), 

persamaan model dan grafik, adalah optimasi lama fermentasi, konsentrasi 

sukrosa, dan konsentrasi inokulum. Optimasi dapat dilakukan dengan menetapkan 

variabel dalam batas maksimal, batas minimal atau menetapkan target respon 

yang dikehendaki. Keluaran dari tahap optimasi adalah rekomendasi beberapa 

kombinansi konsentrasi yang optimal menurut program. Konsentrasi paling 

optimal adalah formula dengan nilai yang diinginkan (desirability) maksimum. 

Nilai desirability merupakan nilai fungsi tujuan optimasi yang menunjukkan 

kemampuan program untuk memenuhi keinginan berdasarkan kriteria yang 

ditetapkan pada produk akhir. Kisaran nilainya dari 0 sampai 1,0. Nilai 

desirability yang semakin mendekati nilai 1,0 menunjukkan kemampuan program 

untuk menghasilkan produk yang dikehendaki semakin sempurna. Tujuan 

optimasi bukan untuk memperoleh nilai desirability 1,0, namun untuk mencari 

kondisi terbaik yang mempertemukan semua fungsi tujuan. 

 

 

3.4  Pelaksanaan Penelitian 

 

3.4.1  Persiapan Starter 

 

3.4.1.1 Inokulasi Starter Khamir Saccharomycess boulardii 

 

Starter khamir Saccharomycess boulardii yang berbentuk kapsul dibuka dan 

diambil dengan jarum oce steril sebanyak 1 oce didekat bunsen. Lalu 

diinokulasikan dengan jarum oce menggunakan metode streak kuadran IV pada 

cawan petri dan tabung yang sudah berisikan media PDA. Setelah itu, diinkubasi 

pada suhu ruang selama 24 jam. Kemudian setelah 24 jam kultur stok 

Saccharomycess boulardii siap digunakan (Gambar 5). 
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Gambar 5. Diagram alir pembuatan kultur stok S.boulardii 

 

 

3.4.1.2 Penentuan Waktu Maksimum Sel  

 

Kultur stok  S.boulardii dan media PDB (Potato Dextrose Broth) disiapkan . 

Pertama stok S. boulardii diinokulasikan menggunakan 1 kali pengambilan jarum 

oce pada media PDA ke Erlenmeyer yang berisi PDB sebanyak 150 ml secara 

aseptis didekat bunsen di dalam laminar air flow. Setelah itu,  Erlenmeyer yang 

yang telah diinokulasikan divorteks agar mikroba tercampur. Kemudian dishaker 

dengan kecepatan 100 rpm selama 16 jam lalu diamati dan dihitung dengan 

mikroskop dengan hemocytometer. Media PDB yang telah diamati dishaker 

kembali selama 20 jam dan diamati lalu dihitung kembali. Kemudian media PDB 

dishaker kembali selama 24 jam dan diamati, lalu dihitung menggunakan 

hemocytometer sehingga didapatkan kurva pertumbuhan terbaik pada khamir 

yaitu diperoleh waktu 20 jam. Diagram alir penentuan waktu maksimum sel 

dilihat ada Gambar 6. 

 

 

 

 

 

Dibuka dan diambil dengan jarum oce steril 

Kultur stok S.boulardii 

Starter khamir Saccharomycess boulardii 

Diinokulasi kultur ke cawan petri dan tabung 

(media PDA) secara steril 

Dinkubasi, T: 37°C, t: 24 jam 
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Gambar 6. Penentuan waktu maksimum sel (Dias, 2022). 

 

3.4.1.3 Pembuatan Kultur Kerja Khamir Saccharomycess boulardii 

 

Kultur stok  S.boulardii dan media PDB (Potato Dextrose Broth) disiapkan . 

Pertama stok S. boulardii diinokulasikan dengan 1 kali pengambilan jarum oce 

pada media PDA ke Erlenmeyer yang berisi PDB secara aseptis didekat bunsen di 

dalam laminar air flow. Setelah itu,  Erlenmeyer yang telah diinokulasikan 

divorteks agar tercampur dan kemudian dishaker dengan kecepatan 100 rpm 

selama 20 jam untuk mendapatkan total khamir yang meningkat dan 

Kultur Stok S.boulardii 

Diambil sebanyak 1 oce secara steril 

Diinokulasi kultur stok ke Erlenmeyer pada media 

PDB steril  
 

Dishaker (100 rpm) selama 

t= 16 jam 
 

Kurva pertumbuhan khamir 

Divortex 

Diamati dan dihitung dengan mikroskop 

menggunakan hemocytometer 

Dishaker, t= 20 jam dan divorteks 

 

Diamati dan dihitung 

Dishaker, t= 24 jam dan divorteks 

 

Diamati dan dihitung 



29 

 

 

didapatkanlah kultur kerja dengan jumah 8.109 Log CFU/ml yang siap digunakan. 

Diagram alir pembuatan kultur kerja dilihat pada Gambar 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Diagram alir pembuatan kultur kerja S.boulardii (Dias, 2022). 

 

3.4.2 Pengolahan Pulpa Kakao Fermentasi  

 

Buah kakao dipetik dan dikumpulkan dari kebun petani, buah dipilih yang sudah 

matang berwarna merah kekuningan. Selanjutnya dilakukan pengambilan cairan 

pulpa kakao (Theobroma cacao L.) dengan cara sebagai buah kakao yang telah 

dipanen, dipisahkan kulit dengan isinya (daging buah). Buah yang telah dipanen 

dipecah dengan balok kayu dan biji sebanyak 50 kg dikeluarkan daging buah 

berupa biji, plasenta dan pulpa kakao dimasukkan ke dalam karung nilon bersih. 

Cairan yang keluar ditampung dalam jerigen dan didapatkan cairan pulpa kakao 

sebanyak 5000 ml. Diagram alir pengolahan pulpa kakao terfermentasi dapat 

dilihat pada Gambar 8. 

 

 

 

 

Kultur Stok S.boulardii 

Diinokulasikan dengan 1 pengambilan 

jarum oce pada media PDB  

 

Inokulasi kultur stok ke Erlenmeyer 

pada media PDB steril  

 

Dishaker (100 rpm) selama 

t= 20 jam 
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(8.109 Log CFU/ml) 
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Gambar 8. Diagram alir pengolahan pulpa kakao terfermentasi 

                                  (Sabahannur dan Rale, 2018). 
 
 

3.4.3 Pembuatan Minuman Probiotik Pulpa Kakao 

 

Pulpa kakao sebanyak 4 liter yang telah disiapkan disaring dan dimasukkan ke 

Erlenmeyer. Erlenmeyer yang berisi pulpa dipasteurisasi dengan waterbath pada 

suhu 80°C selama 10 menit, lalu didiamkan sampai suhu ruang. Kemudian 

Erlenmeyer dimasukkan sukrosa steril sebanyak 1-3,3 % dan inokulum 

Saccharomycess boulardii sebanyak 1-6,0% dengan jumlah sel 8,109 Log CFU/ml 

lalu digoyangkan Erlenmeyer perlahan. Kemudian diinkubasi pada suhu ruang 

dishaker sesuai dengan waktu lama fermentasi masing-masing sampel yaitu 0-25 

jam. Minuman probiotik pulpa kakao yang telah jadi siap dilakukan uji lebih 

lanjut. Pembuatan minuman probiotik pulpa kakao terlihat pada Gambar 9. 
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Gambar 9. Diagram alir pembuatan minuman probiotik pulpa kakao 

 

3.5 Pengamatan  

 

3.5.1 Perhitungan Total Khamir Saccharomycess boulardii (Kristian, 2017) 

 

Perhitungan jumlah sel dilakukan dengan metode Counting Chamber. Jumlah sel 

sebelum dihitung diencerkan untuk mempermudah pengamatan counting 

chamber. Sampel khamir sebanyak 1ml diambil menggunakan pipet ukur, 

diencerkan dengan aquadest hingga 10 ml. Sampel diambil secukupnya dengan 

pipet tetes dan diletakkan pada tepi kaca tutup, maka dengan sendirinya tetesan 

tersebut akan mengalir ke bawah kaca tutup dan mengisi ruang hitung. Jika 

Pulpa Kakao 4 liter 

Sukrosa steril 

1-3 % 

 

 

 

 

Inokulum  

1-6% 

(8,109 Log 

CFU/ml) 

Dipasteurisasi (T= 80°C, t=10’) 

Didinginkan sampai pada suhu 37°C 

Diinokulasi kultur 

Saccharomycess boulardii  

Diinkubasi pada shaker 

(T=37°C, t=0-25 jam) 

Minuman probiotik 

pulpa kakao 

Pengamatan: 

1. Total khamir 

2. Total asam   

    Asetat 

3. Uji total gula 

4. Uji  sensori 

Disaring menggunakan penyaring (100 mes) 

Dimasukkan dalam Erlenmeyer 250 

Dimasukkan dalam Erlenmeyer  
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jumlah sel dalam 1 persegi kecil lebih dari 10 sel dan dalam 1 persegi besar lebih 

dari 100 sel, maka sampel perlu diencerkan kembali. Hemositometer diletakkan 

pada meja objek mikroskop. Tetapkan 5 titik dari 16 kotak terkecil pada 

hemasitometer. Hasil perhitungan jumlah sel setiap titiknya di rata – rata.  

Kemudian jumlah sel/ml dihitung menggunakan persamaan : 

 

 Jumlah sel/mL = 
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑠𝑒𝑙 𝑡𝑖𝑎𝑝 𝑘𝑜𝑡𝑎𝑘

0,04 mm 2
 x 

1000

1
 x faktor pengenceran 

 

3.5.2 Total Asam Asetat (Yuliana et al., 2023) 

 

Pengujian total asam asetat dilakukan menggunakan indikator pH meter. Pertama 

pH meter dikalibrasi dengan larutan kalibrasi pH 7.01 dan pH 4.01 agar hasilnya 

lebih akurat.  Sampel sebanyak 20 ml dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 

selanjutnya dititrasi dengan larutan NaOH 0,1 N sambil diukur pH nya. Jika pH 

sudah mencapai 8,3 maka proses titrasi dihentikan lalu dicatat jumlah NaOH yang 

terpakai. Perhitungan total asam asetat dilakukan dengan rumus: 

 

 

Keterangan : N = Normalitas larutan NaOH  

                     FP= faktor pengenceran = 1000  

                     BM asam asetat (CH3CHOHCOOH) = 60.05  

                     Volume sampel = 10 ml 

 

3.5.3 Pengujian Total Gula (Dubois et al., 1956) 

 

Pengujian total gula ini menggunakan metode fenol-sulfat. Langkah pertama yaitu 

mempersiapkan sampel terlebih dahulu yang dicentrifuge (10000 rpm) dan 

lakukan pengenceran (1 ml sampel : 9 ml aquades) dan pembuatan larutan blanko. 

Setelah itu membuat larutan fenol 5% dengan cara fenol 50 g dilarutkan dalam 

satu liter aquades. Kemudian membuat kurva standar yang dilakukan dengan cara 

membuat larutan induk sukrosa dengan melarutkan 100 mg sukrosa dalam 100 ml 

aquades. Pembuatan larutan standar sukrosa dengan cara mengencerkan 10 ml 

larutan induk sukrosa dengan aquades sampai volume 100 ml dan diambil 

sebanyak 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 dan 1 ml.  

Total asam asetat (%) = 
ml NaOH x N NaOH x BM asam asetat

Volume sampel x FP
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Kemudian larutan diencerkan dengan aqudest sampai dengan volume 1 ml.  

Larutan diambil sebanyak 0,5 ml dari setiap konsentrasi larutan standar sukrosa. 

Larutan fenol 5% sebanyak 0,5 ml ditambahkan dalam tabung reaksi dan vortex. 

Larutan asam sulfat pekat sebanyak 2,5 ml ditambahkan dengan cepat secara 

tegak lurus kepermukaan cairan. Larutan didiamkan selama 10 menit, vortex 

selama 30 detik, dan ditempatkan dalam water bath yang barisi air hangat selama 

15-20 menit sehingga terbentuk warna orange-yellow yang stabil. Kemudian 

larutan diukur absorbansinya pada 490 nm dengan spektrofotometer. Analisis 

pada sampel dilakukan dengan memasukkan 0,5 ml  sampel  ke dalam tabung 

reaksi dan lakukan tahap seperti pada pembuatan kurva standar. Perhitungan 

konsentrasi gula dalam sampel ditentukan dengan menggunakan kurva standar 

dan memperhitungkan pengenceran yang dilakukan. Rumus perhitungan adalah 

sebagai berikut.  

 

 Total gula (%)=
(𝐺𝑥𝐹𝑃 )

𝑊
 X 100 

Keterangan : G  = konsentrasi gula dari kurva standar (mg/ml) 

                     FP = faktor pengenceran  

                     W  = berat contoh (mg) atau ml 

 

3.5.4 Pengujian Sensori 

 

Uji sensori meliputi uji hedonik memiliki tujuan yaitu untuk mengetahui 

pengujian aroma dan rasa, warna, serta penerimaan keseluruhan pada minuman 

probiotik pulpa kakao. Uji hedonik merupakan pengujian yang paling banyak 

digunakan untuk mengukur tingkat kesukaan terhadap produki (Permadi dkk., 

2019). Penilaian sensori minuman probiotik pulpa kakao dilakukan dengan uji 

hedonik. Uji hedonik dilakukan oleh panelis tidak terlatih sebanyak 40 orang. 

Sampel yang diuji adalah minuman probiotik pulpa kakao sebanyak 20 sampel. 

Sampel yang diuji dibagi menjadi 3 kelompok pengujian, dengan setiap kelompok 

pengujian terdapat 6-7 sampel. Sampel dituang dalam gelas bening sebanyak 20 

ml dan diberi kode acak dan air penawar. Selanjutnya panelis diminta untuk 

memberikan pendapatnya dengan memilih tiga sampel yang paling ideal dari 

masing-masing kloter (Tabel 7,8 dan 9). 



34 

 

 

  Tabel 7. Kuisoner Uji Hedonik Kloter Pertama 

Nama panelis : 

Tanggal pengujian : 

Produk : Minuman probiotik pulpa kakao 

 

KUESIONER UJI HEDONIK 

A. Uji Hedonik 

 

Petunjuk Pengisian: 

Di hadapan anda disajikan 7 sampel minuman probiotik pulpa kakao yang 

diberi kode acak.  Anda diminta untuk menilai aroma dan rasa, warna, serta 

penerimaan keseluruhan dengan memberikan skor penilaian uji hedonik skala 

1 sampai 5 seperti terlampir. 

 

Parameter 290 122 865 317 525 909 884 

Aroma dan rasa        

Warna        

Penerimaan 

Keseluruhan 

       

 

Keterangan: 

Sangat suka 

Suka 

Agak suka 

Tidak suka 

Sangat tidak suka 

5 

4 

3 

2 

1 

 

B. Alasan Memilih Suka atau Tidak Suka 

Saudara/i diminta untuk menuliskan alasan memilih suka/tidak suka terhadap 

produk yang dipilih berdasarkan “aroma dan rasa, warna, serta 

penerimaan keseluruhan” pada kolom yang sudah disediakan. 

 
 

Sampel yang disukai: 

 

 

 

Alasan: 

 

 

 

Sampel yang tidak disukai: 

 

 

 

Alasan: 
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   Tabel 8. Kuisoner Uji Hedonik Kloter Kedua 

Nama panelis : 

Tanggal pengujian : 

Produk : Minuman probiotik pulpa kakao 

 

KUESIONER UJI HEDONIK 

A. Uji Hedonik 

 

Petunjuk Pengisian: 

Di hadapan anda disajikan 7 sampel minuman probiotik pulpa kakao yang 

diberi kode acak.  Anda diminta untuk menilai aroma dan rasa, warna serta 

penerimaan keseluruhan dengan memberikan skor penilaian uji hedonik 

skala 1 sampai 5 seperti terlampir. 

 

Parameter 774 920 144 809 490 390 214 

Aroma dan rasa        

Warna        

Penerimaan 

Keseluruhan 

       

 

Keterangan: 

Sangat suka 

Suka 

Agak suka 

Tidak suka 

Sangat tidak suka 

5 

4 

3 

2 

1 

 

B. Alasan Memilih Suka atau Tidak Suka 

Saudara/i diminta untuk menuliskan alasan memilih suka/tidak suka terhadap 

produk yang dipilih berdasarkan “aroma dan rasa , warna, serta 

penerimaan keseluruhan” pada kolom yang sudah disediakan. 

 
 

Sampel yang disukai: 

 

 

 

Alasan: 

 

 

 

Sampel yang tidak disukai: 

 

 

 

Alasan: 
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   Tabel 9. Kuisoner Uji Hedonik Kloter Ketiga 

Nama panelis : 

Tanggal pengujian : 

Produk : Minuman probiotik pulpa kakao 

 

KUESIONER UJI HEDONIK 

A. Uji Hedonik 

 

Petujuk Pengisian: 

Di hadapan anda disajikan 6 sampel minuman probiotik pulpa kakao yang 

diberi kode acak.  Anda diminta untuk menilai aroma,rasa, warna, dan 

penerimaan keseluruhan dengan memberikan skor penilaian uji hedonik 

skala 1 sampai 5 seperti terlampir. 

 

Parameter 890 501 930 110 350 245 

Aroma dan rasa       

Warna       

Penerimaan 

Keseluruhan 

      

 

Keterangan: 

Sangat suka 

Suka 

Agak suka 

Tidak suka 

Sangat tidak suka 

5 

4 

3 

2 

1 

 

B. Alasan Memilih Suka atau Tidak Suka 

Saudara/i diminta untuk menuliskan alasan memilih suka/tidak suka terhadap 

produk yang dipilih berdasarkan “Aroma dan rasa, warna, serta 

penerimaan keseluruhan” pada kolom yang sudah disediakan. 

 
 

Sampel yang disukai: 

 

 

 

Alasan: 

 

 

 

Sampel yang tidak disukai: 

 

 

 

Alasan: 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Kesimpulan yang didapat pada penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Lama fermentasi, sukrosa, dan inokulum berpengaruh nyata terhadap total 

    khamir, dan total gula pada minuman probiotik pulpa kakao dengan  

    penambahan S. boulardii sebagai starternya.  

2. Terdapat interaksi lama fermentasi, sukrosa dan inokulum S. boulardii pada  

    minuman probiotik pulpa kakao yang terlihat pada respon prediksi RSM  

    optimasi terbaik yaitu lama fementasi terbaik 20 jam, konsentrasi sukrosa  

    terbaik 3%,dan konsentrasi inokulum 5% dengan uji total khamir terbaik  

    sebesar 7.479 Log CFU/ml, total asam asetat 0,434%, total gula 10.358%,  

    aroma dan rasa dengan skor 3,975, warna 3,453, serta penerimaan keseluruhan  

    sebesar 3,891. Perlakuan terbaik tersebut memiliki karakteristik dengan  

    dihasilkannya nilai desirability sebesar 0,760. 

 

 

5.2 Saran 

 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai penyesuaian media fermentasi 

pulpa kakao untuk pertumbuhan Saccharomycess boulardii agar jumlah khamir 

yang dihasikan lebih maksimal.  
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