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ABSTRACT 

 

CHARACTERISTICS OF COCOA PULP PROBIOTIC DRINK 

(Theobroma cacao L.) WITH DIFFERENT CONCENTRATIONS OF 

SUGAR AND YEAST Saccharomyces boulardii 
 

By 

 

NABILA RIZKA PUTRI APRI 

 

 

 

Probiotic drinks can help gastrointestinal problems such as diarrhea. 

Utilizing cocoa pulp as a probiotic drink can be one way to increase the 

use and selling value of cocoa pulp. The aim of this research is to validate 
the best predicted results of previous research, to determine the physico-

chemical, sensory and antimicrobial properties of cocoa pulp probiotic 

drinks using Saccharomyces boulardii. The research was carried out in 3 

stages, namely, validating 4 formulas from the predicted values of 

previous research models, characterization, and determining the best 

formula using the AHP method. The four fermentation formulas observed 

were: A, B, C, D. The research results show that based on validation data 

using design expert 12, only formulation A has valid data. The 

characteristics of the four drink formulas are: (1) antimicrobial against 

gram negative (E. coli) 2.88-4.88 mm, (2) total yeast log 8,101-7,684 cells 

(cfu/ml) and (3) sensory score (acceptance overall) 2.43-3.35. There are 

two best treatments for cocoa pulp probiotic drinks using Saccharomyces 

boulardii, namely formula A and formula B. 

 

Keywords: probiotics, cocoa pulp (Theobroma cacao L), Saccharomyces 

boulardii, total yeast, antimicrobial. 
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ABSTRAK 

 

KARAKTERISTIK MINUMAN PROBIOTIK PULPA 

KAKAO (Theobroma cacao L.) DENGAN KONSENTRASI 

GULA DAN KHAMIR Saccharomyces boulardii BERBEDA 

 
 

Oleh 

 

NABILA RIZKA PUTRI APRI 

 

 

Minuman probiotik dapat membantu permasalahan gastrointestinal seperti 

diare. Pemanfaatan pulpa kakao sebagai minuman probiotik dapat menjadi 

salah satu cara untuk meningkatkan nilai guna dan jual dari pulpa kakao. 

Tujuan penelitian ini adalah melakukan validasi terhadap hasil prediksi 

terbaik penelitian sebelumnya, mengetahui sifat fisiko-kimia, sensori, dan 

antimikroba dari minuman probiotik pulpa kakao menggunakan 

Saccharomyces boulardii. Penelitian dilakukan dengan 3 tahap yaitu, 

validasi 4 formula dari nilai prediksi model penelitian sebelumnya, 

melakukan karakterisasi, dan penentuan formula terbaik dengan metode 

AHP. Empat formula fermentasi yang diamati adalah : A, B, C, D. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa berdasarkan data validasi menggunakan 

design expert 12, hanya formulasi A yang memiliki data valid. 

Karakterisasi keempat formula minuman tersebut yaitu: (1) antimikroba 

terhadap gram negatif (E. coli) 2,88-4,88 mm, (2) total khamir log 8,101-

7,684 cell (cfu/ml) dan (3) skor sensori (penerimaan keseluruhan) 2,43-

3,35. Terdapat dua perlakukan terbaik untuk minuman probiotik pulpa 

kakao menggunakan Saccharomyces boulardii yaitu formula A dan 

formula B. 

Kata kunci: probiotik, pulpa kakao (Theobroma cacao L), 

Saccharomyces boulardii, total khamir, antimikroba 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

 

Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang memberikan efek positif dengan 

cara menyeimbangkan mikroflora dalam usus manusia. Probiotik juga dapat 

membantu seleksi mikroba yang tidak berfungsi atau berefek negatif pada tubuh 

(Pangaribuan dkk., 2022). Minuman probiotik dapat membantu permasalahan 

gastrointestinal, pemulihan beberapa jenis penyakit, mencegah terjadinya diare, 

kanker usus besar, dan menghambat keberadaan bakteri patogen yang dapat 

membahayakan sistem pencernaan (Pais et al., 2020, Halim dan Zubaidah, 

2013). Sari buah juga dapat digunakan sebagai bahan dasar pembuatan minuman 

probiotik, antara lain sari buah nanas dapat dibuat dengan menggunakan isolat 

Lactobacillus rhamnosus (Pangaribuan dkk., 2022), sari buah belimbing dengan 

kultur starter Lactobacillus plantarum (Islahah dan Wikandari., 2022).  

 

Pulpa biji kakao adalah selaput berlendir berwarna putih yang membungkus biji 

kakao, dan terdapat sekitar 25%-30% dari berat biji. Komposisi kimia dari pulpa 

kakao yaitu air 86,38 %, karbohidrat 19,50%, lemak 1,45%, total protein 0,62%, 

dan abu (mineral) 0,36% (Yuliana dkk., 2023). Selain itu, pulpa kakao memiliki 

kandungan kalsium, zat besi, dan fosfor yang lebih tinggi jika dibandingkan 

demgan minuman dari sari buah nanas (Afolabi et al., 2015). Kandungan lain 

yang dimiliki oleh pulpa kakao adalah asam amino, protein, beberapa vitamin 

dan mineral. Kandungan-kandungan ini menjadikan pulpa kakao sebagai media 

yang potensial untuk pertumbuhan mikroba (Puerari et al., 2012). Pemanfaatan 

pulpa kakao sebagai minuman probiotik dapat menjadi salah satu cara untuk 

meningkatkan nilai guna dan jual dari pulpa kakao. 

 



2 
 

 

Mikroorganisme yang dapat digunakan dalam pembuatan probiotik adalah 

khamir Saccharomyces boulardii yang bersifat non-patogen dan memiliki 

banyak manfaat, terutama untuk mencegah penyakit saluran pencernaan seperti 

diare. Khamir ini juga tidak menimbulkan efek samping (Pratiwi dan Sarbini., 

2022). Pertumbuhan Saccharomyces boulardii dipengaruhi oleh beberapa faktor 

antara lain lama fermentasi, kandungan gula, dan konsentrasi inokulum 

(Khafifah, 2023, dan Marentina, 2023) Waktu fermentasi berkaitan dengan fase 

pertumbuhan khamir yang akan mempengaruhi jumlah khamir pada minuman 

probiotik. Semakin lama fermentasi maka mikroba akan semakin banyak dan 

akan tumbuh sampai tahap jenuh (Marentina, 2023., Rohman, 2019) . Waktu 

fermentasi yang tepat pada Saccharomyces boulardii akan memberikan 

kesempatan kepada khamir untuk memfermentasi sukrosa sebagai energi 

pertumbuhan (Yunus dan Zubaidah, 2015). Menurut Khafifah (2023) sukrosa 

yang ditambahkan pada minuman probiotik akan digunakan oleh Saccharomyces 

boulardii untuk melakukan metabolisme sehingga terjadi pertumbuhan, 

penambahan jumlah sel, dan menghasilkan asam-asam organik. Penelitian Tefa 

dkk. (2023) menunjukkan bahwa konsentrasi inokulum berpengaruh terhadap 

jumlah metabolit yang dihasilkan. Semakin tinggi konsentrasi inokulum dan 

konsentrasi gula maka kadar alkohol sebagai metabolit yang dihasilkan semakin 

tinggi. Konsentrasi inokulum juga berpengaruh terhadap jumlah sel khamir 

Saccharomyces boulardii (Khafifah, 2023., Marentina, 2023). 

 

Beberapa penelitian sebelumnya yang menggunakan Saccharomyces boulardii 

sebagai starter adalah minuman teh hijau yang difermentasi (Wang et al., 2022), 

minuman kopi fermentasi (Chan et al., 2023), bir probiotik bebas alkohol 

(Senkarcinova et al., 2019). Penelitian mengenai minuman probiotik pulpa 

kakao masih terbatas dan belum banyak dilakukan. Penelitian Khafifah (2023) 

dan Marentina (2023) mengenai minuman probiotik pulpa kakao yang 

difermentasi oleh Saccharomyces boulardii menghasilkan prediksi formulasi 

terbaik yang masih perlu divalidasi. Informasi terkait sifat fisiko-kimia, sensori 

dan antimikroba dari minuman probiotik pulpa kakao dengan konsentrasi gula 

dan inokulum Saccharomyces boulardii yang berbeda belum diketahui. Selain 

itu hasil kedua penelitian diatas belum diketahui perlakukan terbaik. 
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1.2 Tujuan Penelitian 

 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Melakukan validasi terhadap hasil prediksi terbaik penelitian 

sebelumnya 

2. Mengetahui sifat fisiko-kimia, sensori, dan antimikroba dari minuman 

probiotik pulpa kakao menggunakan Saccharomyces boulardii dan 

menentukan formulasi terbaik. 

 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka Pemikiran fermentasi pulpa kakao dengan S. boulardii pada  

karakteristik minuman probiotik 

Penelitian yang dilakukan oleh Khafifah (2023) dan Marentina (2023) 

menghasilkan prediksi formula minuman terbaik dari suatu model yang belum 

divalidasi dan belum terdapat karakteristik fisiko-kimia, antimikroba, dan sensori 

Formulasi : 

1. 20 jam, 2% sukrosa, 2% inokulum 

2. 20 jam 3% sukrosa 5% inokulum 

3. 20 jam 3% sukrosa 2% inokulum 

4. 12,5 jam, 2,5% sukrosa, 3,5 inokulum 

 

Analisa Pengamatan : 

1. Total khamir 

2. Antimikroba 

3. Sensori 

4. Fisiko-kimia (pH, Brix, total asam asetat, dan total gula,) 

Uji formula terbaik dengan metode AHP 

Formulasi probiotik pulpa kakao terbaik 

Fermentasi ulang pulpa kakao dengan Saccharomyces boulardii sebagai starter dengan 4 

formulasi berbeda 
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Khafifah (2023) dan Marentina (2023) melakukan penelitian dengan 

menggunakan cairan pulpa kakao dan Saccharomyces boulardii untuk 

menghasilkan minuman probiotik pulpa kakao. Formulasi fermentasi yang 

digunakan pada kedua peneliti tersebut berasal dari prediksi formula dengan 

menggabungkan tiga variabel yaitu lama fermentasi, konsentrasi inokulum, dan 

konsentrasi sukrosa. Penelitian tersebut menghasilkan prediksi formula minuman 

terbaik dari suatu model yang belum divalidasi dan belum terdapat karakteristik 

fisiko-kimia, antimikroba, dan sensori.  

 

Formulasi terbaik respon prediksi RSM total khamir, total gula, dan total asam 

yaitu : (1) lama fermentasi 20 jam, konsentrasi sukrosa 3% dan konsentrasi 

inokulum 5%. Menurut hasil respon sensori terdapat dua sampel minuman 

probiotik yang memiliki nilai presentase terbaik yaitu : (2) lama fermentasi 12,5 

jam ; konsentrasi sukrosa 2,5% dan inokulum 3,5%. (3) lama fermentasi 20 jam ; 

konsentrasi sukrosa 3% dan inokulum 2%. Berdasarkan penelitian Marentina 

(2023), solusi optimasi RSM antimikroba terbaik yaitu : (4) lama fermentasi 20 

jam, konsentrasi sukrosa 2% dan konsentrasi inokulum 2%. Penelitian ulang 

perlu dilakukan pada cairan pulpa kakao dengan Saccharomyces boulardii 

dengan formulasi dari hasil prediksi terbaik dari penelitian Khafifah (2023) dan 

Marentina (2023). 

 

Berdasarkan penelitian Marentina (2023), lama fermentasi 20 jam, gula 2%; dan 

inokulum 2% menghasilkan zona bening (antibakteri) tertinggi yaitu sekitar 

4mm. Penelitian Hidayatulloh (2019), menunjukan L. plantarum menghasilkan 

senyawa metabolit yang berfungsi sebagai antibakteri dan dihasilkan secara 

optimal pada fase logaritmik dari masa inkubasi. Saccharomyces boulardii 

memiliki kemampuan untuk menghambat endotoksin permukaan Escherichia 

coli melalui proses defosforilasi (Pais et al., 2020). Beberapa strain S. boulardii 

mampu menghasilkan asam asetat dengan konsentrasi tinggi yang mampu 

menghambat pertumbuhan E. coli (Offei et al., 2019).  

 

Berdasarkan data penelitian Khafifah (2023), fermentasi pada 20 jam, sukrosa 

3% dan inokulum 5% menghasilkan total khamir paling banyak dan memenuhi 
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syarat kriteria minuman probiotik. Proses fermentasi memerlukan waktu yang 

cukup untuk menghasilkan total khamir yang sesuai dengan standar SNI 

mengenai minuman susu fermentasi berperisa. Minuman probiotik memerlukan 

fermentasi mencapai masa logaritmik, karena pada masa ini mikroorganisme 

sedang memperbanyak diri secara cepat dan konstan menjadi dua kali dari proses 

sebelumnya (Sarjono dkk., 2021). Semakin tinggi konsentrasi sukrosa akan 

meningkatkan nilai total BAL karena pertumbuhan yang meningkat 

(Tampinongkol dkk., 2020., Devi dkk., 2022).  

 

Penelitian Khafifah (2023), mengenai sensori pada minuman probiotik pulpa 

kakao terdapat dua sampel yang memiliki nilai presentase terbaik yaitu lama 

fermentasi 12,5 jam ; konsentrasi sukrosa 2,5% dan inokulum 3,5% dan lama 

fermentasi 20 jam ; konsentrasi sukrosa 3% dan inokulum 2%. Pada kedua 

formulasi tersebut panelis berpendapat bahwa sampel terasa manis dan sedikit 

asam dengan aroma yang tidak menyengat. Lama fermentasi akan menyebabkan 

warna menjadi pucat dan memudar karena meningkatkan total khamir dan asam 

(Ningsih dkk., 2019). Pada kedua sampel tersebut panelis mampu menerima 

produk probiotik ini seperti minuman probiotik komersial (Khafifah, 2023). 

 

Pengamatan yang dilakukan pada penelitian ini adalah total khamir, antimikroba, 

fisiko-kimia (pH, brix, total gula, dan total asam) dan sensori. Validasi dilakukan 

dengan melakukan penelitian ulang mengikuti model formulasi terbaik penelitian 

Khafifah (2023) dan Marentina (2023). Penelitian diperlukan untuk memvalidasi 

bahwa formula minuman probiotik tersebut dapat dibuat untuk menghasilkan 

minuman probiotik pulpa kakao yang bersifat komersial, mampu memenuhi 

syarat dasar minuman probiotik, dan mampu diterima oleh konsumen. Data hasil 

penelitian diamati dan dibandingkan dengan hasil prediksi dari penelitian 

sebelumnya. 
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1.4 Hipotesis 

 

 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Terdapat kesesuaian antara nilai validasi dan nilai prediksi 

2. Terdapat pengaruh Saccharomyces boulardii terhadap sifat fisiko-kimia, 

sensori, dan antimikroba dari minuman probiotik pulpa kakao serta terdapat 

formula fermentasi terbaik. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Kakao dan Pulpa Kakao 

 

 

 

Kakao adalah buah yang dihasilkan dari tanaman kakao (Theobroma cacao L.) 

dan memiliki nilai jual yang cukup tinggi sehingga mampu diusahan secara 

komersial. Nilai ekonomis utama yang ada pada tanaman ini berasal dari buah dan 

bijinya. Tanaman kakao berasal dari genus Theobrama dari Familia 

Sterculaiaceae. Menurut Tjitrosoepomo (1988), sistematika tanaman kakao 

sebagai berikut.  

Divisi   : Spermatophyta 

Anak Divisi  : Angiospermae 

Kelas   : Dicotlyledoneae 

Anak Kelas  : Dialypetalae 

Bangsa  : Malvales 

Suku   : Sterculiaceae 

Marga   : Theobroma 

Jenis   : Theobroma cacao L 

 

 

Gambar 2.Buah kakao 

Sumber : (dokumentasi pribadi) 
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Tanaman kakao akan berproduksi dalam jumlah sedikit pada tahun pertama dan 

akan meningkat seiring dengan pertambahan umur tanaman. Produksi optimal 

tanaman kakao terjadi pada umur 7-11 tahun. Warna buah kakao pada saat muda 

yang berwarna merah dan jika sudah masak akan berubah menjadi orange atau 

jingga merupakan buah kakao jenis Criollo (Susanto, 1994). Buah kakao terdiri 

dari 4 bagian yaitu 73.7% kulit buah, 10,1% daging buah (pulp), 2,0% plasenta, 

dan 14,2% biji (Chandrasekaran, 2012). Jumlah biji dalam satu buah kakao 

berkisar antara 20-50 biji (Darojat, 2014). Biji buah kakao tersebut diselimuti oleh 

pulpa kakao, daging buah yang berwarna putih, memiliki tekstur yang lunak, 

berarir, dan rasanya perpaduan dari manis dan asam (Wardani, 2019). Pulpa 

merupakan lapisan endosperm yang tebal dan terdiri dari sel-sel turbuler dengan 

ruang antar sel yang besar (Murugan dan Al-Sohaibani, 2012). Keberadaan pulpa 

melekat pada biji kakao yang jika buah pada keadaan mentah pulpa akan 

membengkak dan jika buah dalam keadaan matang maka akan menjadi lunak dan 

berlendir.  

 

Salah satu kegiatan yang dilakukan untuk menghilangkan pulp yang membungkus 

biji kakao adalah fermentasi biji kakao. Proses fermentasi akan menghasilkan 

hasil samping yaitu kulit buah kakao dan cairan pulpa kakao. Proses fermentasi 1 

ton biji kakao dapat menghasilkan cairan pulpa kakao sebanyak 75-100 liter 

(Safitri, 2019). Selama proses fermentasi dihasilkan sekitar 15-20% cairan pulpa 

kakao (Ganda-putra dkk., 2008). Pulpa biji kakao mengandung gula dan 

polisakarida yang dapat digunakan oleh mikroorganisme untuk melakukan proses 

fermentasi (Rachmatullah dkk., 2021).  

 

Pulpa kakao hasil samping dari fermentasi biji kakao belum banyak dimanfaatkan 

oleh masyarakat sehingga sering dianggap sebagai limbah dan hanya dibuang saja 

tanpa adanya pengolahan lebih lanjut. Pembuangan pulpa kakao dilakukan oleh 

masyarakat karena kurangnya pengetahuan mengenai cara untuk mengolah dan 

meningkatkan nilai guna dan jual pulpa kakao. Pengaplikasian pulpa kakao pada 

bidang non pangan dapat dilihat melalui penelitian yang dilakukan oleh Purwati 

dan Nurhantika (2016), untuk menggunakan limbah pulpa kakao sebagai bahan 

baku dasar dalam pembuatan bioethanol dan sebagai bahan dasar pembuatan asam 
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asetat (Mahadewi dkk., 2014). Sedangkan penerapan pengolahan pada pulpa 

kakao dalam bidang pangan terlihat antara lain : nata de cacao dengan bantuan 

bakteri Acetobacter xylinum (Nurfaillah dkk., 2018), pembuatan kombucha pulpa 

kakao (Wibowo., 2023), permen jelly pulpa kakao (Dos Santos et al., 2014), 

minuman ringan, minuman probiotik dan cuka fermentasi (vinegar) (Yuliana dkk., 

2022). 

 

 

2.2 Probiotik dan Minuman Probiotik 

 

 

Menurut FAO (2001), probiotik adalah mikroba hidup yang mampu memberi 

manfaat bagi inangnya dengan jumlah yang cukup yaitu sekitar 106-108 CFU/g. 

Pada sistem pencernaan jumlah ini diharapkan dapat bertambah dan berkembang 

sehingga dapat menjadi 1012 CFU/g (Widyantara dkk., 2020). Menurut Aqil et al 

(2016), probiotik adalah mikroorganisme yang mampu membantu proses sistem 

pencernaan sehingga mampu memperlancar metabolisme tubuh. Menurut Sahara 

et al. (2018) keberadaan mikroflora pada sistem pencernaan memiliki peranan 

yang penting karena dapat menghasilkan enzim yang dapat membantu berjalannya 

proses pencernaan. Tidak semua bakteri dapat digunakan sebagai bakteri 

probiotik, sehingga terdapat beberapa syarat utama bakteri agar dapat dijadikan 

sebagai bakteri probiotik, yaitu mampu bertahan pada keadaan pH rendah, dapat 

tumbuh dan berkembang pada garam empedu, dapat hidup secara berkoloni, dan 

memiliki aktivitas antimikroba (Sunaryanto dkk., 2014). Salah satu probiotik yang 

umum digunakan adalah bakteri asam laktat (BAL), misalnya Lactobacillus casei, 

Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus 

 

Mekanisme kerja dari probiotik adalah dengan mengurai karbohidrat rantai 

panjang, protein, dan lemak dengan menggunakan enzim khusus (Widyaningsih, 

2011). Sel probiotik memiliki permukaan dinding sel yang terdiri dari makro 

molekul yang menjadi faktor penentu sel probiotik mampu berinteraksi dengan 

sistem pencernaan inang. Makromolekul tersebut adalah key probiotic ligands 

yang mampu melakukan interaksi dengan reseptor inang sehingga mampu 

menginduksi jalur signaling yang dapat menghasilkan manfaat dan efek positif 
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dari probiotik. Bakteri probiotik mampu mengubah respon imun dari inang 

dengan cara berinteraksi dengan sel imun dan sel epitel insitne (Leeber et al., 

2010). Manfaat utama dari penggunaan probiotik pada minuman adalah 

merangsang respon imun bawaan dan memulihkan komposisi dan aktivitas 

mikrobiota usus (Mazziotta et al., 2023). 

 

Probiotik akan bekerja dengan cara berkompetisi dengan patogen untuk 

mendapatkan nutrisi, kemudian probiotik akan memproduksi antimikroba untuk 

menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Probiotik juga akan memproduksi 

lendir untuk meningkatkan sambungan protein untuk mencegah perpindahan 

lokasi bakteri patogen dari usus ke dalam darah. Probiotik mengatur imunitas 

inang dengan memodulasi pematangan dan fungsi sel dendritik yang kemudian 

meningkatkan aktivitas sel T yang berperan penting dalam homeostasis imun. 

Probiotik juga mengatur produksi neurotransmiter termasuk serotonin, dopamin 

dan asam gamma aminobutyric (GABA) (Plaza-Diaz et al., 2019). 

 

Perkembangan minuman probiotik non-dairy sedang banyak dilakukan karena 

menurut Grumezescu dan Holban (2018) sebanyak 70% penduduk di Asia 

mengalami laktosa intoleran. Pembuatan minuman probiotik berbasis nabati 

menjadi salah satu alternatif karena diyakini tidak memiliki kandungan alergen 

yang berbahaya bagi inangnya (Bujna et al., 2017). Bahan nabati yang dapat 

digunakan sebagai bahan minuman probiotik adalah sari buah atau sayuran atau 

kombinasi dari keduanya (Xu et al., 2019), contohnya hasil penelitian dari Rizal 

dkk (2016) mengenai minuman fermentasi laktat dari buah nanas dengan variasi 

jenis bakteri asam laktat (Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus, 

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus). Minuman probiotik 

termasuk kedalam contoh produk pangan fungsional karena mampu menyehatkan 

inangnya melalui penyeimbangan mikroflora dalam saluran pencernaan (Nurainy 

dkk., 2018).  
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2.3 Fermentasi 

 

 

Fermentasi adalah suatu proses perubahan kimia pada pada suatu substrat organik 

yang disebabkan oleh aktivitas anzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme 

(Suprihatin, 2010). Fermentasi menjadi salah satu metode pengolahan pangan 

yang umum dilakukan dan salah satu metode yang bersifat ekonomis yang dapat 

digunakan untuk memperpanjang umur simpan dan meningkatkan kualitas 

sehingga mampu meningkatkan nilai jual produk (Mulyani dkk., 2022). 

Fermentasi dapat dilakukan dengan bantuan kapang, khamir, bakteri, atau 

campuran dari berbagai mikroorganisme (Suryani dkk., 2017).  

 

Pertumbuhan mikroorganisme dapat mempengaruhi percepatan fermentasi, 

nutrient tambahan, karbohidrat, mineral, dan nitrogen juga dibutuhkan agar 

mikroorganisme dapat tumbuh dan bekerja secara optimal (Akbar dkk., 2015). 

Lama fermentasi dipengaruhi oleh faktor-faktor langsung maupun tidak langsung 

seperti substrat, suhu, pH, oksigen, dan mikroba yang digunakan (Nasrun dkk., 

2015). Waktu fermentasi juga menjadi salah satu variabel yang berkaitan dengan 

fase pertumbuhan mikroba selama proses fermentasi. Hal ini membuat waktu 

fermentasi menjadi salah satu faktor yang mempengaruhi hasil fermentasi 

(Khafifah, 2023).  

 

Inokulum juga menjadi salah satu faktor penting dalam proses keberhasilan 

fermentasi. Inokulum adalah populasi mikroorganisme atau sel yang 

diinokulasikan ke dalam medium fermentasi (Sood et al., 2011). Semakin banyak 

inokulum yang ditambahkan maka semakin besar asam laktat yang dihasilkan dan 

kadar asam pun semakin tinggi yang berakibat rasa yang dihasilkan menjadi 

sangat asam, sedangkan jika jumlah inokulum yang diberikan sedikit maka proses 

fermentasi tidak terjadi penggumpalan dan menghasilkan rasa dan aroma kurang 

lezat (Febriana dan Prima, 2020). Terdapat beberapa faktor yang mampu 

mempengaruhi kualitas minuman probiotik hasil fermentasi seperti jumlah starter 

yang digunakan, jenis substrat, suhu, oksigen, serta durasi dari proses fermentasi 

(Kurniadi dan Suharyono, 2010).  
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Selama proses fermentasi berlangsung, bakteri yang tersedia pada substrat akan 

dirombak oleh mikroorganisme untuk melakukan proses metabolisme sehingga 

mampu melakukan proses fermentasi yang menghasilkan karbon, hal ini membuat 

jumlah gula semakin menurun seiring dengan lamanya fermentasi yang terjadi 

(Kusuma dkk., 2020). Peningkatan aktivitas mikroorganisme sebagai kegiatan dari 

fermentasi juga menyebabkan penurunan pH pada substrat (Kurniadi dan 

Suharyono, 2010).  

 

Kondisi penurunan pH ini karena proses metabolisme yang dilakukan 

mikroorganisme menghasilkan asam laktat dan asam lemak rantai pendek atau 

umum disebut sebagai Short Chain Fatty Acid (SCFA) seperti asam butirat, 

propionate, dan asam asetat (Suryono dan Wikandari, 2019). Senyawa SCFA ini 

memiliki beberapa khasiat seperti mencegah kanker kolon dan menurunkan pH 

kolon yang membantu pertumbuhan mikroflora yang ada didalam usus, serta 

menurunkan aktivitas enzim bakteria yang bersifat karsinogenik dan toksik pada 

usus (Azhar, 2009). 

 

Waktu fermentasi juga sangat penting untuk diperhatikan karena mampu 

mempengaruhi jumlah sel dan hasil akhir sensori. Waktu fermentasi yang 

ditentukan harus berada pada waktu optimal, karena jika waktu fermentasi yang 

terlalu sebentar maka mikroorganisme baru mencapai masa lag yaitu fase 

bertambahnya ukuran sel mikroorganisme (Hidayatulloh dkk., 2019). Sedangkan 

minuman probiotik memerlukan fermentasi mencapai masa lag, karena pada masa 

ini mikroorganisme sedang memperbanyak diri secara cepat dan konstan menjadi 

dua kali dari proses sebelumnya (Sarjono dkk., 2021). Pada fase lag ini 

kemungkinan jumlah sel untuk mencapai syarat minuman probiotik didapatkan. 

Waktu fermentasi juga mempengaruhi hasil sensori dari produk. Jika proses 

fermentasi terlalu lama maka rasa produk akan sangat asam sedangkan jika proses 

fermentasi terlalu sebentar maka rasa produk tidak asam karena aktivitas 

fermentasi belum terjadi dengan maksimal.  
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Nilai pH dari produk fermentasi semakin lama memiliki nilai pH yang semakin 

rendah. Hal ini dapat terjadi karena mikroorganisme seperti khamir menghasilkan 

asam-asam organik misalnya asam asetat, asam glukonat dan asam glukoronat 

sebagai hasil dari metabolisme (fermentasi) yang dilakukan (Budiandari dkk., 

2023). 

 

 

2.4 Saccharomyces boulardii 

 

 

Saccharomycess boulardii adalah khamir yang didapatkan dari isolasi buah-

buahan yang terdapat di Indocina (Edwards et al., 2007). Saccharomyces 

boulardii ditemukan oleh seorang ahli mikrobiologi Perancis, Henri Boulard pada 

tahun 1920 saat dia berada di Indocina. Henri Boulard berkunjung saat terjadi 

wabah kolera dan menemukan fakta bahwa terdapat beberapa orang yang tidak 

menderita kolera karena meminum teh khusus. Teh ini dibuat dengan mengambil 

kulit buah leci dan manggis untuk kemudian dimasak untuk dijadikan teh. 

Kemudian Hendri Boulard mencoba mengisolasi agen mikroorganisme yang 

berada pada kulit buah tersebut dan berhasil, khamir ini dikelompokkan sebagai 

khamir khusus dan diberi nama Saccharomyces boulardii (Mcfarland, 2017). 

 

Saccharomyces boulardii berkerabat dekat dengan khamir roti Saccharomyces 

cerevisiae, namun terdapat beberapa ciri pertumbuhan yang berbeda sehingga  

S. boulardii didefinisikan berbeda dengan S. cerevisiae. Beberapa ciri 

pertumbuhan yang berbeda yaitu suhu pertumbuhan pada tubuh manusia, 

kemampuan bertahan hidup pada keasaman yang berbeda, defisiensi dalam 

menggunakan galaktosa, dan ketidak mampuan untuk membentuk ascospore 

(Lukaszewicz, 2012). Saccharomyces boulardii tumbuh dengan optimal pada 

kisaran suhu 37°C dan pH 5,5 (Dias, 2022). Khamir priobiotik seperti S. boulardii 

berbeda dengan bakteri  probiotik dari segi struktur fisiologis, ukurannya 

(cendrung lebih besar), tidak mudah memperoleh gen resisten antibiotik dan tidak 

mudah terpengaruh oleh antibiotik (Mcfarland, 2017).  

 

Saccharomyces boulardii telah berkembang menjadi obat diare pada tahun 1950 

dan kemudian berkembang menjadi salah satu produk pengobatan yang tersedia 
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secara komersial di Eropa, Amerika Selatan, dan Afrika Selatan (Edward et al., 

2007). Sifat dari Saccharomyces boulardii adalah non-patogen dan memiliki 

banyak manfaat bagi inangnya. Saccharomyces boulardii adalah khamir yang 

termasuk kedalam golongan probiotik karena mampu memberikan manfaat 

kesehatan bagi usus dan sistem pencernaan inangnya. Khamir ini terbukti mampu 

mengobati masalah pada pencernaan seperti diare (Pais et al., 2020). Beberapa ciri 

dari S. boulardii yang memperkuat alasan ditetapkannya sebagai khamir probiotik 

adalah tingkat kemampuan bertahan hidup dalam kondisi lambung yang cukup 

tinggi, tidak dapat dihambat oleh antibiotik bakteri, dan selaras dengan mikroflora 

normal (Tomičić et al., 2016). 

 

Saccharomyces boulardii memiliki beberapa jenis mekanisme kerja yang dapat 

diklasifikasikan menjadi beberapa area utama yaitu : (1) efek antitoksin, (2) 

perlindungan fisiologis, (3) modulasi mikrobiota normal, (4) metabolisme 

regulasi, (5) efek trofik atau nutrisi, (6) regulasi sistem kekebalan, dan (7) 

penghambatan patogen secara langsung. Patogen yang mengeluarkan toksin di 

dalam lumen usus akan diganggu aktivitasnya oleh S. boulardii. Selain itu khamir 

ini juga akan mempertahankan fisiologi sel, mengganggu pelekatan patogen pada 

dinding lumen usus, berinteraksi dengan mikrobiota normal, dan membantu 

membangun kembali kadar asam lemak rantai pendek (SCFA). Fungsi lainnya 

dari S. boulardii adalah mampu bertindak sebagai pengatur imunitas dari 

inangnya baik didalam lumen usus, sistem pencernaan ataupun secara sistemik 

(Mcfarland, 2017). Saccharomyces boulardii mengkodekan tambahan protein 

adhesi yang berfungsi untuk mengikat dan menghentikan penempelan bakteri 

patogen pada mukus di usus (Khatri et al., 2017). 
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III. METODOLOGI PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

 

 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorim Mikrobiologi FMIPA, Laboratorium 

Mikrobiologi Hasil Pertanian, Laboratorium Analisis Hasil Pertanian dan Analisis 

Sensori di Teknologi Hasil Pertanian. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan 

Agustus sampai dengan Desember 2023 

 

 

3.2 Bahan dan Alat Penelitian 

 

 

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

kain saring, wadah botol kaca, inkubator (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 (WSI), oven, laminar air flow, 

centrifuge, autoclave, alat titrasi, pH meter, 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 Saccharomyces boulardii 

yang didapat dalam bentuk murni yang diperoleh dari toko online. Bahan-bahan 

untuk analisa antara lain, sukrosa, media Potato Dextrse Agar (PDA) (Merck 

KGaA), Potato Dextrose Broth (PDA) (Merck KGaA), air destilat, lactophenol 

cottonblue, dan alkohol 96%. Bahan uji gula glukosa (Merck KGaA), larutan 
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fenol (Merck KGaA), dan asam sulfat (Merck KGaA). Bahan uji asam tertitrasi 

larutan NaOH 0,1 N (Merck KGaA). Bahan uji antimikroba yaitu, antibiotik 

(stepromycin), blank disk, mikroba uji (E. coli dan B. subtillis), Natrium Agar 

(NA) (Merck KGaA) dan Natrium Broth (NB) (Merck KGaA).  

 

 

3.3 Metode Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilakukan dengan melakukan percobaan dan pengujian, kemudian 

dianalisis melalui 3 tahapan yaitu memvalidasi 4 formula dari nilai prediksi model 

penelitian sebelumnya, melakukan karakterisasi, dan menentukan formula terbaik 

dengan metode AHP terhadap empat formula fermentasi pulpa kakao dan satu 

pulpa kakao yang tidak difermentasi sebagai kontrol. Terdapat. Empat formula ini 

didapatkan dari hasil terbaik penelitian oleh Marentina (2023) dan Khafifah 

(2023). Formula fermentasi pulpa kakao dapat dilihat pada tabel 1. 

 

Tabel 1. Formula fermentasi pulpa kakao  

No Waktu fermentasi Sukrosa Inokulasi Kode Perlakuan 

1 20 jam 2 % 2% A 

2 20 jan 3% 5% B 

3 20 jam 3% 2% C 

4 12,5 jam 2,5 % 3,5% D 

 

Seluruh formula dilakukan sebanyak dua kali pengulangan, sehingga total unit 

percobaan adalah 5 x 2 = 10 unit percobaan. Setelah fermentasi dilakukan 

pengamatan mikrobiologi (total khamir dan antimikroba), fisiko-kimia (pH, Brix, 

total gula, dan total asam), dan sensori. Data yang diperolah dari hasil pengamatan 

selanjutnya dilakukan validasi data dengan menggunakan aplikasi design expert 

12 dan penentuan perlakuan terbaik dengan pembobotan, menggunakan metode 

Analytical Hierarchy Process (AHP) 

 

Metode AHP dilakukan dengan menentukan urutan kepentingan atribut pengujian 

yang dilakukan oleh pakar. Kemudian menyusun prioritas dengan melakukan 

perbandingan berpasangan yang disusun dalam bentuk matriks dengan 

memberikan skor kepentingan 1-9 berdasarkan skala perbandingan AHP milik 

Saaty (1993). Kemudian hasil penentuan prioritas berdasarkan pakar digabungkan 
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untuk menghasilkan satu pendapat untuk kemudian dihitung dan menghasilkan 

matriks berpasangan dan dihitung untuk mendapatkan nilai eigen. Hal yang harus 

diperhatikan dari perhitungan AHP adalah nilai eigen pada setiap atribut, jika 

dijumlahkan bernilai 1,000, maka dapat dikatakan nilai perhitungan konsisten. 

Kemudian pengujian konsistensi perhitungan AHP dilakukan dengan menghitung 

CI (Consistency Ratio) dan CR (Consistency Ratio) dengan syarat nilai dianggap 

konsisten jika nilai CI dan CR < 1. Urutan kepentingan atribut pada minuman 

probiotik pulpa kakao secara berurutan yaitu, antimikroba, total khamir, sensori, 

total asam, pH, total gula, dan TSS (Total Soluble Solid). 

 

 

3.4 Prosedur Penelitian  

 

 

3.4.1 Persiapan Starter 

 

 

3.4.1.1 Inokulasi Starter Khamir Saccharomyces boulardii 

 

 

Starter khamir Saccharomycess boulardii yang berbentuk serbuk pada kapsul 

dibuka dan diambil dengan jarum ose dalam keadaan steril sebanyak 1 ose secara 

aseptik. Kemudian S. boulardii diinokulasikan dengan menggunakan metode 

streak kuadran IV pada cawan petri dan tabung reaksi yang sudah berisikan media 

PDA padat. Setelah itu, starter khamir diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. 

Saccharomycess boulardii siap digunakan sebagai kultur stok.  
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Gambar 3. Diagram alir pembuatan kultur stok S. boulardii 

 

 

3.4.1.2 Pembuatan Kultur Kerja Khamir Saccharomyces boulardii 

 

 

Langkah pertama, kultur stok S. boulardii pada tabung reaksi (PDA) 

diinokulasikan sebanyak 3 kali dengan menggunakan jarum ose ke media 

PDB yang terdapat di Erlenmeyer dan dilakukan secara aseptis di dekat 

bunsen di dalam laminar air flow. Kemudian, PDB yang telah diinokulasikan 

diletakkan pada orbital shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 20 jam.

 

 

 

 

 

 

 

 

Starter khamir Saccharomyces Boulardii 

Inokulasi kultur ke cawan petri dan tabung 

(media PDA padat) secara steril  

Pengambilan dengan jarum ose steril 

Inkubasi, T : 37°C, t: 24 jam 

Kultur stock Saccharomyces Boulardii 
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Gambar 4. Diagram alir pembuatan kultur kerja S. boulardii (Dias, 2022). 

 

 

3.4.2 Pengolahan Pulpa Kakao  

 

 

Buah kakao dari kebun petani dipilih yang sudah matang berwarna merah 

kekuningan, kemudian dipetik dan dikumpulkan. Buah yang telah 

dipanen dipecah dengan balok kayu. Kemudian daging buah kakao 

dipisahkan dari kulitnya. Daging buah yang terdiri dari biji, plasenta dan 

pulpa kakao diletakkan di dalam wadah yang bagian dasarnya berlubang. 

Cairan yang keluar ditampung dalam wadah besar kemudian dimasukkan 

kedalam wadah dan didapatkan cairan pulpa kakao.

 

 

 

 

 

Kultur stok Saccharomyces boulardii 

Inokulasi kultur stok ke Erlenmeyer 

pada media PDB steril 

Inokulasi dengan 3 pengambilan 

jarum ose pada media PDA 

Homogenisasi dengan vortex 

Kultur kerja Saccharomyces boulardii 

Penggoyangan (100 rpm), t : 20 jam 
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Gambar 5. Diagram alir pengolahan pulpa kakao (Yuliana dkk., 2022). 

 

 

3.4.3 Pembuatan Minuman Pulpa Kakao 

 

 

Pulpa kakao sebanyak 2 liter disaring dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 

ukuran 250 ml sebanyak 200 ml. Kemudian, Erlenmeyer yang berisi pulpa kakao 

dipasteurisasi dengan menggunakan waterbath pada suhu 80°C selama 10 menit, 

lalu didiamkan sampai suhu ruang. Kemudian sukrosa steril sebanyak 2-3% dan 

inokulum Saccharomycess boulardii sebanyak 2-5% dengan kerapatan sel log 7.9 

cell (cfu/ml) dimasukkan kedalam Erlenmeyer yang berisi pulpa kakao, lalu 

dihomogenkan perlahan. Selanjutnya campuran tersebut diinkubasi pada suhu 

ruang dengan menggunakan orbital shaker sesuai dengan waktu lama fermentasi 

masing-masing perlakuan sampel yaitu 12,5 dan 20 jam. Minuman probiotik 

pulpa kakao yang telah difermentasi, siap dilakukan pengujian lebih lanjut. 

 

 

 

 

Buah kakao masak 

Pemisahan daging buah dan biji dari kulitnya 

Cairan pulpa kakao 

Penuangan dalam wadah 

Pemecahan buah kakao 

Penempatan ke dalam wadah berlubang 
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Gambar 6. Diagram alir pembuatan minuman probiotik pulpa kakao 

(Khafifah, 2023) 

 

 

3.5 Pengamatan 

 

 

3.5.1 Perhitungan Total Mikroba (Gabriel dan Riyatno, 1989).  

 

 

Perhitungan total khamir menggunakan alat hemositometer. Sebelum digunakan, 

hemositometer dibersihkan dengan alkohol 70% dan tisu halus. Kemudian kaca 

hemositometer diletakkan diatas hemositometer. Sebanyak satu tetes sampel 

diteteskan pada lekukan tepi kaca penutup hemositometer dengan pipet dan 

dibiarkan sampai sampel mengalir dan memenuhi ruang hitung, lalu ditambahkan 

pewarna lactophenol cottonblue. Hemositometer diletakkan di atas meja 

mikroskop dan diamati dengan perbesaran 40x serta dihitung jumlah khamir yang 

terdapat pada 80 kotak kecil yang terletak di dalam kotak tengah berukuran 1mm.  

 

Pulpa kakao 2 liter 

Penuangan Erlenmeyer (250 ml) 
 

Minuman probiotik pulpa kakao 

Inokulasi pada orbital shaker 

(T=37 °C, t=12,5 & 20 jam) 

Penyaringan (100 mesh) 

Pasturisasi (T=80°C, t=10 menit) 

Inokulasi kultur Saccharomycess boulardii 

Sukrosa steril 
2-3% dan 

Inokulum 2-5%  



22 
 

 

Kerapatan koloni dapat dihitung dengan menggunakan rumus menurut Gabriel 

dan Riyatno (1989).  

 

C =
𝑡

(𝑛 𝑥 0.25)
 𝑥 106 

 

Keterangan : 

 

C : Kerapatan koloni per mL larutan 

t : Jumlah total koloni 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 

hemositometer 

 

 

3.5.2 Total Soluble Solid (TSS) 

 

 

Kadar TSS ditentukan dengan menggunakan hand refractometer. Alat ini dapat 

digunakan dengan lebih mudah serta hasil pengukurannya yang cepat dan akurat. 

Hand refractometer akan membaca konsentrasi gula pada larutan dengan bantuan 

indeks bias atau refraksi cahaya. Sebelum digunakan, refractometer dikalibrasi 

terlebih dahulu dengan menggunakan aquades dan dilap kain microfiber. Pertama, 

sampel minuman probiotik pulpa kakao diambil dengan menggunakan pipet tetes. 

Lalu satu tetes sampel diteteskan pada prisma biru lalu ditutup dengan day light 

plate (cover). Lalu brix sampel dapat dilihat dengan meletakkan alat pada mata 

dan diarahkan ke cahaya matahari.  

 

 

3.5.3 pH 

 

 

Pengukuran pH dilakukan dengan menggunakan pH meter yang telah dikalibrasi 

terlebih dahulu dengan larutan buffer pH 7.01 dan pH 4.01. Sebelum digunakan, 

elektroda pH meter dibilas terlebih dahulu dengan aquades lalu dikeringkan 

dengan kain microfiber. Pertama sampel minuman dituang ke dalam gelas beaker 

sebanyak 30 ml, lalu pH meter dicelupkan ke dalam sampel, dan ditunggu sampai 

angka pada layer pH meter stabil.  
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3.5.4 Total Asam Titrasi (Yuliana et al., 2023) 

 

 

Pengujian total asam asetat dilakukan dengan menggunakan pH meter. Sebelum 

digunakan, pH meter dikalibrasi terlebih dahulu dengan larutan buffer pH 7.01 

dan pH 4.01. Sebanyak 20 ml sampel dimasukkan ke dalam gelas beaker, lalu 

dimasukkan pH meter. Sampel dititrasi dengan larutan NaOH 0,1 N sambil diukur 

pHnya. Jika pH pada pH meter sudah menunjukkan 8,3 maka proses titrasi dapat 

dihentikan. Lalu jumlah NaOH yang digunakan dicatat. Perhitungan total asam 

asetat dapat dilakakan dengan rumus :  

 

Total asam titrasi % =
𝑚𝑙 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝑁 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝐸𝑞 𝑤𝑡𝑥 100

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 

 

Keterangan : 

ml NaOH : Jumlah NaOH yang keluar dari buret 

N NaOH : Normalitas larutan NaOH 

Eq wt : Equivalent weight of acetic acid (60.05 mg/mEq 

Volume sampel : Jumlah sampel yang dititrasi 

 

 

3.5.5 Total Gula (Dubois et al., 1956) 

 

 

Pengujian total gula yang dilakukan ini dengan metode fenol-sulfat. Langkah 

pertama, 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. 

 

Kemudian larutan diencerkan dengan aquades sampai 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 divortex. Larutan 

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

kepermukaan cairan, kemudian didiamkan selama 10 menit.  
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Kemudian divortex selama 30 detik, dan ditempatkan dalam water bath yang 

berisi 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 mempersiapkan sampel terlebih dahulu. 

Sampel kemudian di-centrifuge (10000 rpm), lalu dilakukan pengenceran (1 ml 

sampel : 9 ml aquades). Sampel hasil pengenceran sebanyak 0,5 ml dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi dan dilakukan tahap seperti pada pembuatan kurva standar 

(larutan fenol 5% dan asam sulfat pekat). Selain itu dibuat larutan blanko dengan 

campuran aquades 1ml dan dilakukan tahapan 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). 

 

 

3.5.6 Pengujian Aktifitas Antimikroba dan Perhitungan Zona Hambat  

(Andries dkk., 2014) 

 

 

Pengujian aktifitas antimikroba menggunakan sampel minuman probiotik pulpa 

kakao dan bakteri gram negatif yang diwakili oleh Escherichia coli dan bakteri 

gram positif yang diwakili oleh Bacillus subtilis. Pengujian ini dimulai dengan 

menumbuhkan bakteri E. coli dan B. subtilis dengan menggunakan media natrium 

broth (NB). Minuman probiotik pulpa kakao di-centrifuge terlebih dahulu untuk 

kemudian diambil cairannya dan disaring menggunakan cyringe filter dengan 

ketebalan 200 μm. Setelah disaring, cakram ditetesi dengan minuman probiotik 

pulpa kakao dan ditunggu sampai meresap.  

 



25 
 

 

Selanjutnya, media Natrium Agar (NA) dibuat dan dituang kedalam cawan petri.  

E. coli atau B. subtillis yang tumbuh pada NB diambil 1ml kemudian di swab 

diatas media NA dan diletakkan cakram yang telah berisi minuman fermentasi 

pulpa kakao steril sebanyak 2 cakram sebagai pengulangan, serta satu cakram 

antibiotik (streptomycin) sebagai kontrol positif. Cakram tersebut diletakkan 

dengan jarak antar cakram sekitar 3 cm dan jarak cakram dari tepi cawan adalah 2 

cm. Inkubasi dilakukan selama 24 jam, kemudian aktifitas antimikroba dapat 

diamati berdasarkan terbentuknya zona bening (zona hambat) di sekeliling cakram 

dan diukur dengan menggunakan jangka sorong.  

 

Pengukuran zona bening (zona hambat) dilakukan dengan mengambil dua garis 

yang saling tegak lurus melalui titik pusat cakram. Garis pertama adalah diameter 

zona hambar horizontal, garis kedua adalah zona hambar vertikal, dan garis ketiga 

adalah 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 dkk., 2014), dengan rumus sebagai 

berikut :  

 

L =
(𝐷1 − 𝐷3) + (𝐷2 − 𝐷3)

2
 

 

Keterangan :  

L : Luas zona hambat 

D1 : Diameter zona hambat horizontal 

D2 : Diameter zona hambat vertical 

D3 : Diameter cakram 

 

Diameter zona hambat dapat dikategorikan kekuatannya berdasarkan 

Surjowardojo dkk (2015) : sangat kuat (zona hambat ≥ 21mm), kuat (zona hambar 

11-20mm), sedang (zona hambat 6 – 10 mm) dan lemah (zona hambat ≤ 5mm). 

 

 

3.5.Sensori 

 

 

Uji sensori yang dilakukan adalah uji hedonik, bertujuan untuk mengetahui 

tingkat kesukaan pada aroma dan rasa, warna, serta penerimaan keseluruhan dari 
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minuman probiotik pulpa kakao. Penilaian sensori minuman probiotik pulpa 

kakao dilakukan oleh panelis yang terdiri dari mahasiswa Fakultas Pertanian 

sebanyak 30 orang. Sampel yang diuji adalah 10 sampel minuman probiotik pulpa 

kakao. Sampel dibagi menjadi 2 kelompok pengujian, setiap kelompok terdiri dari 

5 sampel. Sampel dituang dalam gelas kecil bening sebanyak 10 ml dan diberi 

kode acak. Panelis akan diberikan sampel minuman secara bertahap dari 

kelompok sampel 1 sampai 2 dan air mineral. Selanjutnya panelis diminta untuk 

memberikan pendapatnya terkait sampel yang dicoba. Panelis juga akan 

menuliskan gambaran atau deskripsi terkait produk probiotik pulpa kakao ini. 
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Nama Panelis :  

Tanggal  :  

Pengujian Produk : Minuman probiotik pulpa kakao 

 

KUISIONER UJI HEDONIK 

 

A. Uji Hedonik 

Petunjuk Pengisian: 

Di hadapan anda disajikan 5 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 Kode Sampel 

315 105 290 749 096 

Aroma dan rasa      

Warna      

Penerimaan 

Keseluruhan 

     

 

Keterangan:  

Sangat suka 

Suka  

Agak suka 

Tidak suka 

Sangat tidak suka 

5 

4 

3 

2 

1 

 

B. Deskripsi / Gambaran Produk 

Saudara/i diminta untuk menuliskan deskripsi atau gambaran dari produk 

“minuman probiotik pulpa kakao” pada baris yang telah disediakan 
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Nama Panelis :  

Tanggal  :  

Pengujian Produk : Minuman probiotik pulpa kakao 

 

KUISIONER UJI HEDONIK 

 

A. Uji Hedonik 

Petunjuk Pengisian: 

Di hadapan anda disajikan 5 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 Kode Sampel 

315 105 290 749 096 

Aroma dan rasa      

Warna      

Penerimaan 

Keseluruhan 

     

 

Keterangan:  

Sangat suka 

Suka  

Agak suka 

Tidak suka 

Sangat tidak suka 

5 

4 

3 

2 

1 

 

B. Deskripsi / Gambaran Produk 

Saudara/i diminta untuk menuliskan deskripsi atau gambaran dari produk 

“minuman probiotik pulpa kakao” pada baris yang telah disediakan 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. Kesimpulan 

 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan sebagai 

berikut  

1. Berdasarkan data validasi (penelitian ulang) didapatkan bahwa hanya 

formulasi A yang memiliki data valid jika dibandingkan dengan data hasil 

penelitian sebelumnya dengan menggunakan RSM. 

2. Karakteristik minuman probiotik pulpa kakao pada penelitian ini meliputi log 

total khamir berkisar antara 7,684-8,101 cell (cfu/ml), antimikroba gram 

negatif 2,88-4,88 mm, antimikroba gram positif 0,00-2,12 mm, TSS 9,00-

11,78 °Brix, Total gula 1,938-3,967%, total asam tertitrasi 1,016-1,146%, pH 

3,47-3,48, flavour (rasa-aroma) 2,07-3,37, warna 2,75-3,18, dan penerimaan 

keseluruhan 2,43-3,35. Formulasi terbaik berdasarkan perhitungan AHP pada 

penelitian ini adalah formula A dan formula B.  

 

 

5.2. Saran 

 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan disarankan untuk dilakukannya 

penyesuaiian terkait keasaman media pulpa kakao. Minuman probiotik pulpa 

kakao dari riset ini memiliki angka asam tertitrasi yang tinggi dan melampaui 

batas SNI 7552:2009 (Minuman susu fermentasi berperisa). 
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