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Pulpa kakao merupakan jaringan berlendir yang membungkus biji kakao, dimana 

pada penelitian ini pulpa kakao dijadikan starter dengan penambahan khamir 

Saccharomyces boulardii dan akan diberikan beberapa perlakuan seperti 

penentuan lama fermentasi, penambahan gula dan inokulum. Penentuan pengaruh 

konsentrasi optimum menggunakan metode Response Surface Methodology 

(RSM). Pengamatan penelitian ini meliputi total khamir, nilai pH, konsentrasi 

larutan (°brix) dan pengujian anti mikroba. Pada hasil penelitian menunjukan 

bahwa perhitungan total khamir menunjukan faktor lama fermentasi yang 

berpengaruh, pengujian pH menunjukan tidak adanya faktor yang berpengaruh, 

pengujian padatan terlarut (oBrix) menunjukan faktor penambahan gula yang 

berpengaruh dan pada pengujian anti mikroba menunjukan faktor gula dan 

interaksi antara lama fermentasi dan inokulum yang berpengaruh. Solusi optimasi  

fermentasi pulpa kakao pada waktu fementasi terbaik berkisar 20 jam, konsentrasi 

gula sebesar 2% dan konsentrasi inokulum sebesar 2% dengan memiliki nilai 

desirability yang tinggi sebesar 0,883 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Kakao merupakan komoditas perkebunan andalan yang terus dipacu 

pengembangannya untuk memenuhi kebutuhan beberapa industri dalam negeri 

seperti industri makanan dan minuman. Pengolahan kakao pada esensinya adalah 

usaha untuk memproses buah kakao menjadi biji kakao kering untuk 

dimanfaatkan menjadi sebuah produk. Pulpa kakao merupakan limbah hasil 

fermentasi biji kakao, yang mengandung asam asetat atau asam cuka, asam laktat 

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

terkandung dalam pulpa kakao. Pulpa 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% 

(Lopez, 1986). Selama fermentasi dapat dihasilkan 15-20% limbah cairan pulpa 

dari berat biji kakao yang difermentasi (Ganda-Putra dkk., 2008). 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 bagi lingkungan disekitarnya. Padahal asam asetat sebagai salah satu 

kandungan cairan pulpa mempunyai nilai ekonomis yang tinggi. 

 

Saccharomyces boulardii merupakan spesies khamir yang dikenal karena 

memiliki sifat probiotik seperti mengobati gastroenteritis yang disebabkan oleh 

bakteri seperti Escherichia coli dan Salmonella sp (McFarland, 2007). Selain itu 

khamir ini memiliki beberapa nilai tambahan seperti efek menguntungkan 

terhadap patogen enterik, termasuk produksi senyawa yang menetralkan racun 

mikroba, pencegahan pelekatan bakteri dan translokasi dalam sel epitel usus dan 

modulasi jalur sinyal sel inang yang terkait dengan respon pro-inflamasi pada 

infeksi bakteri (Jenabian, et al., 2010). Karakteristik dari Saccharomyces 
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boulardii ialah memiliki suhu pertumbuhan optimal 37 ºC tetapi suhu maksimum 

yang dapat ditoleransi adalah 55 – 56 ºC, dapat menoleransi konsentrasi etanol 

sekitar 20%, serta mampu tumbuh pada lingkungan yang sangat asam dengan nilai 

pH di atas 2. karena kemampuannya untuk bertahan hidup di lingkungan asam, ia 

dapat melewati sistem pencernaan tanpa berubah (Du, L,  et al., 2012) 

 

Selain sifat probiotik yang dikaitkan dengan Saccharomyces boulardii, penelitian 

sebelumnya menunjukkan potensi penggunaan khamir ini dapat digunakan dalam 

pengembangan produk makanan fungsional (Sarwar, et al., 2019). Diantara 

makanan yang paling banyak diteliti dengan khamir ini adalah produk susu 

(Zamora, et al., 2015), jus buah dan minuman fermentasi (Degirmencioglu, et al., 

2016), dan sereal kacang-kacangan. Namun, jumlah publikasi yang terkait dengan 

aplikasi Saccharomyces boulardii menggunakan pulpa kakao sebagai starter 

fermentasi dengan tambahan starter yang bervariasi masih sedikit referensinya.  

 

Dengan adanya penelitian mengenai pengaruh lama fermentasi, konsentrasi gula 

dan konsentrasi inokulum terhadap pertumbuhan  Saccharomyces boulardi 

sebagai starter fermentasi dari pulpa kakao, dapat dijadikan dasar untuk 

mengetahui titik optimum dari masing masing variabel yang diamati. Dalam 

penentuan titik optimasi menggunakan metode RSM (Metodologi Response 

surface). Menurut Trihaditia (2015) RSM merupakan suatu strategi percobaan 

yang berguna jika respon dipengaruhi beberapa faktor. Tujuan penggunaan RSM 

ini adalah untuk mencari respon optimum. RSM mencakup masalah seperti 

pemilihan rancangan percobaan yang cocok untuk optimasi dan metode 

penelusuran ruang faktor untuk mencapai daerah optimum dengan cepat.  

 

1.2 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah  

1. Mengetahui pengaruh lama fermentasi, konsentrasi gula dan konsentrasi 

inokulum terhadap pertumbuhan Saccharomyces boulardii pada media 

fermentasi pulpa kakao 
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2. Menentukan titik optimum lama fermentasi, konsentrasi gula dan konsentrasi 

inokulum terhadap pertumbuhan Saccharomyces boulardii  

 

1.3 Kerangka pikir 

Pulpa kakao merupakan selaput lendir berwarna putih yang membungkus biji 

kakao. Komposisi pulpa kakao diantaranya mengandung air 80 - 90%, albuminoid 

0,5-0,7%, glukosa 8 -13%, asam yang tidak menguap 0,2 - 0,4%, besi oksidasi 

0,03%, sukrosa 0,4 - 1%, garam-garam 0,4-0,45%, dan sedikit pati (Nasution, 

1976). Komposisi pulpa yang demikian merupakan media pertumbuhan yang baik 

bagi mikroorganisme yang berperan dalam proses fermentasi.  

 

Saccharomyces boulardii. merupakan salah satu probiotik yang sering digunakan 

untuk mengobati dan mencegah penyakit yang menyerang saluran pencernaan. 

Pada penelitian ini khamir S. boulardii diterapkan pada media pulpa kakao 

dikarnakan pulpa kakao secara kimia dan fisik merupakan medium yang ideal 

untuk pertumbuhan khamir yang tumbuh pada kondisi anaerobic. Khamir akan 

bertambah jumlahnya selama 12 jam pertama fermentasi kemudian konstan pada 

12 jam berikutnya (Ostovar dan Keeny, 1973) dalam (Putih, 2007). Reaksi 

pembentukan alkohol ini menghasilkan sejumlah besar karbondioksida. Segera 

setelah proses fermentasi dimulai, pulpa mulai pecah yang biasa terjadi karena 

tekanan mekanis atau perubahan-perubahan enzimatik (Wahyudi, et al., 2008) 

 

1.4 Hipotesis 

1. Pengamatan mengenai pengaruh konsentrasi gula dan konsentrasi inokulum 

terhadap lama fermentasi dapat menjadi acuan pertumbuhan Saccharomyces 

boulardii  

2. Terdapat titik optimasi terbaik dengan variabel lama fermentasi, konsentrasi 

gula dan konsentrasi inokulum pada fermentasi pulpa kakao. 

 



 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Kakao  

kakao merupakan satu-satunya di antara 22 jenis marga Theobroma, suku 

Sterculiaceae yang diusahakan secara komersial. Menurut Tjitrosoepomo (1988) 

sistematika tanaman ini sebagai berikut:  

Kingdom  : Plantae  

Division   : Spermatophyta  

Sub-division   : Angiospermae 

Class    : Dicotyledoneae  

Sub-class   : Dialypetalae  

Order    : Malvales  

Family   : Sterculiaceae  

Genus    : Theobroma  

Species   : Theobroma cacao L 

 

Habitat asli tanaman kakao adalah hutan tropis dengan naungan pohon-pohon 

yang tinggi, curah hujan tinggi, suhu sepanjang tahun relatif sama, serta 

kelembaban tinggi yang relatif tetap. Dalam habitat seperti itu, tanaman kakao 

akan tumbuh tinggi tetapi bunga dan buahnya sedikit. Jika dibudidayakan di 

kebun, tinggi tanaman umur tiga tahun mencapai 1,8 sampai 3 m dan pada umur 

12 tahun dapat mencapai 4,5 sampai 7 meter. Tinggi tanaman tersebut beragam, 

dipengaruhi oleh intensitas naungan serta faktor-faktor tumbuh yang tersedia. 

Tanaman kakao bersifat dimorfisme, artinya mempunyai dua bentuk tunas 

vegetative. Tunas yang arah pertumbuhannya ke atas disebut dengan tunas 

ortotrop atau tunas air (wiwilan atau chupon), sedangkan tunas yang arah 

pertumbuhannya ke samping disebut dengan plagiotrop (Prastowo, 2010). 
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Gambar 1. Morfologi kakao (Sumber: Unair news) 

 

Buah kakao secara garis besar terdiri atas tiga bagian yaitu kulit, plasenta (pulp), 

dan biji. ketiga bagian tersebut selama ini yang dimanfaatkan sebagai komoditas 

ekspor hanya keping biji, sedangkan yang lainnya belum dimanfaatkan secara 

optimal dan menjadi limbah pertanian yang memiliki potensi untuk dimanfaatkan. 

Kulit buah kakao adalah limbah dengan proporsi terbesar yang dihasilkan. Kulit 

biji diperoleh dari pengolahan biji yang besarnya sekitar 10% dari berat kakao, 

sedangkan pulpa kakao adalah cairan dari pelepasan jaringan halus yang 

membungkus biji kakao (plasenta) pada proses fermentasi biji kakao (Murni, et 

al., 2012). 

 

Pulpa yang dihasilkan dari fermentasi biji kakao dapat menimbulkan masalah bagi 

lingkungan disekitar areal pengolahan. Pulpa kakao yang dibiarkan terbuang akan 

menjadi limbah sehingga dapat menimbulkan dampak yang besar apabila tidak 

segera ditangani. Limbah pulpa akan difermentasi mikroorganisme yang dapat 

oleh menimbulkan penyakit. Selain itu, limbah pulpa kakao juga dapat 

menyebabkan pencemaran udara akibat timbulnya bau asam dan tidak sedap yang 

disebabkan oleh aktivitas mikrobia yang menghasilkan gas ammonia (Indriani, 

2004). Gas ammonia menghasilkan bau yang dapat merusak sistem pernapasan 

manusia jika dihirup secara terus menerus. Pulpa biji kakao ini dapat diolah lebih 

lanjut menjadi sebuah produk yang bernilai seperti dengan mengolahnya menjadi 

Nata De Cacao (Nurfaillah, 2018), pembuatan selai (Putu, 2015) dan produksi 

bioetanol (Lisma dan Sri, 2015) 
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Komposisi pulpa kakao diantaranya mengandung gula 12-15%, 5-7% pektin, 0,8-

1,5% asam tidak menguap dan 0,1-0,5% protein (Hidayat, 1995). Komposisi 

pulpa yang demikian merupakan media pertumbuhan yang baik bagi 

mikroorganisme yang berperan dalam proses fermentasi (Bintoro, 1977).  

 

                   

Gambar 2. Cairan pulpa kakao (Sumber: www.foodconnection.com) 

 

2.2 Fermentasi 

Fermentasi merupakan suatu proses perubahan kimia pada suatu substrat organik 

melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme. Fermentasi 

berhubungan dengan proses produksi produk dengan menggunakan 

mikroorganisme sebagai biokatalis (Riadi, 2007). Mikroba yang pada umumnya 

terlibat dalam fermentasi adalah bakteri, khamir, dan kapang. Proses fermentasi 

dibutuhkan starter sebagai mikroba yang akan ditumbuhkan dalam substrat. 

Starter merupakan populasi mikroba dalam jumlah dan kondisi fisiologis yang 

siap diinokulasikan pada media fermentasi (Prabowo, 2011). Proses optimum 

fermentasi tergantung pada jenis organismenya. Hidayat dan Suhartini (2013) 

menyatakan bahwa faktor yang mempengaruhi proses fermentasi adalah suhu, pH 

awal fermentasi, inokulum, substrat dan kandungan nutrisi medium.  

 

Fermentasi terbagi menjadi dua, yaitu fermentasi aerob dan anaerob. Fermentasi 

aerob adalah fermentasi yang pada prosesnya memerlukan oksigen. Semua 

organisme untuk hidupnya memerlukan sumber energi yang diperoleh dari hasil 

metabolisme bahan pangan, dimana organisme itu berada. Bahan energi yang 

paling banyak digunakan mikroorganisme untuk tumbuh adalah glukosa. Dengan 

adanya oksigen, maka mikroorganisme dapat mencerna glukosa, menghasilkan 
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air, karbondioksida dan sejumlah besar energi. Sedangkan fermentasi anaerob 

adalah fermentasi yang pada prosesnya tidak memerlukan oksigen. Beberapa 

mikroorganisme dapat mencerna bahan energinya tanpa adanya oksigen, jadi, 

hanya sebagian bahan energi itu dipecah yang menghasilkan sebagian dari energi, 

karbondioksida dan air, termasuk sejumlah asam laktat, asetat, etanol, asam 

volatile, alkohol dan ester. Terdapat juga fermentasi semi aerob yaitu fermentasi 

yang tidak memerlukan oksigen sepenuhnya (Bachruddin, 2018). 

 

2.3 Faktor Yang Berpengaruh Terhadap Fermentasi 

Belitz dan Grosch (1987) menyatakan bahwa fermentasi pulpa kakao segar oleh 

khamir dan bakteri akan menghasilkan cairan pulpa yang berwarna keruh. 

Menurut Agyeman dan Oldham (1986) cairan pulpa ini mempunyai pH 3,4-7,0 

dan menurut Effendi (1995) cairan pulpa segar mengandung gula 12-15%, 5-7% 

pektin, 0,8-1,5% asam tidak menguap dan 0,1-0,5% protein. Seperti yang telah 

dijelaskan, fermentasi dapat dilakukan dalam lingkungan yang terkendali. Hal ini 

disebabkan karna lingkungan berpengaruh terhadap aktivitas mikroba yang dapat 

memengaruhi hasil atau produk akhir. Adapun faktor-faktor yang dapat 

dikendalikan antara lain 

 

2.3.1 Derajat keasaman/pH 

Merupakan salah satu faktor yang perlu untuk diperhatikan pada saat proses 

fermentasi. Pertumbuhan khamir sangat dipengaruhi oleh pH dan penggunaan pH 

optimum sangat disarankan agar fermentasi dapat berlangsung lebih cepat. pH 

optimum dapat berbeda-beda tergantung khamir yang digunakan (Aprilia, et al., 

2021). 

 

Dalam proses fermentasi, pH merupakan variabel pertumbuhan mikroorganisme 

yang sangat penting, karena mikroorganisme hanya dapat tumbuh pada kisaran 

pH tertentu. Untuk S. boulardii, pertumbuhan yang optimal berlangsung dalam 

media dengan pH 4,5-5,5 (Moradi, et al., 2018) selain itu, mikroorganisme juga 
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memerlukan substrat yang mengandung nutrisi sesuai dengan kebutuhan yang 

diperlukan untuk pertumbuhannya (Subekti, 2006). 

 

2.3.2 Suhu  

Suhu fermentasi mempengaruhi lama fermentasi karena pertumbuhan khamir 

dipengaruhi suhu lingkungan fermentasi. Khamir memiliki kriteria pertumbuhan 

yang berbeda beda (Azizah, et al., 2012). Contoh pengaruh suhu pada proses 

fermentasi yaitu pada penelitian yang dilakukan oleh Kumalasari (2011), yaitu 

Saccharomyces akan tumbuh optimal dalam kisaran suhu 30 – 35 0C dan puncak 

produksi alkohol dicapai pada suhu 33 0C. Jika suhu terlalu rendah, maka 

fermentasi akan berlangsung secara lambat dan sebaliknya jika suhu terlalu tinggi 

maka mikroba tersebut akan mati sehingga menyebabkan proses fermentasi tidak 

dapat berlangsung.  

 

2.3.3 Media Pertumbuhan (Substrat) 

Media pertumbuhan merupakan salah satu faktor penting yang diperlukan untuk 

menumbuhkan dan mempelajari sifat-sifat mikroorganisme. Media harus 

mencukupi nutrisi, sumber energi dan kondisi lingkungan tertentu (Aini & 

Rahayu, 2015). Khamir biasanya menggunakan glukosa sebagai sumber karbon. 

Namun, ketika glukosa tidak tersedia, sumber karbon yang digunakan untuk 

energi metabolisme dan biomassa seluler adalah gula alternatif seperti galaktosa, 

sukrosa, dan maltosa serta karbon nonsugar seperti etanol, laktat, gliserol, dan 

oleat (Bernard dkk, 2009).  

 

2.3.4 Cemaran Mikroorganisme  

Cemaran mikroorganisme dilakukan dengan pengendalian terhadap 

mikroorganisme lain, baik pathogen maupun tidak, yang dapat mengganggu atau 

menghambat proses fermentasi yang mengakibatkan khamir mati dan fermentasi 

tidak berjalan dengan sempurna (Winarno, 1974). Pencegahan cemaran dapat 

dikendalikan dengan pengendalian suhu, pH, aktivitas air, nutrient, bahan kimia, 
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maupun iradiasi. Pada umumnya, proses pengendalian terhadap cemaran yang 

seringkali dilakukan adalah dengan pemanasan, baik itu menggunakan sterilisasi 

komersial maupun pasteurisasi. Pemilihan biasanya didasarkan atas sifat bahan 

yang digunakan 

 

2.3.5 Lama Fermentasi 

Faktor lain yang sangat penting dalam proses fermentasi adalah waktu. Waktu 

fermentasi merupakan variabel yang berkaitan dengan fase pertumbuhan populasi 

khamir. Hal ini sesuai dengan pendapat Mubin dan Zubaidah (2015) bahwa 

khamir akan tumbuh subur pada kondisi suhu normal yaitu 25-30 0C sehingga 

populasi khamir yang dihasilkan tidak berbeda terlalu jauh. Populasi khamir akan 

terus tumbuh sampai pada tahap jenuh yaitu dimana jumlah makanan yang ada 

sama dengan jumlah sel khamir yang ada. Kondisi stasioner ini akan berubah 

menjadi kematian yang dipercepat apabila lama fermentasi diperpanjang, dimana 

fermentasi meningkatkan produksi gas CO2 sehingga khamir tidak tumbuh.  

 

2.3.6 Mikroorganisme 

Fermentasi membutuhkan mikroba sebagai pelaku utama. Pemilihan 

mikroorganisme yang tepat penting dilakukan untuk efisiensi proses fermentasi 

(kecepatan dan efisiensi penggunaan nutrient) dan arah hasil yang diinginkan. 

Sebagai contoh dalam fermentasi alkohol, umumnya menggunakan khamir 

dikarnakan khamir dapat mengonversi gula menjadi alkohol dengan adanya enzim 

zimase (Azizah, et al., 2012). 

 

2.4 Saccharomyces boulardii  

Saccharomyces boulardi merupakan salah satu probiotik yang paling efektif untuk 

membantu mencegah atau mengobati penyakit. Sifat Saccharomyces boulardii 

adalah non-patogen yang bermanfaat banyak dalam saluran usus. Saccharomyces 

boulardii terisolasi dari kulit leci dan buah manggis yang tumbuh di kawasan 

Indochina. Saccharomyces boulardii memiliki taksonomi, fisiologis, metabolik 
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dan karakter genetik yang khas, yaitu dapat tumbuh pada daerah dengan suhu 37 

oC. 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 (indah, et al., 2015)  

 

Saccharomyces boulardii bekerja dalam berbagai cara di dalam usus, tergantung 

pada jenis agen infeksi atau proses inflamasi yang menstimulasi sel usus. Dalam 

beberapa kasus infeksi diare, khamir ini akan berkompetisi dengan organisme 

yang menginfeksi dan khamir ini menang. Studi eksperimen memperlihatkan hasil 

bahwa Saccharomyces boulardii mempunyai sifat anti mikroba, sama baiknya 

dengan anti inflamasi dan anti racun (Vineeth, et al., 2017).  Mekanisme yang 

paling berpengaruh dari Saccharomyces boulardii adalah dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri yang mengandung racun, anti-inflammatory dan banyaknya 

efek stimulatory pada mukosa usus. Saccharomyces boulardii menginaktifasi 

racun bakteri, menghambat racun yang mengikat pada reseptor usus dan 

mengurangi toksin yang disebabkan peradangan (Nikmatus, 2018) 

 

Saccharomyces boulardii tidak melakukan reproduksi spora atau yang disebut 

askospora dan tidak menggunakan gula galaktosa. Hal ini yang menyebabkan 

khamir tersebut menjadi sangat tahan terhadap panas dan asam. Saccharomyces 

boulardii adalah uniseluler (bersel satu) dan berbentuk globuler, bereproduksi 

dengan tunas yang akan meninggalkan luka pada permukaannya ketika tunas 

tersebut keluar (Umaiyah., et al. 2014)  

 

Saccharomyces boulardii dicirikan sebagai spesies yang terpisah 

dari Saccharomyces cerevisiae karena tidak mencerna galaktosa dan tidak 

mengalami sporulasi. Urutan genomiknya, Saccharomyces boulardii memiliki 16 

kromosom, plasmid lingkaran 2 mikron, dan diploid dengan gen untuk kedua jenis 

perkawinan. Baik Saccharomyces boulardii dan Saccharomyces 

cerevisiae menghasilkan protein yang menghambat bakteri patogen dan racun, 

khususnya pho8 dan ysp3. Saccharomyces boulardii mengkodekan tambahan 



11 

 

protein adhesi yang membantu mengikat dan menghentikan bakteri patogen yang 

menempel pada mukus (Cairan lengket dan tebal yang disekresikan oleh membran 

dan kelenjar mukosa) di usus. (Khatri, et al., 2017) 

 

Saccharomyces boulardii memerlukan suhu fermentasi sekitar 30 0C (Sassner, 

2008). Proses fermentasi dipengaruhi oleh berbagai faktor yang harus dikontrol 

agar proses berlangsung optimal, antara lain suhu, pH, oksigen, dan substrat 

(Subekti, 2006). Dalam proses fermentasi, pH merupakan variabel pertumbuhan 

mikroorganisme yang sangat penting, karena mikroorganisme hanya dapat 

tumbuh pada kisaran pH tertentu. Untuk Saccharomyces boulardii pertumbuhan 

yang optimal berlangsung dalam media dengan pH 4.5 - 5.5. Pada pH di bawah 3, 

proses fermentasi alkohol akan berkurang kecepatanya (Buckle, et al., 2007). 

selain itu, mikroorganisme juga memerlukan substrat yang mengandung nutrisi 

sesuai dengan kebutuhan yang diperlukan untuk pertumbuhannya.  

 

Klasifikasi dari Saccharomyces boulardii menurut (Van and Yarow, 1984) yaitu: 

Kingdom  : Fungi 

Division  : Ascomycota 

Sub-division   : Saccharomycotina 

Class   : Saccharomycetes 

Ordo   : Saccharomycetales 

Family   : Saccharomycetaceae 

Genus    : Saccharomyces 

Species   : Saccharomyces boulardii  

 

                   
  

Gambar 3. Saccharomyces boulardii pada mikroskop 

(Sumber: Laboratoire Lescuyer) 



 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan tempat 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Universitas 

Lampung pada Maret – Juni 2023. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan adalah timbangan analitik , autoclave, mikropipet 100-

1000 µl, haemositometer, Biosafety cabinet (Mammert in30), orbital shaker 

(Gallenkap), laminar air flow, centrifuge (fisher scientific) oven, jarum ose, pH 

meter (mediatech digital), mikroskop binokuler (Nikon E Clips), kamera hp, 

beaker glass, corong, tabung reaksi, cawan petri, pipet tetes, pipet volume, 

dispossable syringe, jarum suntik, tip, erlenmeyer, gelas ukur, bunsen, hotplate, 

stirer, waterbath (Unitronic) jangka sorong, alumunium foil, kasa, kapas, tissue, 

cotton swab steril, plastik wrap dan benang. 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah pulpa buah kakao, 

Kultur starter Saccharomyces boulardii (Swanson), isolat bakteri Escherichia coli 

yang diperolah dari sediaan Lab Mikrobiologi FMIPA Unila, antibiotik 

chloramphenicol 100 mg/ 1000 ml (Sanbe), streptomycine paper disk (oxoid), 

gula pasir (Rose brand), kentang, media Potato Dextrose Agar, media Potato 

Dextrose Broth (PDB), media Nutrient Agar (Himedia), media Nutrient Broth 

(NB) aquadest, alkohol, dan spirtus.  
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3.3 Rancangan 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 gula dan konsentrasi inokulum. Percobaan ini 

mengggunakan 3 variabel bebas yaitu lama fermentasi (0, 5, 12.5, 20, dan 25 

jam), konsentrasi gula (1.6%, 2%, 2.5%, 3% dan 3.3%) dan konsentrasi inokulum 

(1%, 2%, 3.5%, 5% dan 6%) (Tabel 2). Central Composite Design menghasilkan 

response surface rancangan percoban sebanyak 20 faktorial (Tabel 1). Selanjutnya 

diperoleh rancangan percobaan dengan menggunakan desain 23. Parameter yang 

diamati yaitu total khamir, pH, oBrix dan pengujian anti bakteri. Hasil variabel 

respon selanjutnya dianalisis sidik ragamnya menggunakan program Desain 

Expert 12. Kecocokan dan kesuaian diuji dengan ANOVA. 

 

Tabel 1. 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 2. Desain percobaan 23 faktorial dengan 3 variabel bebas 

Run 

Lama fermentasi 

(jam) 

Konsentrasi gula 

(%) 

Konsentrasi 

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  

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 2.5 3.5  

17 5 3 2  

18 5 2 5  

19 12.5 2.5 6  

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 ketidak cocokan 

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). 
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Analisis sidik ragam dilakukan berdasarkan nilai P dari masing-masing respon. 

Model yang baik memiliki nilai P 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 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 gula, 

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 desirability maksimum. Nilai desirability 

merupakan nilai 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 Diagram Alir Penelitian 

Tahapan penelitian pengaruh lama fermentasi, konsentrasi gula dan konsentrasi 

inokulum terhadap pertumbuhan Saccharomyces boulardii pada media fermentasi 

pulpa kakao dapat dilihat pada diagram alir berikut 
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Gambar 4. Diagram alir pengujian lama fermentasi, konsentrasi gula dan 

konsentrasi inokulum terhadap pertumbuhan Saccharomyces 

boulardii pada media fermentasi pulpa kakao 

 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Pembuatan Stok Media Potato Dextrose Agar (PDA) dan Potato 

 Dextrose Broth (PDB) 

 

Media PDA sebanyak 1000 ml membutuhkan kentang sebanyak 200 gr, dextrose 

20 gr, agar kering 15 gr, dan aquades 1000 ml (Himedia). Kentang dipotong kecil 

seperti dadu dan dimasukan kedalam beaker glass yang sudah berisi akuades, lalu 

dipanaskan hingga mendidih sehingga tekstur kentang menjadi lunak. Air rebusan 

kentang dipisahkan serta tambahkan dextrose dan agar. Campuran bahan 

sebelumnya dipanaskan kembali diatas hotplate dan diaduk menggunakan 

Pulpa kakao 

Sterilisasi dengan suhu 

80 0C selama 10 menit 

Inokulasi dengan starter 

Saccharomyces boulardii 

dan penambahan gula 

Pengujian 

1. Perhitungan 

jumlah sel 

2. pH 

3. oBrix 

4. Anti bakteri 

HASIL 

Inkubasi pada waktu 

tertentu dalam shaker 
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magnetic stirrer hingga larut, kemudian dimasukan kedalam erlenmeyer dan 

sterilisasi media menggunakan autoklaf selama 15 menit. Media yang telah steril 

kemudian ditambahkan dengan antibiotik kloramfenikol sebanyak 100 mg/1000 

ml. Media siap digunakan dan dapat disimpan di kulkas untuk penggunaan 

berikutnya. 

 

Selanjutnya untuk membuat media PDB 1000 ml dibutuhkan kentang sebanyak 

200 gr, dextrose 20 gr dan akuades. kentang dipotong kecil-kecil seperti dadu dan 

dimasukan kedalam beaker glass yang sudah berisi akuades. Kemudian dilakukan 

pemanasan hingga tekstur kentang menjadi lunak. Air rebusan kentang dipisahkan 

dan tambahkan dextrose. Media dimasukan kedalam erlenmeyer dan sterilisasi 

menggunakan autoklaf selama 15 menit. Media yang telah steril kemudian 

ditambahkan dengan antibiotik kloramfenikol sebanyak 100 mg/1000 ml. 

Penggunaan media broth ini digunakan karna larutan lebih mudah diukur dan 

dipindahkan kedalam media pulpa kakao, selain itu media ini sangat mendukung 

pertumbuhan jamur dan khamir khususnya Saccharomyces boulardii karena 

tingkat keasaman yang rendah yaitu berkisar antara pH 4,5 sampai 5,6 sehingga 

dapat menghambat pertumbuhan dari suatu bakteri (Ismawati, 2016).  

 

3.5.2 Persiapan Medium Pulpa Kakao  

Buah kakao dipetik dan dikumpulkan dari kebun petani di daerah Tanggamus, 

lampung barat. Buah coklat dipilih yang sudah matang berwarna merah 

kekuningan. Pulpa kakao diambil dengan membuka kulit buah kakao dan diambil 

bagian isinya. Kemudian biji kakao dimasukkan ke dalam karung nilon bersih. 

Cairan yang keluar selama proses diambil dan ditampung pada wadah jerigen atau 

ember. Pulpa disimpan dalam jerigen yang terutup dan dimasukan kedalam 

freezer.  
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Gambar 5. Pulpa kakao (Sumber: Dokumentasi Pribadi) 

 

3.5.3 Isolasi khamir Saccharomyces boulardii dari Kapsul Suplemen 

Kapsul suplemen yang berisi Saccharomyces boulardii diambil secara aseptik 

didalam laminar air flow dan dilakukan metode sebaran diatas media potato 

dextrose agar (PDA) kemudian dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 30 

oC. Isolat yang tumbuh dilakukan streak kuadran pada cawan petri dan dilakukan 

inkubasi kembali. Setlah dilakukan inkubasi, inokulasi khamir pada tabung reaksi 

untuk kultur stok.  

 

          

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Saccharomyces boulardii dalam kapsul suplemen   

           (Sumber: Dokumentasi pribadi).  
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3.5.4 Pembuatan Starter Saccharomyces boulardii  

Pembuatan starter dimulai dari diambilnya koloni Saccharomycess boulardii yang 

telah distreak pada tabung reaksi dengan loop ose untuk diinokulasikan kedalam 

media PDB volume 150 ml dalam erlenmayer 250 ml. Inokulasi kultur sebanyak 3 

ose dilakukan secara aseptis didalam laminar air flow. Starter dilakukan inkubasi 

dalam shaker selama 20 jam. Untuk melihat pertumbuhan khamir yang hidup 

dihitung menggunakan haemositometer.   

 

3.5.5 Penambahan Konsetrasi Gula pada Media 

20 erlenmayer media pulpa kakao yang telah dipasteurisai pada waterbath selama 

10 menit di suhu 80 oC ditambahkan gula sebanyak 1,6%, 2%, 2,5%, 3% dan 

3,3%. (Tabel.2)  

 

3.5.6 Penambahan Inokulum dan Lama Fermentasi 

Media yang telah siap, ditambahkan dengan starter Saccharomyces boulardii yang 

diperoleh dari inkubasi media PDB sebanyak 1%, 2%, 3.5%, 5% dan 6% (Tabel. 

2). Kemudian pulpa yang telah diberi starter diinkubasi selama 5 jam, 12,5 jam 20 

jam dan 25 jam (Tabel.2) 

 

3.6 Metode Uji 

3.6.1 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Saccharomyces Boulardii 

Tahap ini bertujuan untuk mengetahui fase stationer dari khamir Saccharomyces 

boulardii sebagai dasar penentu lama waktu inkubasi produksi inokulum dalam 

shaker. Dilakukan pengamatan setiap 4 jam sekali pada media PDB dan dihitung 

jumlah sel. Hasilnya akan didata dan dibuat kurva pertumbuhan Saccharomyces 

boulardi.  
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3.6.2 Perhitungan Populasi Mikroba 

Perhitungan mikroba menggunakan alat haemositometer. Sebelumnya permukaan 

hitung haemositometer dibersihkan menggunakan alkohol dan tissue, kemudian 

cover glass diletakkan diatas haemasitometer. Sebanyak satu tetes suspensi pulpa 

diteteskan pada lekukan tepi kaca haemositometer dengan pipet dan dibiarkan 

sampai memenuhi ruang hitung dan ditambahkan pewarna lactophenol 

cottonblue. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop pada perbesaran 40x 

kali dan dihitung jumlah sel pada 80 kotak kecil yang terletak di dalam kotak 

tengah yang berukuran 1 mm.  

 

                   

Gambar 5. Bilik hitung haemositometer (Sumber: DocPlayer.info) 

 

Kerapatan sel dihitung dengan menggunakan rumus menurut Gabriel dan Riyatno 

(1989) 

                       t 

    C =                     x 106 

   (n x 0.25) 

 

Keterangan:  

C : Kerapatan sel per mL larutan  

t : Jumlah total sel dalam kotak sampel yang diamati  

n : Jumlah kotak sampel (5 kotak besar x 16 kotak kecil)  

 0,25 : Faktor koreksi penggunaan kotak sampel skala kecil pada hemasitometer 
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3.6.3 Pengukuran pH 

Pengukuran pH diawali dengan mengkalibrasi pH meter menggunakan larutan pH 

buffer. Sebelum digunakan untuk mengukur pH pada pulpa kakao, elektroda pH 

meter yang telah dikalibrasi dibilas terlebih dahulu dengan aquades kemudian 

dikeringkan dengan tisu. Langkah ujinya dengan dicelupkan elektroda pH meter 

ke dalam larutan pulpa fermentasi dan tunggu hingga beberapa saat. Hasil dari 

nilai pH akan keluar pada layar.  

 

                                   

 

 

  

 

Gambar 6. Alat ukur pH meter (Dokumentasi Pribadi) 

 

3.6.4 Pengukuran Konsentrasi Larutan (oBrix) 

Penentuan kadar oBrix digunakan untuk mengukur besarnya konsentrasi gula yang 

terkandung suatu larutan dengan menggunakan alat hand refractometer. Hand 

refractometer merupakan alat yang baik digunakan untuk meneliti nilai oBrix 

karena pengukurannya sederhana, lebih cepat dan akurat. Alat ini digunakan 

untuk mengukur konsentrasi suatu larutan dengan bantuan indeks bias atau 

refraksi cahaya. Sebelum melakukan pengukuran oBrix pulpa kakao, 

refractometer dikalibrasi terlebih dahulu dengan aquadest. Kemudian pulpa kakao 

diletakkan pada sensor refractometer. Pengukuran dimulai dengan menekan 

tombol start ditekan dan secara otomatis tampilan angka pada refractometer akan 

menunjukkan angka Brix (º) pulpa kakao yang diuji. Pengujian diulangi sebanyak 

2 kali ulangan.  
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Gambar 7. Alat ukur oBrix (Dokumentasi Pribadi) 

 

3.6.5 Pengujian Aktivitas Anti Bakteri  

Pengujian anti bakteri menggunakan media nutrient agar (NA) untuk 

pertumbuhan bakteri E. coli. Media NA yang telah dibuat, dimasukan kedalam 

cawan petri sebanyak 15 ml dan bakteri E. coli diswab diatas media tersebut. 

Letakan cakram berukuran 6 mm yang berisi larutan fermentasi pulpa kakao steril 

sebanyak 2 buah sebagai pengulangan dan 1 cakram antibiotik streptomycine 

sebagai kontrol positif. Pulpa kakao yang ingin dilakukan uji anti bakteri 

dicentrifuge dengan kecepatan 1000 rpm selama 5 menit untuk diambil cairan 

natan dan disaring kembali dengan cyringe filter dengan ketebalan 200 µm. 

Setelah disaring, cakram ditetesi dengan pulpa kakao yang telah diberikan 

perlakuan. Rendam cakram selama 15 menit, setelah itu letakan cakram diatas 

media NA dengan jarak antar cakram 3 cm dan jarak cakram dari tepi cawan 

sebesar 2 cm menggunakan pinset. Inkubasi selama 24 jam. Pertumbuhan zona 

hambat pulpa kakao fermentasi diamati dari zona bening yang terbentuk di 

sekeliling cakram dan diukur menggunakan jangka sorong. 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Penyaringan pulpa kakao menggunakan syringe filter 

(Dokumentasi Pribadi) 
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3.6.6 Perhitungan Zona Hambat yang Terbentuk 

Zona hambat diukur dengan mengambil dua garis yang saling tegak lurus melalui 

titik pusat cakram. Diameter zona hambat horizontal, untuk garis pertama, garis 

kedua diameter zona hambat vertikal dan garis ketiga diameter kertas cakram. 

Jumlah diameter garis pertama dikurangi diameter garis ketiga ditambahkan 

dengan jumlah diameter garis kedua yang dikurangi diameter garis ketiga. Kedua 

hasil diameter garis tersebut dibagi dua, maka akan diperoleh luas diameter zona 

hambat (Andries, et al., 2014). Diameter zona hambat dapat dikategorikan 

kekuatannya berdasarkan Greenwood (2000) kuat (zona hambat >20mm), sedang 

(zona hambat 10 – 15 mm) dan tidak ada zona hambat , 10 mm) (Alfath C, et al., 

2013). 

 

   L = (D1 − D3) + (D2 − D3)  

     2 

 

Keterangan : 

L  = Luas zona hambat 

D1  = Diameter zona hambat horizontal 

D2  = Diameter zona hambat vertikal 

D3  = Diameter Cakram 



 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang didapat pada penelitian ini adalah sebagai berikut  

1. Pada variabel lama fermentasi mempengaruhi perhitungan total khamir.  

Variabel konsentrasi gula mempengaruhi pengujian obrix dan interaksi antara 

lama fermentasi dan konsentrasi inokulum mempengaruhi pengujian anti 

mikroba.  

2. Solusi optimasi pada fermentasi pulpa kakao pada waktu fementasi terbaik 

berkisar 20 jam, konsentrasi gula terbaik sebesar 2% dan konsentrasi 

inokulum sebesar 2% dengan memiliki nilai desirability yang tinggi sebesar 

0,883 

 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penambahan lama waktu fermentasi untuk melihat 

pertumbuhan Saccharomyces boulardii pada media pulpa kakao 

2. Perlu dilakukan penyesuaian media agar pertumbuhan Saccharomyces 

boulardii lebih baik 
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