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PERANAN BAKTERI ASAM LAKTAT BAGI
PANGAN DAN KEHIDUPAN MANUSIA

Anton Rahmadi?, Aswita Emmawati!, Bernatal Saragih?, Betty Sri
Laksmi Jenie?

D Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas
Mulawarman

2 Departemen Ilmu dan Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi Pertanian,
Institut Pertanian Bogor

PENDAHULUAN

Sejarah pemanfaatan Bakteri Asam Laktat (BAL) mungkin sama
tuanya dengan peradaban manusia itu sendiri. BAL telah berhasil diisolasi
dari berbagai belahan dunia dengan iklim, cuaca, kelembaban, dan tinggi-
rendah permukaan bumi. Isolat-isolat tersebut didapatkan dari berbagai
tanaman, buah-buahan, dan hewan. Ini menunjukkan bahwa BAL
termasuk kelompok bakteri yang memiliki kebertahanhidupan secara
fisiologis, biologis, dan molekuler yang tinggi, atau dikenal dengan istilah
kelompok bakteri ubiquitous. Bab ini disusun untuk memberikan
pengetahuan terbaru seputar perkembangan riset BAL dilihat dari
karakteristik, keunggulan, sintesis asam laktat, kemampuan bertahan
hidup, kegunaan-kegunaan BAL, dan contoh-contoh pemanfaatan BAL di

Kalimantan.



KARAKTERISTIK BAL

BAL memiliki karakteristik yang khas, yaitu berukuran sedikit lebih
besar dibandingkan bakteri-bakteri lain pada umumnya dengan bentuk
mikroskopis lonjong, batang, bulat maupun koma. Seluruh BAL termasuk
bakteri Gram positif, artinya memiliki dinding peptidoglikan yang tersusun
dari peptida (asam-asam amino) dan glikan (karbohidrat) (Zoumpopoulou
et al, 2017). Karakteristik lain yang khas dari BAL adalah tidak berspora
dan pada umumnya tidak ber-flagella (Cousin et al. 2015). BAL pada
umumnya ditemukan bergerombol dalam bentuk-bentuk tertentu (Ni et al
2015). BAL memiliki kemampuan mengkatalisis H,O, menjadi O, dan
H-O. Ciri yang membedakan BAL dari kelompok bakteri penghasil asam
yang lain adalah kemampuan BAL yang secara cepat mampu mengonversi
sumber gula, utamanya laktosa, menjadi asam laktat. Oleh karena itu, BAL
yang teridentifikasi pada awal mula perkembangan keilmuannya adalah
dari kelompok yang biasa ditemukan di produk olahan susu. Produk
dengan aroma khas, yaitu asam laktat dan aroma-aroma pendamping yang
lain seperti keton dan aldehida adalah pembeda utama dengan produk yang
dihasilkan dari famili Propionibacteriaceae dan Acetobacteriaceae
(Helinck et al, 2004; Schulz dan Dickschat, 2007; Lonvaud-Funel, 1999;
Montel et al, 1998)..

BAL memiliki beberapa keunggulan, yaitu: 1) BAL dapat

menghasilkan senyawa yang memberikan rasa dan aroma spesifik pada



makanan fermentasi (Nsogning et a, 2017); 2) BAL meningkatkan nilai
cerna pada makanan fermentasi karena dapat melakukan pemotongan pada
bahan makanan yang sulit dicerna sehingga dapat langsung diserap oleh
tubuh, misalnya protein diubah menjadi peptida-peptida dan asam-asam
amino (Ali, 2010); 3) BAL menghasilkan asam laktat yang dapat
terakumulasi pada lingkungan di sekitarnya, sehingga menyebabkan
mikroba patogen dan pembusuk yang umumnya hidup pada rentang
toleransi pH yang lebih tinggi tidak dapat tumbuh. BAL juga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri lain seperti bakteri pembusuk dan
bakteri patogen pada produk pangan serta produk fermentasi lainnya
(Nuraida, 2015). Senyawa-senyawa anti mikroba yang dihasilkan BAL
antara lain: asam laktat, hidrogen peroksida (H.0,), karbon dioksida
(COy), dan bakteriosin (De dan Leroy, 2007). BAL secara terbatas
menghasilkan komponen anti jamur seperti asam fenilaktik, reuterin,
hidrogen peroksida, dan peptide-peptida dalam formasi siklik seperti
cyclo-(Phe-Pro), cyclo-(Phe-OH-Pro), dan cyclo-(Gly-L-Leu) (Valerio et

al, 2004; Dalie, 2010).

SINTESIS ASAM LAKTAT

Menurut Suprihatin (2010), BAL dibagi menjadi dua kelompok
berdasarkan jenisnya. BAL dengan kelompok homofermentatif adalah

BAL yang menghasilkan jenis asam laktat dari metabolisme gula.



Fermentasi homofermentatif menghasilkan asam laktat dalam jumlah
berlimpah. Prosesnya dimulai dari perombakan glukosa dengan dibantu
enzim aldolase yang ujungnya adalah menjadi gliseraldehid-3-P dan
dihidroksiakton-P. Kemudian, gliseraldehid-3-P dirombak menjadi asam
piruvat. Satu molekul asam piruvat selanjutnya dikonversi menjadi dua
molekul asam laktat.

Di lain pihak, fermentasi heterofermentatif melibatkan enzim
fosfoketolase dengan hasil akhir gliseraldehid-3-P dan asetil-fosfat.
Senyawa asetil-fosfat ini yang kemudian dikonversi menjadi asetaldehid
dan berakhir sebagai etanol, asam cuka, dan produk samping lainnya
(Surono, 2004). BAL dengan spesies heterofermentatif, menghasilkan
senyawa anti mikroba yang lebih beragam (Rohani, 2010). Sekalipun
fermentasi yang dilalui adalah bertipe heterofermentatif, produksi asam
lakat tetap mendominasi metabolit dari BAL. Penjelasan lebih lengkap

tentang sintesis asam laktat berada di Bab I1.

KEMAMPUAN BERTAHAN HIDUP BAL

Dilihat dari sisi kebertahanhidupan secara fisiologis, BAL secara
kompetitif mampu bersaing tumbuh menjadi bakteri yang dominan pada
kondisi cekaman mineral, seperti garam NaCl, yang lebih tinggi
dibandingkan bakteri-bakteri lainnya (Singracha et al, 2017). Ini

ditemukan pada fermentasi spontan ikan-ikan laut (Hwanhlem et al, 2011);



(Balcazar et al, 2008). BAL dapat pula tumbuh dan berkembang sebagai
bagian dari proses fermentasi suksesif dengan menunjukkan ketahanan
pada keadaan fisiologis media yang asam maupun beralkohol hingga
tingkat tertentu, misalnya pada fermentasi biji kakao (Rahmadi dan Fleet,
2008). BAL juga mampu bertahan hidup dengan berdormansi pada kondisi
lingkungan yang kering atau RH yang rendah, lalu berejuvinasi saat
kondisi lebih memungkinkan, sebagaimana yang ditemukan di produk
buah-buahan kering (Garcia et al, 2016) dan fermentasi padat Telu’ ikan
asal suku Dayak (Rahmadi et al, 2018). Secara terbatas, BAL mampu
bertahan pada media tinggi lemak sebagaimana ditunjukkan pada
fermentasi spontan VCO-BAL (Rahmadi et al, 2013). Beberapa BAL
terbukti mampu bertahan pada proses pemanasan rendah dan sedang,
misalnya blansir dan pasteurisasi, sebagai akibat adanya protein-protein
tahan panas dalam sel bakteri tersebut yang melindungi BAL dari
kerusakan akibat panas (Papadimitriou et al, 2016). Sebaliknya, BAL juga
memiliki protein-protein yang mampu memproteksi dirinya dari suhu
lingkungan yang dingin (Wouters et al, 2000). Di dalam tubuh, BAL
mampu bertahan melewati sistem pencernaan yang ber-pH ekstrem, di
mana keasaman lambung adalah pada pH 1.5+0.5 (Reyes-Nava, 2015).
Kemampuan ini menyebabkan BAL dapat bertahan hidup dan kemudian
tumbuh berkembang di dalam perut manusia maupun hewan untuk

menekan bakteri-bakteri patogen (Adeniyi, 2015; Gutiérrez, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papadimitriou%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27466284

Beberapa spesies BAL menghasilkan ekso-polisakarida yang berfungsi
untuk memberikan proteksi tambahan maupun kemampuan mengikat
terhadap logam dan kaca (Patel, 2011).

Selain enzim, BAL memiliki siklus pemanfaatan energi dengan
beberapa mekanisme alternatif, sekalipun ujung dari proses fermentasi
BAL secara dominan adalah asam laktat. Mekanisme menghasilkan energi
yang dikenali dari BAL secara tidak terbatas terdiri dari (1) siklus
karbohidrat sederhana melalui jalur krebs (Zaunmiiller et al, 2006); (2)
siklus oksidasi glukosa (Yamazaki et al, 2002); (3) siklus asam sitrat
melalui jalur EMP (Papagianni, 2012; Mousavi et al, 2011) (4) siklus
nitrogen misalnya amonifikasi, nitrifikasi, dan denitrifikasi (Sun et al,
2011); (5) siklus glioksilat yang bekerja berdasarkan oksidasi asam lemak
(Berg et al, 2002), dan (6) siklus transportasi elektron sebagai akibat proses
fosforilasi oksidatif (Brooijmans et al, 2009).

BAL menghasilkan asam laktat dan bakteriosin yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri kompetitor (Perez et al, 2014). Asam
laktat merupakan asam organik terdisosiasi yang mampu menurunkan pH
lingkungan menjadi sekitar 4+0.5 (Gambar 1). Derajat keasaman yang
rendah menyebabkan bakteri-bakteri kompetitor tidak tahan asam menjadi
kesulitan untuk mempertahankan siklus energinya sekaligus membuat

bakteri-bakteri tersebut kehabisan energi seluler dengan cepat karena



menjaga keseimbangan ion H* di dalam sitoplasma (Yang et al, 2014;
Eswaranandam et al, 2006).

BAL secara biologis mengembangkan kemampuan bertahan
hidupnya dengan menghasilkan enzim-enzim yang mampu memecah
berbagai jenis substrat. Sebagai contoh, Lactobacillus casei, sekalipun dari
kelompok bakteri susu, ternyata mampu tumbuh berkembang pada produk
olahan cempedak tanpa penambahan media stimulan seperti laktosa
ataupun gula sederhana (Rahmadi et al, 2017). Ini disebabkan Lb. casei
memiliki enzim-enzim seperti amylase, lactate dehydrogenases,
peptidases, dan proteinase. Lactobacillus plantarum memiliki enzim-
enzim dalam spektrum yang luas seperti amylase, p-glucosidase,
decarboxylase, lactate dehydrogenases, peptidases, phenolic acid
decarboxylases, phenol reductase, proteinase, dan tannase (Hur et al,
2014; Siezen et al, 2012). Artinya, enzim-enzim ini membantu BAL untuk
memanfaatkan substrat dalam menjaga kemampuan bertahan hidupnya.

Bakteriosin merupakan peptida sederhana yang bersifat toksin bagi
bakteri-bakteri lain. Hampir semua kelompok BAL memiliki bakteriosin
dengan keefektifan yang berbeda-beda (Yang et al, 2014). Sebagai contoh,
plantarisin dihasilkan dari Lb. plantarum ternyata hanya memiliki
keefektifan separuh dari bakteriosin hidrofobik yang dihasilkan Lb. casei

dalam VCO-BAL (Rahmadi et al, 2013). Nisin merupakan bakteriosin



yang telah memiliki izin edar dan telah dimanfaatkan secara komersial
sebagai pengawet makanan (Trotter et al, 2004).

BAL merupakan kelompok bakteri yang diketahui mampu bertahan
terhadap anti mikroba yang dihasilkan oleh mikroba lain. Ini dibuktikan
dari gen resistan seperti anti tetrasiklin, anti eritromisin dan anti
vankomisin yang berhasil diisolasi dari Lactococcus lactis, Enterococci
dan beberapa Lactobacillus yang diisolasi dari susu dan daging (Mathur
dan Singh, 2005).

Secara molekuler, BAL menghasilkan antioksidan-antioksidan,
maupun mereduksi pro-oksidan sehingga bakteri ini mampu bertahan
dalam kondisi stres oksidatif (Vietetta et al, 2017). Sebagai contoh, BAL
memiliki enzim katalase yang memecah hidrogen peroksida menjadi
oksigen dan air (Konig dan Frohlich, 2017). BAL juga memiliki enzim
super oksida dismutase yang mampu mengubah radikal bebas super oksida
menjadi hidrogen peroksida yang kemudian dideaktivasi dengan enzim
katalase (Papadimitriou et al, 2016). BAL memiliki kemampuan anti
oksidatif karena mampu mengelasi ion logam sebagaimana ditunjukkan
pada Bifidobacterium longum. BAL memiliki berbagai reseptor yang
mampu mengikat senyawa penginduksi oksidasi yang berasal dari luar
maupun yang dihasilkan di dalam sitoplasma. Letak reseptor-reseptor ini
dapat berada di permukaan sel maupun melayang-layang di dalam

sitoplasma (Lin dan Yen, 1999; Masuda et al, 2008). Fraksi seluler BAL
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pun menunjukkan kemampuan anti oksidatif terhadap induksi tumor
nekrosis faktor-o. (TNF-o) dan interleukin-6 sebagaimana yang terdapat

pada Lactobacillus plantarum (Haeng-Jeon et al, 2006).

KEGUNAAN BAL
BAL sebagai Sumber Probiotik dan Prebiotik

Syarat-syarat probiotik ditetapkan dengan keketatan yang berbeda
oleh para peneliti, akan tetapi pada umumnya menyebutkan syarat umum
bahwa bakteri harus mampu bertahan hidup dalam sistem pencernaan
tubuh. Parameter-parameter penting terkait sistem pencernaan terdiri dari:
1) toleransi terhadap pH rendah di lambung, kondisi basa di usus kecil, 2)
pemecahan oleh enzim-enzim di mulut, lambung dan usus seperti amilase,
dan lisozim, 3) kondisi pencernaan di usus yang terdiri dari pemecahan
kolesterol, ketidaklarutan dalam air (hidrofobisitas), auto-agregasi,
produksi substansi anti mikroba, produksi ekso-polisakarida, aktivitas p-
galaktosidase, dan aktivitas haemolitik (Angmo et al, 2016).

Produk probiotik berbasis BAL telah dikomersialisasikan di seluruh
dunia. Produk yang paling banyak adalah varian dari yoghurt yang
mengandung strain BAL yang diisolasi dari usus seperti Bifidobacteria
spp. Konsumsi produk ini bertujuan untuk meningkatkan kualitas hidup
manusia dengan berdampak pada perubahan mikro biota yang mendiami

saluran usus (Gerald dan Tannock, 1997). Sebelum suatu BAL dapat
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dikatakan sebagai probiotik, bakteri tersebut perlu untuk diuji kemampuan
hidupnya di dalam sistem lambung manusia (Vinderola dan Reinheimer,
2003).

Penelitian untuk menemukan varian-varian probiotik baru terus
dilakukan. Sebagai contoh, beberapa strain Lb. pentosus, Lb. plantarum,
dan Lb. paracasei subsp. paracasei ditemukan memiliki sifat probiotik in
vitro yang diinginkan mirip dengan atau bahkan lebih baik daripada strain
referensi probiotik Lb. casei Shirota dan Lb. rhamnosus gg. Uji
kemampuan probiotik dari strain-strain ini dilakukan di dalam sistem in
vitro berbasis CaCO, dan dihadapkan dengan bakteri patogen Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis, dan Escherichia coli O157:H7

(Rgyri et al, 2013).

BAL sebagai Sumber Bakteriosin

Dulunya, bakteriosin diketahui berasal dari senyawa-senyawa
protein dengan bobot kecil (s.d. 30 kDa) yang memiliki kemampuan untuk
membunuh bakteri tertentu. Termasuk di dalam bakteriosin adalah
senyawa-senyawa yang disekresikan oleh suatu mikroba dengan tujuan
menghambat (bakteriostatik) dan mencegah (bakterisidal) pertumbuhan
mikroba lain (Todorov et al, 2000). Senyawa bakteriostatik dan

bakterisidal yang berhasil dikarakterisasi kebanyakan berupa kelompok
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protein tersendiri dan bukan termasuk dalam kelompok sitokin atau
kemokin (Kalyoussef et al, 2012).

Dalam perkembangannya, kompleks bakteriosinogenik mungkin
saja dalam bentuk gabungan dari gugus heterogen yang esensial, meliputi
lipid, karbohidrat, atau kombinasi protein tertentu. Sebagai inhibitor
protein, identifikasi protein dilakukan dengan penentuan strain spesifik dan
perkiraan massa molekulnya, yaitu dengan metode retensi dalam membran
dialisis, ultrafiltrasi, ukuran molekul, atau spektrometri massa.
Pengelompokan bakteriosin terdiri dari: 1) Lantibiotik: peptida aktif-
membran kecil (<5 kDa) mengandung asam amino lanthionine, p-methyl
lanthionine, dan residu dehidrasinya; 2) Asam amino berukuran kecil,
siklik, termo-stabil: non-lanthionine mengandung peptida aktif-membran
(<10 kDa) yang dicirikan oleh gugus Gly-Gly pada prekursor bakteriosin.
Bakteriosin diprediksi membentuk heliks amfifilik dengan gugus
hidrofobik dominan, dan struktur p-sheet yang stabil pada panas sedang
(100 °C) hingga tinggi (121 °C); 3) Protein berbobot lebih dari 30 kDa dan
stabil dalam kondisi panas; dan 4) Kompleks-bakteriosin: tersusun dari
protein ditambah satu atau lebih molekul kimia (lipid, karbohidrat) yang

diperlukan untuk aktivitas menghambat bakteri lain (Klaenhammer, 1993).
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BAL sebagai Sumber Antioksidan

Karotenoid merupakan antioksidan dari kelompok lipofilik. BAL
memiliki kemampuan dalam melepaskan ikatan gugus-gugus fungsional
dari matriks bahan pangan. BAL juga mampu bersimbiosis dengan
mikroorganisme lain dalam memproduksi karotenoid. Sebagai contoh,
Rhodotorula rubra pada awalnya dikenal sebagai kapang yang
mengkontaminasi yoghurt dan keju. Akan tetapi persepsi ini mulai
berubah, dikarenakan R. rubra merupakan salah satu kapang yang mampu
mensintesis karotenoid dan dan tumbuh dengan bersimbiosis mutualisme
dengan Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb. plantarum, dan Lb. helveticus.
Sintesis karotenoid tertinggi didapatkan dari kombinasi R. rubra dan Lb.
casei dengan hasil 2.5 mg/L, dengan pH akhir produk 5,5 s.d. 6,0. Asam
laktat merupakan substrat bagi R. rubra untuk tumbuh berkembang dan
kemudian mensintesis karotenoid. Saat Lb. casei mengkonversi laktosa
menjadi asam laktat, R. rubra mulai tumbuh dengan pesat, sehingga
menjadi populasi yang dominan setelah 6 hari. Karakteristik karotenoid
yang dihasilkan R. rubra adalah p-karoten, torulen, dan torularhodin
(Frengova et al, 2014).

Beberapa strain dari Lb. plantarum digunakan untuk memfermentasi
pasta tomat selama 17 jam pada suhu 25 °C. Kadar klorofil dan likopen
yang membentuk warna pasta tomat secara umum meningkat setelah

proses fermentasi tersebut. Ini membuktikan bahwa beberapa strain Lb.
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plantarum mampu secara efektif mengekstrak sekaligus mempertahankan
kandungan flavonoid pembentuk warna di pasta tomat. Lebih lanjut,
fermentasi tomat oleh semua strain Lb. plantarum yang digunakan mampu
menjaga stabilitas warna likopen dalam penyimpanan pasta tomat
terfermentasi di suhu 4 °C selama lebih 40 hari (Gobbetti, 2009).

Fenolik dan Flavonoid merupakan sumber antioksidan yang pada
umumnya berasal dari tumbuhan. BAL diketahui mampu memodulasi
kadar fenolik dan flavonoid produk hasil fermentasi asal tumbuhan
(Nelson et al, 1995). Sebagai contoh lain, Rahmadi et al (2017) melaporkan
kenaikan senyawa fenolik dan flavonoid yang berkorelasi dengan
peningkatan potensi antioksidan dalam fermentasi mandai cempedak.
Secara khusus, pembahasan fenolik dan flavonoid pada produk fermentasi
mandai terdapat dalam bab-bab selanjutnya di buku ini.

Fermentasi selaput kulit beras (rice bran) menggunakan Lb. lactis,
Pediococcus acidilactici, dan P. pentoseus meningkatkan kadar a-
tokoferol sebagai akibat pelepasan senyawa-senyawa tokol (tokoferol dan
tokotrienol) dari matriks pangan melalui proses enzimatis (Rashid et al,
2015). Akan tetapi, fermentasi BAL yang kontak dengan udara dan panas
akan menyebabkan kadar tokoferol dan tokotrienol menurun (Poutanen et
al, 2009), sekalipun potensi antioksidan yang diukur dengan metode DPPH
meningkat. Tokoferol merupakan kelompok antioksidan garis depan yang

sangat sensitif terhadap pemanasan dan ekspose cahaya. Oleh karena itu,
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apabila produk yang difermentasi banyak mengandung senyawa-senyawa
dari kelompok tokoferol dan tokotrienol, proses fermentasinya perlu
dilakukan dalam kondisi dingin.

Fermentasi jus sayuran oleh BAL ataupun kombinasi BAL dengan
kapang mampu mempertahankan kadar vitamin C pada produk akhir
(Vakin et al, 2007). Vitamin C merupakan salah satu penyumbang
kemampuan antioksidatif yang kuat. Berbeda dengan o-tokoferol dan -
karoten, Vitamin C larut dalam air, sehingga penggunaan Vitamin C
sebagai antioksidan dalam produk pangan digunakan untuk produk-produk
hidrofilik.

Strain Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus mampu menghasilkan asam
folat ekstraseluler dalam jumlah yang cukup signifikan, yaitu mendekati
dua kali lipat dibandingkan kadar asam folat pada media sebelum
difermentasi. Fenomena ini menjadi tren baru di produk-produk fermentasi
berbasis susu semenjak tahun 2011. Keberadaan asam folat diantaranya
membantu proses tumbuh kembang janin, mempercepat penyembuhan
luka, dan meningkatkan kecerdasan kognitif (Laifio et al, 2012). Salah satu
spesies BAL yang mampu menghasilkan asam folat dalam jumlah besar
adalah Lb. amylovorus dengan konsentrasi 263,1+2,4 pg/L yoghurt, atau
mampu mencukupi 15% Rekomendasi Asupan Harian untuk setiap porsi

yoghurt yang dikonsumsi (Laifio et al, 2014). Asam folat terbukti sebagai
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antioksidan terhadap radikal-radikal bebas seperti CCl30ze, N3¢, SOs¢",
Brz+~, OH, and O+~ (Joshi et al, 2001).

BAL mampu mempertahankan kadar vitamin K pada produk hasil
fermentasi propolis dan madu (Vasquez dan Olofsson, 2015). Strain-strain
dari Lac. lactis subsp. cremoris, Lac. lactis subsp. lactis, dan Leuconostoc
lactis adalah produsen kuinon yang mampu menghasilkan lebih dari 230
nmol kuinon/g sel kering. Kuinon-kuinon ini tersedia dalam wujud
menakuinon (vitamin K2). Vitamin K-hidrokuinon belakangan digunakan
sebagai salah satu antioksidan untuk mencegah peroksidasi lipida berbasis
asam tiobarbiturat (thiobarbituric acid reactive substances, TBARS)
(Vervoort et al, 1997).

Peptida antioksidatif didefinisikan sebagai fragmen protein spesifik
yang memiliki efek antioksidatif pada fungsi atau kondisi tertentu yang
bermanfaat dalam kesehatan. Peptida bioaktif yang umum diproduksi BAL
adalah angiotensin I-converting enzyme [ACE]-inhibitory peptides.
Terdapat peptida-peptida lain yang diproduksi selama fermentasi BAL,
contohnya ekstrak larut air atau larutan garam (water/salt-soluble extract,
WSE). Peptida-peptida dalam WSE diidentifikasi dengan menggunakan
metode o-phtaldialdenyde (OPA) yang diekuivalensikan sebagai tripton.
WSE terbukti memiliki potensi antioksidan terhadap autooksidasi asam
linoleat (Coda et al, 2012, Pessione dan Cirrincione, 2016). Eksplorasi

terhadap peptida-peptida hasil samping fermentasi BAL difokuskan
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terhadap perubahan proses pelipatan protein dalam epigenetika, siklus sel,
dan kontrol terhadap kematian sel terprogram (apoptosis) (Curiel et al,
2015). BAL juga telah diketahui sebagai agen penyediaan enzim-enzim
yang berperan sebagai antioksidan seperti SOD dan GSH (Curiel et al,

2015).

BAL sebagai Diet Penunjang Life-Style

Secara umum BAL akan mengubah komposisi dari bahan yang
difermentasi. Sebagian besar dari perubahan itu memberikan dampak yang
positif bagi diet manusia. Poutanen et al (2009) merangkum beberapa
manfaat fermentasi BAL pada produk-produk berbasis gandum seperti
yang tampak pada gambar 1.

Potensi BAL sebagai diet anti-obesitas ditunjukkan salah satunya
dari spesies Lb. gasseri dengan mekanisme pengurangan sintesis lemak.
Lb. gasseri menurunkan ekspresi mRNA dari protein pengikat elemen
pengatur sterol (sterol regulatory element-binding protein, SREBP) dan
target gen enzim sintase asam lemak (fatty acid synthase, FAS) di dalam
hati dan menurunkan asam lemak bebas (ALB) di dalam darah (Yonejima
et al, 2013).

BAL mampu meningkatkan sintesis vitamin B, utamanya dari
kelompok asam folat (Sybesma et al, 2018). Selain asam folat, bebarapa

BAL dari genus Bifidobacteria mampu menghasilkan riboflavin dan
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kobalamin melalui jalur pentosa fosfat, biosintesis korismat, dan
biosintesis tetrahidrofolat. Lb. reuteri memiliki kemampuan menghasilkan
pseudo-kobalamin. Tiamin dan Piridoksin, gugus vitamin B lainnya,
mampu diproduksi oleh Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium

longum dan Lb. helveticus (LeBlanc et al, 2013; Hugenholtz et al, 2002).
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Fenolik

Sterol Peninglkatan konsentrasi/bicaksesabilitas
Vitamin
fineral — Peninglatan bioavail abilitas mineral
Fermentas: BAL Serat _— Pelarutan Serat
Lemak ——  Perubahan konsentrasi lemal dan asam lemak
4 Degradast gluten
Protein Pelepasa peptida bicaktif
Pati _— Penurunan ketercernaan patt

Gambar 1. Perubahan komposisi bahan setelah fermentasi BAL pada produk berbasis gandum



Lebih lanjut, BAL mendukung pertumbuhan bakteri lain dalam
memproduksi vitamin B. Propionibacterium freudenreichii yang tumbuh
secara simbiosis mutualisme dengan Lb. helveticus telah digunakan
sebagai mikroba penghasil vitamin B12 (kobalamin) secara komersial.
Peranan Lb. helveticus adalah sebagai penyedia asam-asam amino esensial

bagi pertumbuhan P. freudenreichii (Dstlieet al,1995).

JEJAK PEMANFAATAN BAL DI PANGAN LOKAL
KALIMANTAN

Beberapa pangan lokal asal Kalimantan telah diketahui
memanfaatkan proses fermentasi asam laktat yang terjadi secara spontan
dengan bantuan garam, atau sengaja diintroduksikan, maupun sebagai
akibat fermentasi suksesif yang cukup kompleks. Sebagai contoh, VCO-
BAL dihasilkan dari proses ekstraksi minyak virgin kelapa dengan bantuan
BAL. Secara prinsip, BAL membantu pemecahan santan dengan jalan
pemecahan komponen karbohidrat sederhana pada santan dan menurunkan
pH, sehingga menyebabkan penggumpalan protein emulsifier alami dan
perusakan tegangan permukaan dari emulsi santan (Rahmadi et al, 2013).

Mandai Cempedak (Nur, 2009; Emmawati et al, 2015) diproduksi
dari kulit bagian dalam buah cempedak (Artocarpus champeden) dengan
memanfaatkan garam sebagai sarana selektif pertumbuhan BAL. Secara
tradisional, Mandai Cempedak digunakan sebagai bahan sayur dan

kudapan yang digoreng dengan tepung. BAL yang umum diisolasi dari
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produk ini adalah Lb. plantarum dan Leuconostoc sp. Rahmadi et al (2017)
telah mengembangkan teknik fermentasi dingin dengan kultur pemula
untuk Mandai Cempedak dengan kemampuan anti oksidatif yang lebih
tinggi dibandingkan dengan fermentasi spontan.

Jaruk Tegarun merupakan produk hasil fermentasi garam BAL dari
Bunga Tegarun (Crataeva nurvala) (Rahmi et al, 2016). Pemanfaatan
tradisional dari Jaruk Tegarun di masyarakat Kutai dan Banjar adalah
sebagai sayur atau penyedap alami. Sebagaimana pada fermentasi Mandai
Cempedak, Lb. plantarum dan Leuconostoc sp. adalah BAL yang
umumnya diisolasi dari produk ini.

Sambal Asam Kopak merupakan produk fermentasi BAL dari Buah
Kopak (Kutai) atau Payang (Dayak) dengan nama latin Mangifera pajang
yang memiliki ciri khas fermentasi basah dengan garam dan dilanjutkan
dengan pengasapan di dalam tabung bambu. Metode ini mengombinasikan
flavor yang dibentuk dari fermentasi homofermentatif BAL dan hasil
pengasapan di atas kayu bakar. Fermentasi spontan BAL diduga
melibatkan Lb. plantarum sebagai spesies yang paling umum ditemukan di
produk fermentasi BAL dengan media selain susu. Produk akhir dari
fermentasi dan pengasapan ini biasanya diramu dan disajikan dalam bentuk
sambal.

Penggunaan garam pada fermentasi BAL yang banyak ditemukan

bertipe fermentasi basah, misalnya pada Mandai Cempedak, Jaruk
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Tegarun, dan Sambal Asam Kopak. Sedikit berbeda dengan wadi atau
pekasam (peda ikan) yang merupakan fermentasi semi basah di komunitas
Banjar dan Kutai, produk tradisional Te/u’ ikan sungai (Furud, Garra sp.)
dari Dayak Lundayeh merupakan contoh fermentasi kering. Telu’
difermentasi dalam media tepung beras atau singkong yang telah disangrai
dengan sebelumnya ditambahkan garam. Metode ini diduga melibatkan
BAL, bakteri penghasil spora, khamir, dan kapang.

BAL juga ditemukan dalam banyak proses fermentasi yang bersifat
suksesif, atau fermentasi dengan mikro flora dominan dari genus yang
berbeda-beda sesuai tahapan pemecahan senyawa-senyawa dalam produk
hasil fermentasinya. Sebagai contoh, fermentasi biji kakao secara spontan
hampir selalu melibatkan BAL, dimulai pada saat daging buah kakao
terekspose dengan udara luar hingga saat sebagian besar matriks
karbohidrat menjadi alkohol dan cuka (Rahmadi et al, 2018). Secara lebih

khusus, contoh-contoh pemanfaatan BAL di produk lokal asal Kalimantan

dibahas pada bab selanjutnya.
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PENDAHULUAN

Pangan tradisional produk fermentasi BAL dapat ditemukan di
Kalimantan, khususnya Kalimantan Timur. Di Kalimantan Timur dan
dunia pada umumnya, BAL banyak digunakan dalam fermentasi
tradisional sayuran karena mereka secara alami ada didalamnya. Bakteri
ini terdapat dalam jumlah kecil (2.0-4.0 log CFU/g) dari mikro biota asli
dalam sayuran mentah dan buah-buahan (Di Cagno et al, 2013). Beberapa
produk tersebut yang telah menjadi kajian secara intensif yang dirangkum
dalam bab ini adalah produk hasil fermentasi BAL, seperti Virgin Coconut
Oil (VCO) dengan fermentasi BAL, Mandai Cempedak, Jaruk Tegarun,

Sambal Asam Kopak, Telu’ Ikan, tempoyak, dan biji kakao.

VCO

VCO adalah minyak kelapa hasil ekstraksi non-panas dengan tujuan
untuk mengurangi dampak perubahan komposisi ataupun karakteristik

minyak (APCC, 2009). Sumber VCO adalah santan kelapa, yaitu emulsi
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minyak-air dengan pengikat protein, fosfolipid dan gum dalam jumlah
terbatas. Pemecahan emulsi tersebut dapat dilakukan dengan bantuan
gravitasi ataupun senyawa de-emulsifikasi minyak-air (Nour et al, 2009).
Santan kelapa mengandung 54% air, 35% lemak, dan 11% padatan non
lemak (Tansakul dan Chaisawang, 2006). Penggunaan mikroba dalam
proses de-emulsifikasi santan dapat digolongkan dalam dua kelompok
besar, yaitu penambahan S. cerevisiae dan penambahan BAL. Penggunaan
BAL secara umum terbukti mampu menginduksi proses pemisahan
minyak dengan keunggulan kadar bilangan penyabunan, bilangan
peroksida, dan asam lemak bebas yang rendah. Selain itu, penggunaan
BAL juga terbukti mampu meningkatkan senyawa anti-bakteri dalam VCO
antara 27 dan 51% bila dibandingkan dengan kontrol kloramfenikol,
tergantung dari spesies BAL yang akan digunakan (Rahmadi et al, 2013).

Penggunaan kultur pemula BAL akan meningkatkan kandungan anti
mikroba dari VCO. Dari penelitian yang dilakukan Rahmadi et al (2013)
diperoleh bahwa VCO yang difermentasi oleh isolat BAL yang berasal dari
blondo kelapa memiliki kemampuan penghambatan terhadap E. coli paling
rendah, diikuti oleh isolat BAL yang berasal dari Mandai Cempedak. Isolat
BAL yang berasal dari Yakult memiliki kemampuan penghambatan
mikroba yang paling baik, dengan 51% daya hambat dibandingkan dengan
kontrol positif kloramfenikol terhadap bakteri uji E. coli (Rahmadi et al,

2013).
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Tabel 1. Rata-Rata Zona Hambatan dari Perlakuan Produksi VCO-
BAL terhadap Bakteri Uji E. Coli

Perlakuan Rata-rata penghambatan pada bakteri E. Coli
Diameter Zona %-Penghambatan
Hambatan (mm) Rata-rata vs Kontrol
Positif

Akuades steril 0.0 0

Antibiotik kloramfenikol 11,10+0,53 100

VVCO non-BAL 2,62+0,45a 23,6

VCO-BAL Lb. plantarum 4,9540,65b 44,6

(Mandai Cempedak)

VCO-BAL Lb. plantarum 3,03+0,68ab 27,3

(Blondo Kelapa)

VCO-BAL Lb. casei (Yakult) 6,45+0,50C 58,1

Catatan: Huruf yang berbeda menunjukkan beda nyata antar perlakuan dalam
analisis BNT pada taraf 5%
Sumber: Rahmadi et al, 2013.

MANDAI CEMPEDAK

Di Kalimantan, Cempedak atau Tiwadak, selain dikonsumsi daging
buah dan biji, kulitnya dapat diolah menjadi makanan yang dinamakan
mandai atau dami. Pembuatan mandai dilakukan dengan cara fermentasi
spontan dan disimpan pada suhu ruang, Tahapan pengolahan meliputi
pengupasan kulit buah, pembuangan kulit ari, dan perendaman dengan air
garam dengan tujuan untuk mengawetkan dan melunakkan teksturnya.
Lama perendaman adalah selama beberapa jam hingga sebulan. Mandai
Cempedak dikonsumsi dengan cara digoreng atau dijadikan bahan baku
sayuran.

Mandai Cempedak yang telah difermentasi BAL memiliki banyak
manfaat bagi kesehatan tubuh khususnya dapat berpotensi sebagai
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probiotik. Hasil penelitian Emmawati et al (2015) menunjukkan bahwa 19
isolat BAL diperoleh dari mandai pada hari ke-4, 8, 12. Penurunan jumlah
sel BAL hidup kurang dari 1 log CFU/mI pada pH rendah (2,0). Beberapa
isolat BAL bersifat resistan terhadap antibiotik yang diujikan dan bersifat
sensitif terhadap Streptomisin. Sebagian isolat diidentifikasi sebagai Lb.
plantarum dengan teknik identifikasi APl 50 CHL dan dikonfirmasi
dengan real-time-PCR. Hasil penelitian Nur (2009) menunjukkan bahwa
terdapat kecenderungan peningkatan jumlah BAL selama fermentasi
Mandai Cempedak sampai hari ke-14 dengan penggunaan kadar garam
rendah. Total jumlah bakteri adalah 5 log CFU/ml pada awal fermentasi
dan 6 log CFU/mI pada hari ke-5 dan 7 fermentasi di suhu ruang.

Hasil fermentasi dari Mandai Cempedak berupa asam-asam organik
yang berasal dari aktivitas mikroba selama fermentasi. Komponen asam
organik dari aktivitas BAL diantaranya adalah asam laktat, yang dapat
dimanfaatkan menjadi penyedap rasa. Cuka laktat merupakan salah satu
bagian dari komponen penyedap rasa yang ditambahkan ke dalam produk
makanan atau proses pengolahan produk makanan (Rahmadi, 2017).
Sementara, cuka yang umum biasa diproduksi dari bahan alami baik dari
buah-buahan atau dari hasil fermentasi. Pemanfaatan dari cuka selain
untuk penyedap rasa juga dapat digunakan untuk mengawetkan daging
(Taring, 2004), memperbaiki cita rasa makanan khususnya seafood

(Sumendap et al, 2015). Cuka hasil fermentasi dari buah-buahan memiliki
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banyak manfaat karena mampu menghasilkan komponen asam organik

yang memiliki dampak baik bagi kesehatan tubuh.
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Gambar 2. Perubahan Total Flavonoid dan Potensi Aktivitas
Antioksidan terhadap Reduksi DPPH pada Fermentasi
Mandai Cempedak Higienis tanpa Garam pada Suhu
37 °C.

Penggunaan kultur pemula akan menyebabkan produk memiliki
kandungan polifenol dan aktivitas antioksidan yang berbeda. Penggunaan
teknik fermentasi yang higienis menyebabkan populasi BAL tumbuh
dengan dominan selama periode fermentasi. Total flavonoid meningkat

dari 6,8 mg CE/Kg pada hari pertama menjadi 20,8 dan 21,7 mg CE/Kg
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pada hari ke-6 dan ke-7 fermentasi. ICso terhadap DPPH menurun dari
setara 212,6 ppm menjadi 130,8 ppm setara Vitamin C. Dari parameter
kadar flavonoid dan ICsy terhadap DPPH dapat disimpulkan bahwa waktu
optimum fermentasi mandai cempedak higienis tanpa garam pada suhu

37 °C adalah 6 hari (Rahmadi et al, 2017).

JARUK TEGARUN DAN ASAM KOPAK

Tegarun adalah tanaman yang tumbuh di lahan basah, tanaman ini
termasuk dalam tumbuhan berkayu, mengeras, menahun dan membentuk
pohon. Tegarun termasuk tumbuhan berbunga banyak yang berada pada
ujung rantingnya. Tanaman Tegarun hanya berbunga sekali dalam setahun,
pembungaan pada Tegarun terjadi sekitar bulan Februari dan Maret
(Soendjoto et al, 2014). Tanaman Tegarun banyak dimanfaatkan
masyarakat Suku Banjar dan Kutai. Bunga Tegarun dimanfaatkan menjadi
awetan Tegarun yang dalam bahasa daerah disebut Jaruk Tegarun (Rahmi
et al, 2016). Sementara, Asam Kopak merupakan produk fermentasi BAL
dari Buah Kopak (Kutai) atau Payang (Dayak) dengan nama latin
Mangifera pajang.

Pangan olahan tradisional Jaruk Tegarun dan Asam Kopak memiliki
rasa asam sebagai konsekuensi pertumbuhan BAL. Pangan olahan tersebut
dibuat secara tradisional dengan cara merebus Bunga Tegarun. Perebusan

dapat dianggap cukup saat terdapat pemudaran atau perubahan warna air
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rebusan bunga dari bening menjadi kuning kehijauan. Perebusan yang
dilakukan bertujuan untuk menghilangkan bau langu, menghilangkan
getah dan mengurangi senyawa alelopati yang mungkin ada. Jaruk Tegarun
yang telah direbus dapat dikonsumsi langsung akan tetapi kadar
fitokimianya masih cukup tinggi, sehingga terasa pahit. Untuk mengurangi
rasa pahit, Bunga Tegarun kemudian direndam dalam larutan air garam
selama 3 hari untuk mengurangi rasa pahit, sehingga proses fermentasi

spontan terjadi (Soendjoto et al, 2014).

Gambar 3. Bunga Tegarun dan Asam Kopak
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Berdasarkan penelitian Lambui (2013) bahwa isolasi dari 26 isolat
BAL Mandai Cempedak dan Jaruk Tegarun menghasilkan aktivitas a-
galaktosidase dan [B-galaktosidase. Dua isolat dipilih berdasarkan nilai
aktivitas a-galaktosidase 4,11 - 5,07 U/ml dan B-galaktosidase 0,43 — 1,06
U/ml. Berdasarkan hasil karakterisasi fenotipe, isolat terpilih dapat

diidentifikasikan sebagai anggota St. thermophillus dan Lb. plantarum.

TEMPOYAK DURIAN

Durian merupakan primadona buah di Asia Tenggara, sering disebut
sebagai the king of fruit, mengandung kadar air daging buah 60%, kadar
pati 17,3%, dan kadar total gula mencapai 20,5%. Buahnya mempunyai
kadar lemak 2,3%, kadar serat kasar 5,4%, kalori 108,5 Kal, dan kadar
protein 2,6% (Antarlina, 2009).

Durian difermentasi di Kalimantan dan Sumatera sebagai pangan
tradisional dikenal dengan sebutan tempoyak. Durian yang dijadikan
tempoyak adalah durian yang memiliki tingkat kemasakan yang baik dan
proses fermentasinya dilakukan secara anaerobik fakultatif dalam wadah
tertutup (Yuliani, 2005). Tempoyak adalah pangan fermentasi tradisional,
yang memiliki aroma yang khas, terbuat dari pencampuran pulp/daging
buah yang ditambahkan garam dengan kadar 2-15%. Selama fermentasi,

tekstur daging durian akan berubah dari padat menjadi semi padat. Aroma
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dan rasa yang khas muncul sebagai akibat dari variasi perombakan gula
menjadi asam organik volatil (Yuliana dan Garcia, 2009).

Isolat tempoyak yang berasal dari daerah Filipina, menurut Yuliana
dan Dizon (2011), mengandung BAL dari spesies Lb. plantarum,
Lactobacillus sp., Weissella paramesenteroides, dan Pediococcus
acidilacti. Total asam laktat pada tempoyak diketahui bahwa rata-rata total
asam laktat adalah 0,5% pada awal fermentasi dan terus meningkat hingga

menjadi 1,8% pada akhir fermentasi (Hartayanie et al, 2013).

BlJI KAKAO

Indonesia adalah penghasil kakao ketiga terbesar di dunia setelah
Ghana dan Pantai Gading. Proses fermentasi kakao di dunia sangat
didominasi oleh proses fermentasi alami. Fermentasi kakao merupakan
contoh fermentasi alami yang kompleks dan saling suksesif. Secara
sederhana, standar jual-beli biji kakao pada umumnya terdiri dari (a) biji
kakao harus terfermentasi dengan baik dan kering, tidak mengandung biji
berwarna abu-abu, tidak berasa seperti abu atau asap, bebas dari bau yang
tidak sedap, dan tidak ada indikasi pencampuran antara biji kakao yang
baik dengan yang buruk; (b) biji kakao harus bersih dari serangga, dan (c)
ukuran biji kakao harus seragam, utuh, dan bebas dari cemaran organik

(Rahmadi, 2008; Ardhana dan Fleet, 2003).
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Fermentasi tradisional biji kakao dilakukan di dalam kotak atau
terpal agar daging buah (pulp) terekspose mikroba secara alamiah dan
secara bertahap. Pada tahap awal, S. cerevisiae, Candida sp., dan
Acetobacter aceti mendegradasi daging buah kakao menjadi alkohol, air
dan cuka. Penurunan pH dan panas yang ditimbulkan secara terus menerus
dalam reaksi katabolisme tersebut akan mematikan lembaga di dalam biji
kakao. Mikroorganisme seperti Acetobacter aceti, Lb plantarum, dan
berbagai kapang akan melepaskan kompleks polifenol-matriks biji kakao
sekaligus mendegradasi sebagian polifenol penyebab rasa pahit dan kelat.
Mikroba-mikroba ini juga akan mendegradasi sebagian flavonoid,
sehingga warna biji kakao berubah menjadi lembayung yang menandakan
akhir dari proses fermentasi suksesif ini (Rahmadi dan Fleet, 2008).

Fermentasi biji kakao, seperti yang telah dijelaskan di pendahuluan,
merupakan fermentasi yang kompleks dan bersifat suksesif. Beberapa
kelompok mikroba terlibat dalam proses fermentasi ini, yaitu fermentasi
pektinolotik, alkoholik, produksi asam cuka, dan pembentukan flavor.
Selain khamir penghasil alkohol (S. cerevisiae), BAL, asam asetat, bakteri
pembentuk spora, dan jamur turut hadir dalam proses fermentasi biji
kakao.

BAL pada fermentasi kakao yang berhasil diisolasi merupakan
strain yang tahan alkohol tinggi, Konsentrasi awal BAL ditemukan pada

10° CFU/g dan pada kondisi maksimum mencapai 107-108 CFU/g. BAL
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akan memanfaatkan asam sitrat dan gula sederhana sebagai nutriennya.
BAL menurunkan pH hingga 3,6, memberikan lingkungan yang sangat
mendukung pertumbuhan Bakteri Asam Asetat (BAA). Spesies yang
signifikan adalah BAL dari kelompok tumbuhan (plant): Lb. fermentum,
Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Lactococcus lactis, Leuconostoc
mesentroides dan Enterococcus casseliflavus (Rahmadi, 2008; Ardhana
dan Fleet, 2003).

BAA pada fermentasi kakao memanfaatkan alkohol, mengubahnya
menjadi asam cuka. Asam cuka masuk ke dalam embrio biji kakao. Derajat
keasaman yang menurun bersama dengan suhu fermentasi yang cukup
tinggi (50 °C) akan mematikan embrio kakao. Konsentrasi BAA pada
kondisi maksimum mencapai 10°%-10° CFU/g. Pertumbuhan BAA
menyebabkan kamir dan BAL terhambat, atau bersifat antagonistik. Asam
asetat berkontribusi signifikan pada cita rasa produk akhir. Spesies
signifikan BAA yang penting dalam fermentasi biji kakao adalah
Acetobacter syzygii, A. pasterianus, A. tropicalis, A. malorum dan
Gluconobacter oxydans (Rahmadi, 2008. Ardhana dan Fleet, 2003;
Schwan dan Fleet, 2014).

Bakteri pembentuk spora pada fermentasi kakao umumnya dianggap
sebagai cemaran atau tidak diinginkan. Konsentrasi awal bakteri
pembentuk spora adalah 10° CFU/g, dan pada kondisi maksimum

mencapai 107-108 CFU/g. Kontribusi hipotetis dari bakteri pembentuk
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spora adalah membentuk lendir (slime) dengan komponen utama ekso-
polisakarida (EPS) yang kemungkinan mencegah tumbuhnya mikroba
lainnya. Kontribusi hipotetis lainnya adalah mengubah struktur protein dan
lemak yang tersisa dengan bantuan enzim ekstraseluler. Spesies signifikan
dari bakteri pembentuk spora dalam proses fermentasi kakao adalah dari
spesies Bacillus cereus, B. substilis, B. licheniformis (Rahmadi, 2008;
Schwan dan Fleet, 2014)

Jamur berfilamen (kapang) pada fermentasi kakao umumnya juga
dianggap sebagai cemaran/tidak diinginkan. Konsentrasi hasil isolasi
jamur berfilamen di awal dapat mencapai 10° CFU/g, dan pada kondisi
maksimum dapat mencapai 10%-10° CFU/g. Jamur berfilamen memecah
pektin pada pulp pada tahap 24 jam pertama proses fermentasi. Spesies
jamur berfilamen yang bermanfaat adalah Aspergillus wentii, Penicillium
citrinum, Basidiomycetes. Sementara itu, jamur berfilamen yang lain dapat
menghasilkan toksin yang disebut sebagai mikotoksin, misalnya
Okratoksin dan Aflatoksin. Spesies jamur berfilamen yang berbahaya pada
produk biji kakao adalah Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus, A.

parasiticus, dan Fusarium (Rahmadi, 2008; Schwan dan Fleet, 2014).
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TELU’ IKAN

Di masyarakat Dayak Lundayeh terdapat pangan lokal hasil
fermentasi yang bernilai ekonomi tinggi, bersumber dari ikan sunai,
dengan nama lokal Furud (Garra sp.). Secara tradisional Telu' Ikan adalah
oleh-oleh bernilai tinggi yang biasanya dipertukarkan dengan bahan baku
pangan dari tempat yang jauh. Secara visual, Telu' Ikan memiliki
kemiripan dengan Pekasam dan Wadi, yang juga merupakan produk
fermentasi tradisional dari ikan. Secara definisi, Telu' Ikan adalah hasil
fermentasi kering, diawetkan dengan bantuan garam dan tepung tapioka
kering. Proses pembuatan Telu' lkan dimulai dari pembersihan dan
perendaman ikan sungai di dalam larutan garam, diduga dengan
konsentrasi 15-25% selama satu malam. Selanjutnya, ikan ditiriskan dan
ditaburi tepung tapioka yang telah disangrai. Telu' Ikan disimpan di dalam
kendi tanah liat, disusun secara bertingkat dan ditutup dengan daun pisang.
Kendi berisi Telu' Ikan dibiarkan selama 7 hingga 21 hari di suhu ruang.
Proses pengawetan Telu' Ikan bekerja berdasarkan prinsip seleksi mikroba
halofilik yang tahan A, rendah, diduga berasal dari kelompok BAL. Putro
et al (2016) menyatakan bahwa Telu' Ikan memiliki angka lempeng total
(ALT) 3,9 x 10° hingga 7,6 x 10" CFU/g setelah difermentasi antara satu

dan tiga minggu di suhu ruang.
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Tabel 2. Pangan Lokal Kalimantan Hasil Fermentasi BAL

Metabolit & Komponen

Makanan BAL Substrat Dominan . - Manfaat
Fungsional Lain
Mandai Lb. plantarum dan  Karbohidrat kompleks Asam laktat Penurunan pH menjadi sekitar
Cempedak; Leuconostoc sp. Polifenol (fenol, tannin, 4+0.5
Jaruk Tegarun; L casei (starter) flavonoid) Peningkatan antioksidan sebagai

Asam glutamat

akibat peningkatan komponen
fenolik

Peningkatan cita rasa gurih
sebagai akibat pelepasan asam
amino dan peptida

Asam Kopak Lb. plantarum dan  Karbohidrat kompleks Asam laktat Penurunan pH menjadi sekitar
Leuconostoc sp. Asam Sitrat Polifenol (fenol, tannin, 4+0.5
Asam Askorbat flavonoid) Peningkatan antioksidan sebagai
Asam glutamat akibat peningkatan komponen
Aldehida (sebagai akibat fenolik
pengasapan) Peningkatan cita rasa gurih
sebagai akibat pelepasan asam
amino dan peptida
Penguatan kemampuan antibakteri
sebagai akibat adanya aldehida
Virgin Coconut  Lb. plantarum Asam Lemak VCO Asam Laurat

0il (VCO)

Lb casei (starter)

sedikit protein
sedikit karbohidrat

Penguatan kemampuan antibakteri
sebagai akibat bakteriosin
hidrofobik



LE

Metabolit & Komponen

Makanan BAL Substrat Dominan . - Manfaat
Fungsional Lain
Biji Kakao Lb. plantarum Asam Lemak Asam lemak Penurunan pH menjadi sekitar
Karbohidrat kompleks Polifenol (fenol, tannin, 3+0.5 akibat asam cuka
Polifenol flavonoid) Peningkatan antioksidan sebagai
Asam organik (termasuk akibat perombakan komponen
asam laktat dalam konsentrasi ~ fenolik
rendah)
Telu' Ikan Belum Protein Asam laktat Penurunan pH menjadi sekitar
diidentifikasi Karbohidrat kompleks 4+0.5
(dari tepung beras dan Peningkatan cita rasa gurih
singkong) sebagai akibat pelepasan asam
amino dan peptida
Pengawetan sebagai akibat
gabungan penurunan pH dan Aw
Tempoyak Lb. Plantarum Karbohidrat sederhana Asam laktat, Alkohol (dari Peningkatan cita rasa sebagai
durian S. cerevisiae simbiosis dengan akibat produksi asam volatil

S.cerevisiae), Asam oganik
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FERMENTASI

Fermentasi adalah suatu proses terjadinya perubahan struktur kimia
dari bahan-bahan organik dengan memanfaatkan aktivitas agen-agen
biologis terutama enzim sebagai biokatalis (Suprihatin, 2010). Dalam
industri pangan, bakteri asam laktat telah digunakan untuk berbagai ragam
fermentasi daging, sayuran, susu, roti, atau produk bakeri (Rahmadi et al.,
2002). Hur et al, (2014) menyatakan bahwa fermentasi dapat
meningkatkan kandungan senyawa fenolik bioaktif sehingga terjadi

peningkatan aktivitas antioksidan.
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Agar proses fermentasi dapat berjalan dengan baik, beberapa faktor harus
diperhatikan. Faktor-faktor tersebut akan mempengaruhi aktivitas dari
agen-agen biologis. Beberapa faktor utama yang mempengaruhi
fermentasi meliputi suhu (Aghababaie et al., 2014; Subagyo, et al., 2015),
pH (Aghababaie et al., 2014; Subagyo, et al., 2015) dan waktu fermentasi

(Mal, et al., 2013).

Terdapat banyak jenis makanan hasil fermentasi di dunia, beberapa
diantaranya dikenal secara luas. Diantara makanan tersebut difermentasi
dengan menggunakan kadar air yang tinggi (fermentasi basah) seperti
yoghurt, kombucha, kecap, mandai. Produk lainnya di lakukan fermentasi
dengan menggunakan air yang sangat sedikit atau tidak sama sekali
(fermentasi kering) seperti kopi dan tempe.

Berdasarkan sumber mikroorganisme, proses fermentasi dibagi
menjadi dua yaitu fermentasi spontan dan fermentasi menggunakan starter.
Fermentasi spontan adalah fermentasi bahan pangan dimana dalam
pembuatannya tidak ditambahkan mikroorganisme dalam bentuk starter
atau ragi, tetapi mikroorganisme yang berperan aktif dalam proses
fermentasi berkembang biak secara spontan. Fermentasi tidak spontan
adalah fermentasi yang terjadi dalam bahan pangan yang dalam
pembuatannya ditambahkan mikrorganisme dalam bentuk kultur pemula

atau starter (Suprihatin, 2010).
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Peranan bakteri asam laktat selama proses fermentasi sangat
menentukan mutu produk fermentasi yang dihasilkan. Pada setiap proses
fermentasi yang berjalan dengan baik, akan memperlihatkan pertumbuhan
mikroba baik pada fermentasi spontan maupun pada fermentasi starter.
Isnaini (2012) menyatakan bahwa pertumbuhan mikroba yang terjadi
ditandai dengan perubahan-perubahan dalam nira kelapa selama
fermentasi spontan berlangsung. Perubahan tersebut meliputi: fisik nira
kelapa (warna, aroma dan penampakan), kimia (pH, kadar etanol, kadar
gula reduksi dan total asam tertitrasi), dan miktobiologis (populasi dan
jenis mikroba). Nur (2009) melaporkan bahwa pada mandai yang
difermentasi dengan kadar garam rendah dan dengan penambahan gula

aren menunjukkan pola pertumbuhan mikroba selama fermentasi.

BAKTERI ASAM LAKTAT

Bakteri asam laktat (BAL) adalah bakteri gram positif berbentuk
bulat atau batang, tidak memiliki spora, berkatalase negatif dan memiliki
kemampuan mengubah karbohidrat menjadi asam laktat (Korhenen, 2010).
Bakteri ini bermanfaat untuk mengawetkan makanan atau minuman, serta
menghasilkan  asam laktat dari metabolisme gula (bakteri
homofermentatif) dan asam asetat, asam-asam volatil lainnya, karbon

dioksida (CO,) (bakteri heterofermentatif), serta bakteriosin.
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Saat ini, sebanyak dua belas genus bakteri yang termasuk jenis
bakteri asam laktat yaitu Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Aerococcus, Vagococcus,
Tetragenococcus, Carnobacterium, Weissella dan Oenococcus paling
banyak digunakan sebagai starter untuk proses fermentasi. Hal ini
dikarenakan kedua belas genus BAL tersebut memproduksi asam laktat
dalam kadar yang cukup tinggi (Ray, 2004). BAL juga memproduksi
senyawa berupa asam organik lain seperti asam asetat, asam format, asam
propionat dan asam butirat). Etanol, asam lemak, aseton, hidrogen
peroksida, dan bakteriosin adalah produk samping fermentasi BAL.
Senyawa-senyawa asam organik mampu menurunkan pH substrat (Reis et
al., 2012).

Bakteri asam laktat termasuk mikroorganisme yang aman jika
ditambahkan dalam pangan karena sifatnya tidak toksik dan tidak
menghasilkan toksin, dan disebut food grade microorganism. BAL adalah
mikroorganisme Generally Recognized As Safe (GRAS) vyaitu
mikroorganisme yang tidak beresiko terhadap kesehatan. Bahkan,
beberapa jenis BAL berguna bagi kesehatan dan telah dimanfaatkan secara
komersial.

Beberapa keunggulan yang dimiliki BAL yaitu: 1) BAL mampu
menghasilkan senyawa-senyawa yang dapat memberikan rasa dan aroma

spesifik pada makanan fermentasi (Rahayu, 2001), 2) BAL mampu
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meningkatkan nilai cerna pada makanan fermentasi karena dapat
meningkatkan digestabilitas pada bahan makanan sehingga dapat lebih
mudah diserap oleh tubuh, misalnya protein diubah menjadi asam-asam
amino (Guerra et al., 2006), 3) BAL menghasilkan senyawa antimikroba
yang mampu menghambat pertumbuhan mikroba patogen dan pembusuk
pada bahan makanan, sehingga dapat memperpanjang masa simpan produk
tersebut. Senyawa-senyawa antimikroba yang dihasilkan BAL antara lain:
asam laktat, hidrogen peroksida, CO>, dan bakteriosin (Holzapfel et al.,
1995). Produk utamanya yaitu asam laktat yang dapat terakumulasi pada
lingkungan di sekitarnya, sehingga pH dapat menurun hingga pH 4,0-4,8.
Hal ini menyebabkan mikroba patogen dan pembusuk yang umumnya
hidup pada pH 6,0-8,0 tidak dapat tumbuh.

Bakteri asam laktat digunakan secara alami pada makanan
fermentasi sehubungan dengan timbulnya cita rasa asam (asidifikasi)
akibat dari produksi asam laktat dan asetat. Efek asam tersebut diakibatkan
adanya konversi karbohidrat selama fermentasi. Hal tersebut merupakan
karakteristik penting guna memperpanjang masa simpan dan keamanan
produk (Vuyst dan Vandamme, 1994). Perlindungan makanan dari
kebusukan dan mikroorganisme patogen oleh bakteri asam laktat (BAL)
adalah melalui produksi asam organik, hidrogen peroksida, diasetil

(Messens dan De Vugst, 2002), komponen anti jamur seperti asam laktat
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(Corsetti et al., 1998) atau asam fenulaktik (Lavermicocca et al., 2000) dan

bakteriosin (Vuyst dan Vandamme, 1994) .

Lb. plantarum

Lactobacillus plantarum adalah bakteri heterofermentatif fakultatif
kelompok lactobacilli. Lb. plantarum termasuk jenis bakteri yang bersifat
multifungsi dan dapat hidup hampir di semua kondisi lingkungan. Bakteri
ini dapat ditemukan dari hasil fermentasi susu, daging, ikan dan sayur-
sayuran atau tumbuhan hasil dari proses fermentasi (Zago et al., 2011).

Lb. plantarum dianggap sebagai bakteri heterofermentatif fakultatif
(Ashraf et al, 2011; Zago et al, 2011), oleh karena itu menghasilkan asam
organik yang cukup untuk menurunkan pH. Cueva et al (2013) menyatakan
bahwa selama fermentasi in vitro hingga 48 jam dari biji anggur oleh
Lactobacilli, asam organik seperti asam 4-hydroxyphenylacetic,
phenylpropionic acid. 3-hydroxyphenylacetic acid, phenylacetic acid, 3-
(4-hydroxyphenyl) -propionic acid, dan 4-hydroxy-5- (phenyl) -valeric
acid secara signifikan meningkat oleh proses fermentasi. Senyawa ini,
bersama dengan asam laktat menyebabkan keasaman yang meningkat dari

mandai cempedak yang difermentasi.
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Lb. casei

Lactobacillus casei adalah bakteri Gram-positif, anaerob, tidak
memiliki alat gerak, tidak menghasilkan spora, berbentuk batang dan
termasuk dalam genus Lactobacillus. Lactobacillus adalah bakteri yang
bisa memecah protein, karbohidrat, dan lemak dalam makanan, dan
menolong penyerapan elemen penting dan nutrisi seperti mineral, asam
amino, dan vitamin yang dibutuhkan manusia dan hewan untuk bertahan
hidup. Genus Lactobacillus mempunyai banyak kelebihan yang berpotensi
untuk dijadikan sebagai agen probiotik (Sunaryanto et al., 2014). Surono
(2004) menyebutkan bahwa Lb. casei Shirota strain merupakan bakteri
asam laktat yang tetap bertahan hidup dalam saluran pencernaan.

Lb. casei adalah salah satu jenis bakteri asam laktat
heterofermentatif fakultatif yang digunakan oleh industri pangan sebagai
starter dalam keberhasilan fermentasi susu dan beberapa produk turunan
dari susu seperti keju. Lb. casei mudah beradaptasi, berasal dari hasil
fermentasi makanan maupun minuman yang baik dikonsumsi untuk sistem
pencernaan manusia dan hewan. Lb. casei umumnya ditemukan pada
produk fermentasi susu (seperti keju), wine (anggur), acar, silase dan
kimchi (Alcantara dan Zuniga, 2012).

Lb. casei ditambahkan ke dalam mandai dimaksudkan untuk
menetapkan bakteri asam laktat yang dikehendaki untuk tumbuh di dalam

mandai fermentasi. Penggunaannya juga dimaksudkan untuk mengurangi
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resiko penggunaan garam dalam fermentasi mandai karena fermentasi
mandai biasanya dilakukan dengan penambahan garam dengan jumlah
yang banyak. Penambahan garam dengan kadar yang tinggi dapat
membatasi penerimaan konsumen terhadap produk serta berpengaruh

kurang baik bagi kesehatan konsumen (Nur, 2009).

FERMENTASI BAL

Secara tradisional BAL, sudah ada sejak zaman dahulu (x3000
tahun). Penggunaan starter secara modern untuk industrialisasi produk
fermentasi BAL baru dimulai tahun 1990-an. Pada tahun 1990-an, BAL
sudah digunakan untuk fermentasi produk kering dan minuman seperti
kimchi, ikan, yoghurt dan sayuran (Rhee et al., 2011). Lb. helveticus, Lb.
bulgaricus, Lb. plantarum dan kombinasi dari berbagai jenis Lactobacillus
adalah contoh pemanfaatan bakteri jenis Lactobacillus pada fermentasi
produk pangan yang umum digunakan (Nahariah et al., 2013).

Rhee et al., (2011) melaporkan bahwa BAL menjadi faktor penting
dalam keberhasilan produk akhir hasil fermentasi di Asia. BAL yang
digunakan secara luas pada fermentasi yaitu bakteri Alkalibacterium,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
dan Weissella yang telah menghasilkan berbagai variasi makanan dan

minuman fermentasi (Tamang et al., 2016).
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Di dunia industri pengolahan, BAL berperan penting dan sangat
banyak ditemukan pada makanan dan minuman seperti bakteri
Lactococcus yang menghasilkan susu, Lactobacillus (susu, daging, sayur-
sayuran dan biji-bijian), Leuconostoc (sayur-sayuran dan daging),
Pediococcus (sayur-sayuran dan daging), Oenococcus (minuman anggur)
dan Streptococcus dan Enterococcus (susu dan produk turunan susu) (De
Vuyst dan Tsakalidou, 2008; Bjorkroth dan Koort, 2011 ).

Identifikasi sumber-sumber BAL dapat ditemukan pada pangan
fermentasi tradisional seperti tauco, bekasam, rusip, dadih, pikel, sawi asin,
salami, kimchi, tempoyak dan mandai dan juga dapat dikaji sebagai
kandidat sumber probiotik serta menelusuri isolat BAL yang mempunyai

sifat fungsional yang dapat meningkatkan kesehatan (Rahayu, 2003).

TIPE FERMENTASI BAL

Bakteri pembentuk asam laktat terbagi menjadi 2 tipe fermentasi,
yaitu : 1) spesies homofermentatif yang mampu mengubah glukosa mejadi
asam laktat sebagai hasil utama, 2) spesies heterofermentatif, merupakan
grup yang memproduksi asam laktat dalam jumlah sedikit dan produk yang
dihasilkan yaitu etanol, asam asetat, dan asam format (Moat et al., 2002).
Jalur fermentasi bakteri asam laktat homofermentatif dan heterofermentatif

seperti yang ditampilkan pada Gambar 4.
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BAL homofermentatif adalah bakteri yang ditemukan dari hasil
fermentasi gula menjadi asam laktat sebagai produk utamanya, sebagian
kecil asam asetat dan karbon dioksida (CO.). BAL heterofermentatif
mampu menghasilkan asam laktat dari glukosa sebesar 85-90% (Surono,
2004). Beberapa contoh bakteri dari kelompok homofermentatif adalah Lb.
bulgaricus, Lb. helveticus, Lb. acidophilus, Lb. thermophilus dan Lb.
delbrueckii. Umumnya bakteri tersebut dapat tumbuh pada kisaran suhu 37
°C atau suhu diatasnya.

BAL heterofermentatif adalah bakteri yang ditemukan dari hasil
fermentasi produk alkohol dan asam laktat. Bakteri ini bersifat mesofilik
yang tumbuh pada suhu optimum (30-35 °C) seperti Lb. casei, Lb.
plantarum dan Lb. leichmanii (Sunaryanto et al.,, 2014). BAL
heterofermentatif dari genus Lactobacillus memiliki ciri-ciri bakteri gram
positif, bersifat non motil, tidak berspora dan termasuk bakteri anaerob

fakultatif (Ray, 2004).
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Gambar 5. Jalur Fermentasi Heterofermentatif Asam Laktat

Sumber: Surono (2004)

KINETIKA PERTUMBUHAN BAL

Dalam fermentasi spontan, garam menjadi salah satu faktor kunci
dalam seleksi pertumbuhan BAL, sehingga berpengaruh terhadap kinetika
pertumbuhannya. Fermentasi spontan petis daging yang diteliti oleh

Pramono et al., (2007) mengemukakan adanya pertumbuhan BAL jenis
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Leuconostoc dan Lactobacillus yang tumbuh cepat karena adanya garam
dan membentuk asam sebagai penghambat tumbuhnya mikroba yang tidak
dikehendaki.

Penelitian Nur (2009) pada fermentasi spontan mandai selama
fermentasi hari ke-3, 5, 7 dan 14 penyimpanan di suhu ruang menunjukkan
pertumbuhan mikroba, yaitu khamir di hari ke-5 (2,8 x 10° cfu/g), bakteri
dominan di hari ke-14 (1,1 x 107 cfu/g) dan nilai pH bervariasi di kisaran
3,71-6,12 selama proses fermentasi. Beberapa jenis bakteri asam laktat
pada genus Pediococcus dan Leuconostoc adalah jenis bakteri asam laktat
yang umum ditemukan pada fermentasi buah-buahan dan sayuran.
Penelitian Afriani (2010) terhadap penambahan starter bakteri asam laktat
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum pada fermentasi
dadih susu sapi diperoleh total bakteri asam laktat sebesar 2,67 x 10%3
cfu/ml selama berlangsungnya fermentasi.

Suhu menjadi faktor keberhasilan hidup bakteri yang membuat BAL
mampu beradaptasi dan memiliki respon berbeda di lingkungan.
Pertumbuhan mikroba memiliki kisaran suhu optimum yang berbeda untuk
tiap jenis mikroba. Berdasarkan kisaran suhu pertumbuhan, mikroba
dikelompokkan menjadi mikroba psikrofil atau kriofil (mikroba yang
tumbuh pada suhu 0-30 °C dengan suhu optimum 15 °C), mikroba mesofil
(mikroba yang umumnya tumbuh pada suhu minimum 15 °C, suhu

optimum 25-37 °C dan pada suhu maksimum 45-55 °C) dan mikroba
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termofil (suhu minimum 40 °C, suhu optimum 55-60 °C dan suhu
maksimum pertumbuhan pada suhu 75 °C) (Sumarsih, 2003).

Reaksi BAL terhadap respon kejutan panas bersifat adaptif dan
mengubah suhu dengan cepat. Fiocco et al., (2007) menyatakan bahwa tiga
gen jenis protein panas Hsp 18,5; Hsp 18,55 dan Hsp 19,3 teridentifikasi
dari jenis Lb. plantarum WCFS1 memiliki kemampuan peningkatan
tumbuh pada kondisi suhu sedang (37 °C dan 40 °C) maupun pada suhu
rendah (12 °C). Penelitian yang sama juga dilakukan oleh Maria De
Angelis et al., (2004) terhadap sembilan protein yang menginduksi panas
dari sel Lb. plantarum DPC2739 atau selama fase stasioner. Lb. plantarum
tersebut memiliki gen-gen yang aktif pada suhu tinggi, sehingga BAL
tersebut dapat menghasilkan sembilan protein tahan panas. BAL memiliki
daya tahan dan dapat beradaptasi hingga suhu 75 °C. Hal ini diduga karena
adanya sembilan protein tahan panas yang teridentifikasi sebagai DnaK,
GroEL, faktor pemicu, ribosom L1, L11, L31 dan S6, DNA pengikat
protein 11 H1bA dan CspC. Semua protein diduga kuat memainkan jalur
mekanisme penekanan adaptasi pertumbuhan bakteri lainnnya dan gen

yang bertanggung jawab sebagai penunjang adaptasi BAL pada suhu

tinggi.
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MEDIA TUMBUH BAL

Medium selektif yang umum dipakai untuk menumbuhkan BAL
yaitu media MRSA (De Mann Rogosa Sharpe Agar) dan MRSB (De Mann
Rogosa Sharpe Broth). BAL pada medium susu menggunakan starter
utama berupa Lac. lactis subsp. cremoris, Lac. lactis subsp. lactis, Lb.
helveticus, Leuconostoc spp. dan Streptococcus thermophilus. Beberapa
starter non-BAL umumnya ditemukan pada fermentasi susu dengan suhu
tinggi seperti Enterococcus durans, Enterococcus faecium, Lb. casei, Lb.
plantarum dan Lb. salivarius (Briggiler-Marco et al., 2007). BAL pada
medium tumbuhan jenis sayuran didominasi adanya bakteri Lactobacillus

dan Pediococcus (Tamang et al., 2016).

METABOLIT SEKUNDER BAL

BAL berperan penting dalam menciptakan produk hasil fermentasi,
peran BAL mampu menciptakan komponen kimia bahan pangan yang
dapat mempertajam aroma, memperbaiki tekstur dan mengubah mutu akhir
produk, menghasilkan substansi antimikroba, pembentuk gula, pemanis,
pembentuk aroma, vitamin, enzim dan berpotensi sebagai probiotik (Leroy
dan Vuyst, 2004; Nguyen et al., 2013). BAL memproduksi Anti Microbial
Peptide (AMP) atau dikenal dengan istilah bakteriosin yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Peningkatan pertumbuhan

BAL dapat dipengaruhi dari lamanya waktu inkubasi, suhu, kelembapan,
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cahaya, pH dan nutrisi yang dapat mempengaruhi tingkat pertumbuhan
(Mallesha et al., 2010). BAL juga menghasilkan asam laktat, hidrogen
peroksida (H-0,) dan karbon dioksida (H20).

Bakteriosin adalah senyawa peptida antimikroba terdegradasi oleh
enzim proteolitik pada sistem pencernaan makhluk hidup dan tergolong
jenis bakteri gram positif. Bakteriosin yang berasal dari bakteri asam laktat
pada produk fermentasi dapat mencegah terjadinya pembusukan,
menghambat pertumbuhan dan membunuh bakteri patogen (Clostridium
botulinum, Staphylococcus aureus dan Listeria monocytogenes (Leroy dan
Vuyst, 2004). Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus dan Streptococcus
adalah penghasil bakteriosin dari BAL yang umum digunakan untuk

memproduksi fermentasi makanan (Bali et al., 2014).

KAPASITAS ANTIBAKTERI ISOLAT BAL

Bakteri asam laktat kelompok Lactobacillus telah banyak ditemukan
pada pangan hasil fermentasi buah, sayur dan daging-dagingan. Rahayu
(2003) melaporkan hasil penelitian pertumbuhan mikroorganisme pada
produk mandai dan berhasil mengisolasi sembilan bakteri dari mandai,
diantaranya telah terindentifikasi bakteri Lb. plantarum dan Pediococcus
pentosaceus. Isolat bakteri asam laktat asal mandai berkandidat sebagai

probiotik.
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Penelitian Emmawati et al (2015) pada fermentasi mandai hari ke-4, 8 dan
12 dengan penambahan garam kadar 5%, 10% dan 15% dan selanjutnya
dikaji sifat-sifat probiotiknya. Hasil penelitian membuktikan isolat bakteri
asam laktat asal mandai menghasilkan bakteri Lb. plantarum, terutama
pada Lb. plantarum isolat MC812 dan MC809 memiliki sifat antibakteri
patogen jenis Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium dan Escherichia coli.

Lb. plantarum adalah satu dari kelompok bakteri asam laktat
mesofilik yang umumnya tumbuh pada produk fermentasi asal hewani dan
nabati atau tumbuh-tumbuhan (De Angelis et al., 2004). Bakteri Lb.
plantarum memiliki sifat antagonis atau antimikroba terhadap bakteri
patogen dan pembusuk penyebab kerusakan pangan seperti Escherichia
coli, Staphylococcus aureus dan Salmonella (Mangalisu, 2015).

Rahmadi et al (2013) melaporkan bahwa bakteri Lactobacillus
plantarum di medium MRSA yang terdapat pada mandai dan blondo
kelapa mempunyai sifat morfologi sel berbentuk batang, gram positif, tidak
berspora, non motil dan berkatalase negatif. Hasil penelitian dari Rahmadi
etal., (2013) isolat bakteri asam laktat dari virgin coconut oil menunjukkan
kemampuan sebagai antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aereus. Lactobacillus casei menghasilkan VCO-BAL
dengan persentase lebih besar yaitu 34,5%, VCO-BAL Lactobacillus

plantarum asal isolat mandai 29,5% dan blondo kelapa sebesar 25,3%.
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Aktivitas antibakteri dari VCO-BAL diduga dipengaruhi bakteriosin

hidrofobik.

KAPASITAS ANTIOKSIDAN PRODUK FERMENTASI BAL

BAL yang berhasil diisolasi dalam fermentasi Jaruk Tegarun adalah
Lb. plantarum. Fermentasi Bunga Tegarun menjadi Jaruk meningkatkan
kandungan total fenolik dan aktivitas antioksidan. Total fenolik dan
aktivitas antioksidan paling tinggi terdapat pada Jaruk yang diekstrak
dengan metanol yaitu sebesar 53,24 + 0,73 mg GAE/kg ekstrak dan 92,68
+ 0,02 %. Pemisahan ekstrak menjadi fraksi mampu meningkatkan
aktivitas antioksidan namun pemisahan lanjut menjadi komponen tunggal
ternyata menurunkan aktivitas antioksidan. senyawa-senyawa yang
tergabung dalam fraksi bersifat sinergis. Hasil analisis spektrum UV-
Visible dan IR dari senyawa menunjukkan dugaan senyawa flavonoid
(Rahmi et al, 2016).

Lactobacillus casei dan Lb. plantarum diketahui memiliki aktivitas
B-glukosidase dan a-galaktosidase yang meningkatkan flavonoid dalam
produk makanan yang difermentasi, yaitu dalam fermentasi kedelai
(Marazza et al, 2009). Dalam hal ini, Hur et al (2014) menyatakan bahwa
fermentasi LAB menyebabkan pembentukan asam organik yang
mempengaruhi pH, reaksi Maillard, dan jalur pentosa fosfat yang

kemudian mengurangi keseimbangan redoks dan aktivitas radikal.
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Fermentasi juga menyebabkan aktivasi B-glukosidase, a-galaktosidase,
tannase, dan phosphoketolase yang membantu hidrolisis dan de-
polimerisasi fenolat. Proses hilir memiliki implikasi dari pembebasan zat
fenolik yang pada gilirannya menyediakan hidrogen atau donor elektron
dan positif memodulasi aktivitas khelasi ion logam. Akibatnya, aktivitas
pembilasan radikal bisa meningkat. Quercetin dan asam galat secara
signifikan lebih tinggi selama fermentasi BAL Graptopetalum
paraguayense dalam setiap tahap kematangan buah (Wu et al, 2011). Hole
et al (2012) menyimpulkan bahwa fermentasi produk sereal dengan
probiotik spesifik menunjukkan peningkatan yang signifikan dari asam
fenolik bebas, yaitu asam caffeic, asam p-coumaric, asam ferulat, asam
sinapic, asam 5,5-diferulic, 8-0-4. — asam diferulic, dan 8,5- asam
diferulic. BAL yang dipilih mampu meningkatkan asam fenolik bebas
karena aktivitas feruloyl esterase (FAE) tinggi.

Dalam fermentasi padat, peningkatan aktivitas antioksidan berkaitan
dengan modulasi kandungan polifenol juga terbukti. Lee et al (2008)
melaporkan bahwa peningkatan aktivitas antioksidan diamati ketika
menggunakan starter yang berbeda untuk memfermentasi kacang koji,
yang dikaitkan dengan peningkatan kandungan fenol dan antosianin.
Selanjutnya, peningkatan zat fenolik diukur selama fermentasi biji kacang

polong yang dimasak, gandum gandum, dan produk kedelai (Starzynska-
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Janiszewska et al, 2008; Bhanja et al, 2009; Singh et al, 2010, Dajanta et
al, 2013) .

Namun, perubahan isi fitokimia adalah spesifik sedang dan menurun
(Martins et al, 2011). Dalam kondisi lain, yaitu fermentasi teh, dinyatakan
bahwa flavonoid monomer diubah menjadi derivatif polimerik karena daun
teh selanjutnya difermentasi (Kim et al, 2011). Akibatnya, kandungan
polifenol berkurang karena tingkat fermentasi yang lebih tinggi terjadi.
Selanjutnya, faktor eksternal yang mempengaruhi perubahan isi fitokimia
adalah durasi kursus fermentasi, suhu, pH, inhibitor, stimulator, dan
komposisi atmosfer di ruang fermentasi (Hur et al, 2014).

Perubahan nilai 1Cso penghambatan pengurangan DPPH secara
terbatas dipengaruhi oleh pH jika perbedaan pH kurang dari 1. Namun, jika
perbedaan pH pada kisaran lebih besar dari 2, nilai 1Csy penghambatan
pengurangan DPPH antar produk akan berbeda. secara signifikan (Pekal
dan Pyrzynska, 2015). Dalam studi ini, perbandingan penghambatan ICso
pengurangan DPPH dilakukan hanya antara hari yang sama difermentasi
produk mandai cempedak, di mana perbedaan pH kurang dari 1 antara
spontan dan starter produk fermentasi terinduksi. Disimpulkan bahwa 1Csg
penghambatan DPPH pengurangan fermentasi yang diinduksi starter lebih
rendah dari nilai yang dihasilkan dari fermentasi spontan. Lb. casei
menghasilkan produk fermentasi dengan aktivitas antioksidan yang lebih

baik dibandingkan dengan produk fermentasi dari Lb. Plantarum.
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PENINGKATAN KUALITAS FUNGSIONAL
PRODUK FERMENTASI LOKAL DENGAN
KULTUR PEMULA

Anton Rahmadi, Ayu Via Nurmawaty, Siti Maimunah, Satrio
Sitohang, Kartika Sari

PENDAHULUAN

Pangan tradisional produk fermentasi lokal banyak ditemukan di
Kalimantan Timur. Beberapa produk tersebut yang telah menjadi kajian
secara intensif adalah produk hasil fermentasi BAL, seperti Virgin Coconut
Oil (VCO), Mandai Cempedak, Jaruk Tegarun, Sambal Asam Kopak dan
Telu’ Ikan. Proses seleksi dan identifikasi pertumbuhan mikroorganisme
di produk fermentasi lokal mengikuti teori pertumbuhan mikroba. Adam
dan Moss (2008) menyebutkan terdapat tiga tipikal pertumbuhan mikroba
yang kompleks, yaitu sinergistik, antagonistik, dan suksesif. Pertumbuhan
sinergistik didefinisikan sebagai beberapa mikroba tumbuh secara sinergis
bersama-sama, sehingga di akhir proses fermentasi, mikroba-mikroba ini
dapat dideteksi keberadaannya.

Pertumbuhan antagonistik dikarakterisasi sebagai pertumbuhan
mikroba yang satu akan menghambat pertumbuhan mikroba yang lainnya,
sehingga di akhir proses fermentasi, flora akan didominasi oleh mikroba
tertentu. Fermentasi dengan menggunakan media selektif tradisional

seperti garam, asam, tepung, dan suhu tertentu akan menguntungkan
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mikroba tertentu untuk dapat tumbuh lebih cepat. Mikroba tersebut
kemudian menghasilkan metabolit yang mampu menghambat
pertumbuhan mikroba yang lainnya. Contoh metabolit yang menghambat
pertumbuhan mikroba lain adalah bakteri penghasil asam (laktat, asetat,
propionat), mikroba penghasil alkohol (S. cerevisiae), dan mikroba
penghasil bakterisida maupun bakteriosin (Adam dan Moss, 2008).

Pertumbuhan suksesif diidentifikasi saat mikroba yang tumbuh lebih
awal akan menghasilkan metabolit yang menguntungkan atau merupakan
substrat bagi mikroba lainnya. Saat metabolit yang dihasilkan sudah cukup
banyak, maka bakteri yang lain akan mengambil peranan yang lebih besar.
Misalnya pada fermentasi kakao, mikroba penghasil enzim pemecah pektin
menjadi oligosakarida atau disakarida akan menguntungkan S. cerevisiae
yang melanjutkan proses pemecahan karbohidrat sederhana menjadi
alkohol. Alkohol kemudian dimanfaatkan oleh kelompok Acetobacter
untuk memproduksi cuka (Rahmadi dan Fleet, 2007).

Proses seleksi dalam pangan tradisional produk fermentasi lokal
dapat dilakukan secara sederhana dengan cara penambahan garam dan
asam. Penambahan garam atau penambahan tepung penyalut akan
menyebabkan Aw dari produk turun, sehingga mikroba-mikroba yang
berkembang adalah yang tahan Ay rendah (Sadek et al, 2009). Kelompok

bakteri tahan garam (halofilik) diantaranya adalah BAL. Penambahan
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asam akan menyebabkan pH lingkungan turun, sehingga mikroba-mikroba
yang berkembang adalah yang tahan asam (asidofilik) (Abdillah, 2010).

Secara sederhana, pangan tradisional produk fermentasi lokal dapat
dikemas dalam paket teknologi tepat guna. Produk olahan tradisional perlu
mendapatkan benefit dari penggunaan kultur pemula (starter) isolat lokal
yang bermanfaat untuk meningkatkan kualitas akhir produk. Kandungan
komponen fungsional seperti komponen anti mikroba pada VCO hasil
fermentasi dan komponen polifenol pada mandai hasil fermentasi kultur
pemula akan meningkat (Rahmadi dan Fleet, 2008; Rahmadi dan
Murdiyanto, 2015). Teknologi tepat guna dapat diaplikasikan secara sangat
sederhana dengan mengintroduksikan isolat lokal dan tahapan-tahapan
fermentasi yang menjamin peningkatan kualitas produk akhir.

Tulisan ini bertujuan untuk mendiseminasikan dasar teori, hasil-
hasil mutakhir tentang teknologi tepat guna fermentasi produk lokal
menggunakan isolat dan tahapan-tahapan fermentasi yang berimplikasi
pada peningkatan kualitas fungsional produk akhir. Diseminasi ini
disampaikan dalam bentuk teknologi terapan dengan dukungan dasar teori

dan hasil-hasil penelitian yang sesuai.
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FAKTOR-FAKTOR YANG MEMPENGARUHI PROSES
FERMENTASI

Fermentasi terjadi dikarenakan bahan pangan, baik secara sengaja
atau tidak, disimpan pada lingkungan yang mendukung terjadinya
pertumbuhan dan metabolisme dari mikroba yang diinginkan. Saat
fermentasi terjadi, mikroorganisme tersebut tumbuh, memecah senyawa
kompleks, memanfaatkan nutrisi, dan memproduksi metabolit. Ragam
produk akhir fermentasi sangat ditentukan oleh beberapa hal, yaitu kondisi
lingkungan saat bahan pangan dihasilkan, kualitas mikrobiologis pada
bahan pangan sebelum diproses, sanitasi saat bahan pangan diproses, dan
kondisi kemasan, penanganan, dan penyimpanan saat produk difermentasi

(Ray dan Bhunia, 2014, Jay, 2012).

Fermentasi Alami

Semua bahan pangan mentah mengandung mikroba indigenos,
termasuk didalamnya mikroba yang akan terlibat dalam fermentasi yang
menguntungkan maupun merugikan. Akan tetapi, proses fermentasi hanya
akan terjadi apabila kondisi inkubasi menyediakan kesempatan untuk
mikroba yang diinginkan berkembang, mikroba yang tidak diinginkan
berkembang lebih lambat atau tidak berkembang sama sekali (Adam dan
Moss, 2008). Keunggulan fermentasi alami adalah pada aroma atau cita
rasa yang dihasilkan lebih kaya dibandingkan fermentasi induktif atau
terkontrol. Kelemahan fermentasi alami adalah mikro flora indigenos awal
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yang beragam dan berubah-ubah, adanya kesulitan menjaga konsistensi
kualitas dan karakteristik produk akhir, adanya kemungkinan kebusukan
karena pertumbuhan mikroba tidak diinginkan, dan permasalahan
keamanan pangan akibat pertumbuhan patogen (Ray dan Bhunia, 2014).

Dalam fermentasi alami biji kakao, terdapat tahapan fermentasi
yang berhasil, terdiri dari kematian lembaga biji, pembentukan flavor,
reduksi antosianin, dan rendah cemaran jamur. Khamir dan Bacillus sp.
berperan dalam memproduksi enzim pektinolotik yang memecah daging
buah kakao, sehingga dapat digunakan oleh S. cerevisiae untuk
memproduksi alkohol. Etanol dalam jumlah yang banyak dimanfaatkan
sebagai bahan baku asam asetat oleh kelompok bakteri Acetobacter.
Beberapa bakteri memanfaatkan asam sitrat dan substrat glukosa sebagai
bahan baku untuk fermentasi asam laktat, propionat, dan beberapa asam
volatil lainnya yang berguna sebagai flavor biji kakao (Tabel 3).

Tabel 3 Fermentasi Suksesif pada Biji Kakao

Fungsi Spesies
Produksi enzim Bacillus spesies, Kluyveromyces marxianus,
pektinolitik Saccharomyces cerevisiae, Candida spp., dan Pichia
spp.
Produksi Etanol Saccharomyces cerevisiae
Reduksi asam Candida spp. dan Pichia spp.
sitrat
Produksi asam Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae,

organik dan volatil  Candida spp., Kluyveromyces marxianus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesentroides Lactococcus lactis, Acetobacter syzygii, A.
pasterianus, A. tropicalis, A. malorum, Gluconobacter
oxydans

Sumber: Rahmadi, 2008.

62



Penggunaan kultur pemula sederhana yang telah diteliti terdiri dari
Saccharomyces cerevisiae, Lb. plantarum, Lb. lactis, Acetobacter aceti,
dan  Gluconobacter oxydans atau  Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus, Hanseniaspora guilliermondii, dan Isatchenkia
orientalis (Lefeber et al, 2011). BAL dapat ditambahkan dengan tujuan
untuk peningkatan flavor biji kakao yang difermentasi (Kresnowati et al,

2013).

Syarat-Syarat Terjadinya Fermentasi

Berkaitan dengan pertumbuhan mikroorganisme dalam proses
produksi pangan lokal hasil fermentasi dapat terjadi apabila terdapat
lingkungan yang sesuai untuk berkembang, misalnya makanan (nutrisi),
pH, aktivitas air (Aw), dan temperatur yang sesuai (Adam dan Moss,
2008). Selain itu, syarat lain yang diperlukan adalah terdapatnya mikroba
yang dapat berkembang pada lingkungan tersebut dan pembuktian bahwa
mikroba tersebut memang tumbuh dan berkembang. Berkaitan dengan hal
pertama, keadaan lingkungan yang mendukung, maka kita dapat membagi
faktor lingkungan ini ke dalam dua bagian besar, yaitu faktor intrinsik dan
faktor ekstrinsik. Akan tetapi, semua faktor lingkungan yang dibicarakan
menjadi sebuah semesta pembicaraan yang tidak terpisahkan, karena saling
terkait satu dan lainnya (Ray dan Bhunia, 2014; Doyle dan Buchanan

2012). Pendekatan ini disebut dengan pendekatan ekologi (Fleet, 2003).
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Faktor Intrinsik

Untuk meningkatkan pemanfaatan kultur pemula dalam proses
produksi pangan lokal hasil fermentasi diperlukan pemahaman yang baik
tentang faktor intrinsik fermentasi. Faktor intrinsik artinya adalah segala
sesuatu yang terdapat atau melekat pada lingkungan (media) tempat
tumbuh mikroba tersebut. Apabila diasumsikan media berada pada kondisi
stabil dan steril, faktor intrinsik ini tidak akan berubah-ubah kondisinya.
Faktor intrinsik terjadinya fermentasi, terdiri dari nutrien, faktor
penghambat dan stimulan, aktivitas air, pH, dan potensial redoks (Ray dan
Bhunia, 2014).

Perkembangan atau pertumbuhan mikroba dalam proses fermentasi
pangan lokal dapat berlangsung apabila mikroba dapat melakukan sintesis
komponen-komponen seluler dan energi dengan mengambil nutrisi dari
lingkungannya. Komponen nutrisi ini yang diperlukan oleh mikroba
dalam fermentasi cukup beragam, namun secara garis besar terdiri dari
karbohidrat atau sumber C, protein, asam amino atau sumber N, lipid
terutama asam lemak esensial, mineral, dan vitamin. Adapun air tidak
dianggap sebagai komponen nutrisi, tetapi penting sebagai medium
terjadinya reaksi biokimia dalam proses sintesis komponen sel dan energi
(Ray dan Bhunia, 2014; Adam dan Moss, 2008). Semua bahan pangan
memiliki kelima komponen tersebut, baik secara natural memang terdapat

di dalam bahan, ataupun dengan cara ditambahkan. Komposisi kelima
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komponen nutrisi pada setiap bahan pangan berbeda, diantaranya
dipengaruhi oleh faktor varietas, lokasi diperoleh, tingkat kematangan, dan
kualitas bahan pangan (Ray dan Bhunia, 2014; Doyle dan Buchanan, 2012;
Fleet, 2003).

Aktivitas air (Aw) didefinisikan sebagai sebuah besaran ketersediaan
air untuk berlangsungnya fungsi-fungsi biologis. Aw berkaitan erat dengan
ketersediaan air tidak terikat di dalam bahan pangan. Ay diekspresikan
sebagai rasio antara tekanan uap air dalam bahan pangan (P, < 1) terhadap
air murni (Po =1) (Adam dan Moss, 2008). Oleh karena itu, tekanan uap
air dalam bahan pangan selalu berada di antara 0 dan 1. A, berhubungan
erat dengan ekuilibrium kelembaban relatif (ERH), di mana A, sama
dengan ERH dibagi 100. A, pada bahan pangan dapat diturunkan dengan
menghilangkan air dari bahan pangan (desorpsi).

A, pada bahan pangan dapat pula dinaikkan dengan menambahkan
air ke bahan pangan (adsorpsi). Untuk menurunkan A, beberapa cara
dapat dilakukan, misalnya menambahkan solut (zat terlarut),
menambahkan ion, membuat ikatan hidrokoloid, pembekuan, dan
pengeringan (Ray dan Bhunia, 2014).

Ketersediaan air dalam bentuk bebas penting bagi pertumbuhan
mikroba dalam proses fermentasi pangan lokal. Air digunakan oleh
mikroba sebagai medium transportasi nutrien ke dalam sel, membuang

metabolit ke luar sel, tempat berlangsungnya reaksi enzimatik, medium
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sintesis komponen seluler, dan berperan membantu proses biokimia seperti
hidrolisis polimer menjadi monomer. Setiap mikroba memiliki Aw
optimum, maksimum, dan minimum untuk pertumbuhannya, sehingga
penting untuk dipelajari Ay optimum untuk pertumbuhan mikroba dalam
proses fermentasi pangan lokal. Aw minimum merupakan batasan paling
minimum agar bakteri dapat bersporulasi, spora dapat bergerminasi, atau
toksin dapat diproduksi. Di bawah Ay minimum, mikroba mungkin dapat
tumbuh (secara non ideal), namun populasinya akan terus tereduksi dan
kehilangan viabilitasnya (Ray dan Bhunia, 2014; Doyle dan Buchanan,
2012).

Tabel 4 Beberapa Kisaran A, Minimum untuk Kelompok Mikroba
dalam Proses Fermentasi Pangan Lokal

Aw Kelompok Mikroba Aw Kelompok Mikroba

0,6 Jamur xerofilik, 0,8 Jamur,
contoh: Eurotium chevaleri contoh: Stemphylium,
(teleomorf Aspergillus) pada Chaetomium, Phoma pada
tepung biji kakao kering

0,6- Kamir osmofilik 0,85  Kamir,

0,7 contoh: Isatchenkia contoh: Kluyveromyces,
orientalis (teleomorf Kloeckera pada anggur.
Candida) pada biji kakao
kering,

0,9 Bakteri Gram positif 0,93  Bakteri Gram negatif
contoh: Bacillus cereus contoh: Camphylobacter
pada produk biji-bijian jejuni pada daging

0,85 Staphylococcus aureus 0,75  Bakteri Halofilik (>10%

garam)

Contoh: Corynebacterium,
Micrococcus, Vibrio,
Pediococcus

Sumber: Rahmadi dan Fleet 2007; Ray dan Bhunia, 2014; Ardhana dan Fleet,
2003; Doyle dan Buchanan, 2012; Adam dan Moss, 2008.
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Proses fermentasi produk lokal sangat dipengaruhi oleh pH. Secara
teoretis, pH merupakan indikator konsentrasi ion hidrogen dalam bahan
pangan dan diekspresikan sebagai —log[H*]. Nilai pH berkisar antara 0 —
14, di mana pH 7 merupakan pH netral. Keasaman terkait erat dengan pH.
Konsentrasi asam tinggi berarti pH rendah, asam rendah berarti pH tinggi.
Namun, penambahan atau pengurangan konsentrasi asam tidak selalu linier
dengan turun atau naiknya pH, karena adanya asam kuat seperti HCI dan
asam non-organik yang terdisosiasi sempurna. Selain itu, pH juga dapat
dipengaruhi oleh adanya asam lemah, yang biasanya terdapat pada asam-
asam organik seperti asam laktat dan asam asetat (Doyle dan Buchanan,
2012). Asam lemah dapat berada dalam bentuk terdisosiasi ataupun tidak
terdisosiasi. Dalam bentuk tidak terdisosiasi artinya asam tidak
berkontribusi kepada penambahan konsentrasi ion hidrogen dalam bahan
pangan (Adam dan Moss, 2008).

Faktor pH sangat berperan dalam menentukan sukses atau tidaknya
produk fermentasi pangan lokal. Setiap mikroorganisme memiliki pH
minimum, maksimum, dan optimum. Pada kondisi pH di bawah minimum,
mikroba akan berhenti tumbuh dan mati. Mekanisme kematian tersebut
disebabkan oleh asam lemah yang tidak terdisosiasi akan ikut masuk ke
dalam sitoplasma sel (Gambar 1). Sitoplasma pada umumnya memiliki pH
netral, maka asam lemah akan membentuk kesetimbangan baru

(terdisosiasi dan tidak terdisosiasi). Selanjutnya, pH di dalam sitoplasma
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akan turun, sehingga kesetimbangan proton di dalam sel dan di
lingkungannya terganggu. Selama dalam kondisi tersebut, mikroba tidak
mampu bermetabolisme sementara cadangan energinya akan digunakan

untuk mendorong H* ke luar (Doyle dan Buchanan, 2012; Adam dan Moss,

2008).
membran
Sitoplasma: pH netral
plasma
HA « A + H*
ATP
T ‘ g ADP
Lingkungan: pH | \l/
asam

HA & A + H

Gambar 6. Pengaruh Asam Terdisosiasi terhadap Sel Mikroba dalam
Proses Fermentasi Produk Pangan Tradisional

Sumber: Doyle dan Buchanan, 2012

Peranan lain dari kondisi pH lingkungan dalam menentukan sukses
atau tidaknya produk fermentasi pangan lokal adalah dalam ekspresi gen
dalam mikroba. Ekspresi gen yang dipengaruhi pH ini kemudian akan
berdampak pada perpindahan proton, degradasi asam amino, adaptasi
terhadap kondisi asam-basa, dan faktor virulensi (keganasan) dari mikroba
tersebut. Kondisi pH juga berpengaruh terhadap kemampuan reproduksi
dan metabolisme intraseluler. Pada pH yang tidak ideal, dibutuhkan
banyak energi untuk menyerap nutrisi dari luar, membuang nutrisi dari
dalam, sehingga kemampuan berkembang biak menurun. Untuk bertahan
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hidup dari kondisi pH yang tidak menguntungkan, beberapa strain mikroba
dapat melakukan respons homeostasis, acid tolerance response (ATR),
dan sintesis protein penghambat asam (Doyle dan Buchanan, 2012).

Tabel 5 Beberapa Kisaran pH Minuman untuk Kelompok Mikroba
dalam Proses Fermentasi Pangan Lokal

pH Kelompok Mikroba pH Kelompok Mikroba
1,59 Jamur (kapang) 2,0-  Kamir

8,5
4,0- Bakteri Gram positif 4,5-  Bakteri Gram negatif
8,5 9,0
3,8 Pediococcus acidilacti 4,5 Staphylococcus aureus

Sumber: Ray dan Bhunia, 2014

Kombinasi pH dan Aw akan mengubah kriteria minimum untuk
pertumbuhan mikroba dalam proses fermentasi pangan lokal. Pada
umumnya apabila pH lebih rendah, maka Aw minimum yang dibutuhkan
menjadi lebih tinggi dibandingkan Aw minimum pada pH netral. Sebagai
contoh, sebuah strain bakteri mempunyai Aw minimum 0,91 pada pH 6.8.
Namun saat pH diturunkan menjadi 5,5; Aw minimum yang dibutuhkan
untuk hidup menjadi 0,95. Kombinasi Aw dan pH merupakan salah satu
teknik penghambatan gabungan  yang populer digunakan dalam
pengawetan pangan. Terminologi ini diperkenalkan dengan istilah hurdle
preservation technology (Ray dan Bhunia, 2014).

Potensial Redoks (Reduksi-oksidasi) memiliki peranan dalam
menentukan sukses atau tidaknya produk fermentasi pangan lokal.
Potensial Redoks mengukur perbedaan potensial (positif-negatif ion) di

dalam sebuah sistem yang ditimbulkan akibat reaksi timbal balik pada
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sebuah kesetimbangan reaksi, yaitu sebuah senyawa akan teroksidasi
(oksidan) dan senyawa yang lain akan tereduksi (reduktan). Senyawa yang
mendonasikan elektronnya disebut reduktor, sementara senyawa yang
mendapat tambahan elektron disebut oksidator. Potensial redoks, Eh,
diukur dalam unit elektrik yaitu milivolt, mV (Ray dan Bhunia, 2014;
Adam dan Moss, 2008).

Potensial redoks dalam bahan pangan dipengaruhi oleh komposisi
kimiawi, seperti keberadaan senyawa pereduksi, misalnya asam askorbat,
gula pereduksi, gugus —SH dari protein, perlakuan saat proses produksi,
dan kondisi penyimpanan, berkenaan dengan komposisi gas/udara. Saat
proses respirasi terhenti di dalam sel dari bahan makanan, oksigen akan
berdifusi ke dalam sel dan mengubah potensial redoks bahan pangan
tersebut. Produk yang disimpan pada kondisi normal akan memiliki nilai
Eh yang lebih tinggi dari produk yang divakum atau disimpan pada
komposisi gas tertentu (modified, atmosphere storage, MAS) (Doyle dan
Buchanan, 2012).

Proses fermentasi produk pangan lokal pada umumnya terjadi dalam
kondisi ketersediaan oksigen yang cukup. Oksigen dapat berada dalam
bentuk gas atau bentuk terdisosiasi dalam bahan pangan. Berdasarkan
kemampuan memanfaatkan oksigen, maka mikroba dapat digolongkan
menjadi aerobik (Eh +500 s.d. +300 mV), anaerobik (Eh +100 s.d -250 mV

atau kurang), anaerobik fakultatif (Eh +300 s.d. -100 mV), dan mikro
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aerofilik. Pada mikroba anaerobik fakultatif, energi dapat dibentuk dengan
memanfaatkan oksigen. Akan tetapi, saat oksigen tidak tersedia, maka
mikroba ini dapat memanfaatkan oksigen dalam bentuk terikat seperti NOs
dan SO, sebagai reseptor elektronnya (Ray dan Bhunia, 2014).

Beberapa mikroba yang terlibat dalam proses fermentasi produk
lokal dapat digolongkan dalam kelompok mikroorganisme anaerobik.
Mikroorganisme anaerobik pada umumnya tidak mempunyai gabungan
enzim Katalase dan super oksida dismutase yang berperan membuang
metabolit yang bersifat toksik dari molekul oksigen, misalnya hidrogen
peroksida (H202), dan radikal anion super oksida (O,) (Adam dan Moss,

2008).

Tabel 6 Kelompok Mikroba dalam Proses Fermentasi Pangan Lokal
Dilihat dari Kemampuan Memanfaatkan Oksigen dan
Potensial Redokshya

Kelompok Contoh Mikroba Kelompok  Contoh Mikroba

Aerobik Kapang, kamir, Bacillus, Anaerobik  Clostridium
Micrococcus, Moraxella

Anaerobik  BAL, Mikro Camphylobacter

fakultatif Enterobacteriaceae aerofilik

Sumber: Ray dan Bhunia, 2014.

Beberapa bahan pangan memiliki komponen non-nutrisi yang dapat
menunjang pertumbuhan mikroba tertentu. Sebagai contoh ekstrak tomat
sering ditambahkan dalam medium deMann Rogosa Sharpe Agar untuk
menstimulasi pertumbuhan beberapa spesies Lactobacillus. Faktor-faktor

pertumbuhan ini biasanya ditambahkan dalam bahan pangan untuk
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beberapa kepentingan, yaitu meningkatkan efisiensi pada proses
fermentasi (bioprocessing), atau penggunaan media sintetis untuk
mendapatkan isolat bakteri yang memerlukan nutrisi sangat kompleks
sehingga dapat hidup atau tumbuh lebih cepat dari pesaingnya (Ray dan
Bhunia, 2014).

Beberapa bahan pangan juga memiliki komponen Kimiawi, secara
alamiah ataupun ditambahkan, yang menghambat pertumbuhan mikroba
tertentu. Sebagai contoh, sekalipun telur memiliki kandungan nutrisi yang
lengkap, tetapi telur juga memiliki lisozim, sebuah enzim yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri. Pada susu, mekanisme pertahanannya
terhadap mikroba tertentu bergantung dari komponen protein aglutinin.
Contoh lain, rempah-rempah memiliki banyak komponen penghambat
pertumbuhan mikroba, misalnya eugenol pada cengkeh. Komponen
penghambat ini memiliki tiga modus kerja terhadap mikroba tertentu, yaitu
mencegah pertumbuhan, menghambat pertumbuhan, dan membunuh

mikroba lain (Ray dan Bhunia, 2014).

Faktor Ekstrinsik

Faktor ekstrinsik memainkan peranan yang sangat besar dalam
kesuksesan fermentasi produk pangan lokal. Faktor ekstrinsik berarti
keadaan lingkungan yang dapat berubah dikarenakan entitasnya tidak

melekat pada lingkungan (media) tempat tumbuh mikroba, melainkan
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dikarenakan kondisi di sekitar media tersebut. Faktor ekstrinsik terjadinya
fermentasi pangan lokal terdiri dari kelembaban relatif (RH), temperatur,
dan komposisi gas. RH berkaitan erat dengan faktor intrinsik aktivitas air,
di mana RH didefinisikan sebagai aktivitas air dalam fase gas. Saat bahan
baku untuk fermentasi pangan lokal dengan aktivitas air yang rendah
disimpan pada kondisi lingkungan yang berkelembapan relatif tinggi,
maka uap air akan berpindah dari udara ke produk. Untuk mencapai
kesetimbangan antara RH produk dan RH lingkungan dibutuhkan waktu
yang cukup lama. Pengembunan, sebagai gejala berlebihannya uap air
yang mampu dibawa oleh udara, dapat terjadi di permukaan produk yang
memberikan peningkatan signifikan pada Aw di permukaan produk secara
terbatas. Terdapatnya embun, menyebabkan terjadinya inisiasi
pertumbuhan mikroba di sekitar permukaan produk tersebut (Adam dan
Moss, 2008).

Fermentasi produk pangan lokal pada umumnya terjadi di suhu
ruang. Namun ada pula yang memerlukan suhu lingkungan yang dingin,
biasanya dilakukan untuk pematangan flavor dari pangan yang
difermentasi. Pertumbuhan mikroba dan metabolisme selulernya
memanfaatkan beberapa reaksi enzimatik. Sampai dengan suhu
optimumnya, setiap kenaikan 10°C, kecepatan katalistik dari suatu enzim
akan meningkat dua kali lipat. Apabila dibalik, penurunan suhu sebanyak

10°C menyebabkan enzim bekerja setengah kali dari kecepatan pada
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kondisi sebelum suhu diturunkan. Dikarenakan temperatur mempengaruhi
kecepatan reaksi enzimatik, maka temperatur memegang peranan penting
dalam proses fermentasi produk pangan lokal (Ray dan Bhunia, 2014;
Adam dan Moss, 2008).

Tabel 7 Mikroba Penting dalam Proses Fermentasi Pangan Lokal
menurut Temperatur Fermentasinya

Temperatur (°C)

Grup

Minimum Optimum Maksimum
Termofilik 40-45 55-75 60-90
Mesofilik 5-15 30-40 40-47
Psikrofilik -5-+45 12-15 15-20
Psikrotrop -5-+5 25-30 30-35

Sumber: ICMSF, 2005; Adam dan Moss, 2008.

Beberapa gas yang dominan dalam proses fermentasi adalah O,
CO,, dan SO,. Fermentasi produk pangan lokal yang umumnya terjadi
tanpa adanya pengubahan komposisi gas, sehingga faktor ekstrinsik gas
menjadi kurang relevan dalam fermentasi pangan lokal. Namun, ada
kalanya komposisi gas dalam pembotolan hasil fermentasi pangan lokal
yang mempengaruhi kualitas flavor dan kemungkinan cemaran yang dapat
tumbuh dan berkembang. Kadar oksigen mempengaruhi potensial redoks
dari bahan pangan (Doyle dan Buchanan, 2012). Karbon dioksida memiliki
efek penghambatan pertumbuhan pada beberapa mikroorganisme. Selain
itu, CO; juga digunakan untuk meningkatkan tekanan (hiperbarik) pada air
mineral berkarbonasi dan soft drink. Pada soft drink, bakteri pembusuk
tahan CO, diantaranya Brettanomyces, Dekkera, Candida davenportii,

Kluyveromyces marxianus, Isatchenkia occidentalis, dan Lactobacillus
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perolens (Adam dan Moss, 2008). Dalam beberapa produk fermentasi, SO
ditambahkan dengan maksud mengubah komposisi gas dan menimbulkan
efek racun pada mikroba. Penggunaan SO, umum ditemukan pada anggur
beralkohol bertujuan untuk menghambat mikroba pembusuk (spoilage
microorganism) diantaranya Acetobacter. Akan tetapi Zygosaccharomyces
bailii dapat bertahan pada kondisi sulfur dioksida tinggi, dan mencemari

anggur beralkohol (Fleet, 2003).

TEKNOLOGI KULTUR PEMULA
Fermentasi Induktif Terkontrol

Proses fermentasi menggunakan kultur pemula dikenal juga dengan
fermentasi induktif, yaitu fermentasi yang diinduksi dengan kultur pemula
(starter) dengan faktor intrinsik dan ekstrinsik yang terkontrol.
Pemeliharaan kultur pemula dilakukan dengan melakukan rejuvinasi kultur
dan perbanyakan kultur sesuai dengan metode yang diterapkan di masing-
masing industri, sehingga kultur pemula tersedia dalam konsentrasi tinggi
(108 CFU/g atau lebih). Penggunaan kultur pemula berarti bahan pangan
lokal diinokulasikan dengan kultur tunggal atau campuran murni pada
konsentrasi yang optimum untuk pertumbuhan kultur tersebut
dibandingkan mikroba lainnya. Derajat keasaman, nutrisi, Aw, dan suhu
inkubasi diatur pada kondisi paling optimum pertumbuhan kultur tersebut.

Keuntungan fermentasi induktif dibandingkan dengan fermentasi alami
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adalah proses fermentasi lebih dapat diprediksikan waktu dan karakteristik
produk akhirnya dan kecil kemungkinan kegagalan fermentasi ataupun
tercemar patogen. Kerugian yang mungkin timbul akibat penggunaan
kultur pemula adalah kehilangan mikro flora sekunder yang mungkin
memberikan cita rasa khas (Ray dan Bhunia, 2014).

Sebagai contoh, terdapat tiga isolat kandidat kultur pemula isolasi
BAL dari Jaruk Tegarun yang berbentuk batang, gram positif, dan katalase
negatif. Identifikasi lebih lanjut berdasarkan Bergey’s Manual
Identification for Gram positive dengan menguji pertumbuhan isolat pada
suhu 15°C dan 45°C. Hasilnya, semua isolat mampu tumbuh pada suhu
15°C, sedangkan pada suhu 45°C hanya isolat satu isolat (JBS 6.31) yang
tidak mampu tumbuh. Menurut Bergey’s Manual, Lb. plantarum
mempunyai sifat homofermentatif dan mesofilik. Hasil ini menunjukkan
bahwa fermentasi Jaruk Tegarun dapat digunakan kultur pemula dari Lb.
Plantarum (Rahmi et al, 2016).

Penggunaan kultur pemula Lb. casei untuk fermentasi produk lokal
mandai cempedak memiliki Kkarakteristik fermentasi yang lebih cepat
dibandingkan fermentasi spontan, dengan karakteristik pH 3.5 dan total
BAL mencapai sekitar 10° CFU/g (sekitar 99% populasi total bakteri)
setelah fermentasi selama 7 hari. Dari parameter pH dan total BAL
diperoleh bahwa waktu optimum fermentasi adalah 6 hari dengan total

BAL mencapai sekitar 108 CFU/g (Rahmadi et al, 2017).

76



Fermentasi produk pangan lokal dengan teknologi kultur pemula
memerlukan persiapan bahan baku, kultur pemula, dan kondisi fermentasi.
Beberapa upaya yang sering dilakukan adalah pasteurisasi bahan baku
untuk membunuh mikroba awal, penambahan stimulan atau bahan
tambahan pemicu pertumbuhan kultur pemula tanpa banyak terlalu
mengubah cita rasa. Umumnya bahan tambahan yang diberikan berupa
unsur nutrisi mikro, yaitu vitamin dan mineral. Selain itu, lingkungan kerja
perlu untuk disiapkan dalam kondisi aseptik dan higienis (Ray dan Bhunia,

2014).

BAL (log cfu/ml)

Hari Fermentasi

EE BAL (log cfu/ml) -m- pH

Gambar 7. Pertumbuhan Kultur Pemula pada Mandai Cempedak di
Suhu 37 °C

Persiapan kultur untuk fermentasi produk pangan lokal dilakukan

dalam beberapa tahapan, yaitu pemilihan kultur pemula, pembuatan kultur

induk, penyiapan kultur kerja yang diambil dari kultur induk, penyegaran

kultur pemula dengan mengembangbiakkan pada medium antara yang
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mendekati komposisi bahan pangan, dan perbanyakan kultur kerja
disiapkan dalam volume yang cukup (sekitar 2-3% dari volume bahan yang
akan di proses) dan pada konsentrasi yang tinggi (106 CFU/g atau lebih)
(Ray dan Bhunia, 2014).

Di dunia industri pangan, penggunaan kultur pemula sudah jamak
dilakukan, utamanya pada produk hasil fermentasi susu, misalnya susu
fermentasi (mentega susu, Yakult, atau yoghurt) dengan kultur pemula
BAL: Lactobacillus bulgaricus, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Streptococcus
thermophillus, Bifidobacterium spp., Leuconostoc cremoris, Lactococcus
lactis, Lac. diacetylactis. Keju merupakan produk fermentasi asal Eropa
yang telah mendunia. Fermentasi BAL dalam produk keju dibantu oleh
Lac. lactis, Leuconostoc mesenteroides (Cottage), Streptococcus
thermophillus, Lb. delbrueckii  (Mozarella), Lb. helveticus,
Propionibacterium spp., Enterococcus (Swiss), Penicillium roquefortii
(Blue), Lac. lactis, Penicillium, dan kamir (Brie) (Ray dan Bhunia, 2014).

Untuk menghasilkan performa fermentasi yang konsisten dari sisi
karakteristik produk, utamanya kadar nutrisi makro, aroma dan cita rasa
produk, diperlukan pengaturan-pengaturan terhadap parameter pH, Aw,
nutrisi awal, suhu, dan waktu fermentasi. Sebagai contoh, pengaturan

biokimia mentega susu fermentasi tercantum dalam Gambar 3.
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Glukosa ————= Asam Piruvat ——= L(+) Laktat
Laktosa — |:
P-Galaktosa — Tagatosa

Hidrolisis Laktosa oleh B-galaktosidase dari Leuconoctoc sp.

= Glukosa ——— D (-} —laktat + COz + asetat (atau alkohol)
Laktosa — [ T
- Galaktosa
Metabolisme Asam sitrat oleh Leuconoctoc sp.
— COz + Diasetil Asetaldehid
-0 lT + 0
Asetoin (tanpa aroma/rasa)

Asam Sitrat

Gambar 8. Kontrol Nutrisi pada Proses Fermentasi Mentega dengan
Pengaturan Nutrisi Awal

Sumber: Ray dan Bhunia, 2014.

Fermentasi Induktif BAL Meningkatkan Kandungan Antioksidan
BAL dapat berfungsi meningkatkan bioavailabilitas antioksidan
fenolik yang terikat pada serat tidak larut diperlukan mikroorganisme yang
memiliki enzim untuk mendegradasi serat. Rerata total BAL pada media
fermentasi bekatul dan susu skim jam ke-0 berkisar 6,0 x 107-2,0 x 108
CFU/ml dan pada jam ke-12 mengalami peningkatan menjadi berkisar 4,0
X 10° - 3,7 x 10 CFU/ml. Pengaruh media fermentasi terhadap
pertumbuhan isolat BAL probiotik, selama fermentasi BAL akan
memanfaatkan nutrisi seperti karbohidrat, protein dan serat pangan pada
bekatul sebagai sumber energi untuk pertumbuhan, pembentukan sel dan
biosintesis produk-produk metabolit. Ketersediaan komponen makro
nutrisi seperti protein, gula dan karbohidrat pada bekatul telah mencukupi
kebutuhan nutrisi bagi pertumbuhan BAL sehingga kadar komponen
makro nutrisi yang tinggi pada susu skim tidak memberikan pengaruh

terhadap laju pertumbuhan BAL. Selain itu, unsur mikro nutrisi pada
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bekatul yang meliputi vitamin dan mineral selama proses fermentasi terjadi
penurunan derajat keasaman karena akumulasi asam-asam organik yang
dihasilkan akibat metabolisme mikroba pada media fermentasi,
diantaranya asam laktat yang menyebabkan terjadinya penurunan pH. Nilai
pH media fermentasi juga ditentukan oleh sifat dan karakteristik dari asam
organik yang dihasilkan oleh BAL (Zubaidah et al, 2010).

Aktivitas antioksidan sejalan dengan nilai total fenol dan total
flavonoid, semakin rendah pengenceran dan semakin lama waktu
fermentasi mengakibatkan aktivitas antioksidan semakin tinggi.
Peningkatan aktivitas antioksidan dapat terjadi diduga karena adanya
aktivitas BAL dalam medium. Selama fermentasi dihasilkan senyawa —
senyawa yang dapat menaikkan dan menstabilkan aktivitas antioksidan
seperti asam laktat, asam asetat, asam sitrat, asam suksinat, asam malat,
asetaldehid, diasetil dan asetoin.

Aktivitas antioksidan minuman probiotik sari buah kurma berkisar
antara 47.5% - 56.3%. Pengaruh perlakuan proporsi buah, air dan lama
fermentasi. Hal tersebut berkaitan dengan kandungan gula yang ada.
Adanya sintesis gula yang banyak oleh BAL mengakibatkan senyawa fenol
yang terbebaskan semakin banyak sehingga aktivitas antioksidannya
meningkat. Perombakan gula menjadi asam laktat oleh BAL yang bersifat
sinergistik dengan memberikan ion H* pada radikal bebas, sehingga

meningkatkan aktivitas antioksidan primer (Anita, 2012). Peningkatan
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aktivitas antioksidan dengan waktu fermentasi yang semakin lama diduga
terjadi karena semakin banyak senyawa fenol dan flavonoid yang
terbebaskan akibat hidrolisis gula oleh enzim BAL (Bublis, 2000).
Fenomena ini sesuai dengan beberapa penelitian yang menunjukkan bahwa
banyaknya total fenol atau total flavonoid yang dikandung berhubungan
dengan efektivitas aktivitas antioksidan yang dihasilkan (Primurdia dan
Kusnadi, 2014).

Hasil penelitian Katina et al (2007) pada kulit beras (rice bran) yang
difermentasi dengan menggunakan BAL (BAL) menunjukkan peningkatan
asam folat, total fenol dan asam firulat. Reaksi oksidasi dari proses
fermentasi juga menyebabkan polifenol beraksi sebagai antioksidan untuk
melawan reaksi oksidasi tersebut. Aktivitas merantas (scavenging)
terhadap radikal bebas tertinggi terdapat pada perlakuan dengan jumlah
kultur pemula 15%. Sel dari kultur BAL sendiri memiliki kemampuan
merantas radikal bebas, karena sebagian besar komponen antioksidan pada
kefir terakumulasi pada biji kefir (kefir grain) (Liu et al, 2004; Supriyono,
2008).

Terjadinya peningkatan aktivitas antioksidan ini diduga karena
selama fermentasi dihasilkan senyawa-senyawa yang dapat meningkatkan
aktivitas antioksidan seperti adanya asam organik yang diproduksi oleh
Lactobacillus casei selama fermentasi. Asam organik tersebut bersifat

sinergis dengan memberikan ion H* pada radikal bebas sebagaimana yang
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telah diterangkan sebelumya. Tingginya aktivitas perangasan radikal bebas
pada beras merah disebabkan adanya senyawa poliasil-antosianin yang
merupakan senyawa perangas utama di antara komponen-komponen

bioaktif lainnya ( Zubaidah et al, 2010).

Rangkuman Sifat Fungsional Produk Makanan Lokal Hasil
Fermentasi

Secara umum, pangan lokal hasil fermentasi yang berasal dari
Kalimantan Timur dapat memanfaatkan kultur pemula untuk
meningkatkan ~ kualitas senyawa anti  mikroba, kemampuan
probiotik/prebiotik, kadar polifenol/flavonoid, potensi  aktivitas
antioksidan, dan cita rasa produk (Tabel 8). Sebagai tindak lanjut dari
pengujian di tingkat laboratorium, diperlukan suatu strategi untuk
mengoleksi isolat-isolat mikroba lokal yang terlibat dalam proses
fermentasi pangan lokal asal Kalimantan Timur sebagai upaya untuk
memperbaiki kualitas fungsionalnya. Kemudian, isolat-isolat ini diseleksi
untuk dapat dijadikan sebagai isolat khas daerah yang dipergunakan

sebagai kultur pemula dalam proses fermentasi pangan lokal.
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Tabel 8 Peningkatan Sifat Fungsional Produk Makanan Lokal hasil
Fermentasi dengan Kultur Pemula

Makanan Sifat Fungsional Metode Kultur Pemula
Lokal Peningkatan
Kualitas

Virgin Senyawa anti mikroba Penggunaan kultur  Lb. plantarum,

coconutoil  berasal dari asam pemula bakteri Lb. casei
lemak jenuh rantai asam laktat mampu
pendek (asam laurat)  meningkatkan

senyawa anti
mikroba antara 27
dan 51%
dibandingkan
kontrol positif
antibiotik

Mandai Probiotik/prebiotik Penggunaan kultur  Lb. plantarum,

Cempedak,  dari kultur alami Lb. pemula Leuconostoc

Jaruk plantarum dan meningkatkan sp.,

Tegarun, Leuconostoc sp. kadar polifenol Lb. Casei

Tempoyak dengan marker

durian flavonoid dan

potensi aktivitas
antioksidan dengan
marker DPPH.

Biji Kakao Komponen fungsional Penggunaan kultur  S. cerevisiae,
turunan polifenol pemula Acetobacter
terbukti memiliki meningkatkan aceti, Lb.
kemampuan protektif ~ kadar polifenol dan plantarum,
anti-kanker potensi aktivitas Gluconobacter

antioksidan dengan  oxydans
marker DPPH,

serta mengurangi

prevalensi cemaran

jamur

Telu’ Ikan Probiotik/prebiotik Peningkatan total Perlu diteliti
dari kultur alami BAL BAL setelah lebih lanjut

penambahan kultur
pemula.
Peningkatan sifat
fungsional lain
perlu dikaji lebih
lanjut.
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UPAYA MODERNISASI PANGAN LOKAL HASIL
FERMENTASI

Makanan tradisional pada umumnya memiliki kelemahan dalam hal
keamanannya terhadap bahaya biologi, mikrobiologi, kimia, dan fisik.
Adanya bahaya atau cemaran sering kali terdapat dan ditemukan karena
mutu bahan baku yang kurang baik, teknologi pengolahan yang kurang
diimplementasikan, praktik sanitasi dan higienis yang kurang memadai dan
kesadaran pekerja maupun produsen yang menangani makanan tradisional
yang rendah. Pembuatan produk pangan fermentasi secara tradisional
biasanya dilakukan di tempat terbuka dan menggunakan peralatan yang
kurang higienis. Upaya pencegahan dapat dilakukan den

gan menghindari kontak langsung dengan pekerja dan lingkungan,
melakukan pasteurisasi, dan menerapkan prosedur sanitasi dan higiene
dalam setiap penanganan pangan sesuai dengan Good Manufacturing
Procedure (GMP). Indikator keberhasilan utama, sanitasi dan higiene
pekerja yang harus diperhatikan dengan baik agar hasil dari proses
fermentasi adalah sesuai dengan yang diharapkan.

Upaya lain yang dapat dilakukan adalah penggunaan panas pada
proses untuk menghambat bakteri patogen yaitu dapat dilakukan dengan
cara pasteurisasi dan blansir pada awal proses. Selain itu, peningkatan
kualitas proses fermentasi pangan lokal dapat dilakukan dengan
penggunaan aerasi dan pengadukan dalam fermentasi berkelanjutan,
penggunaan senyawa atau komponen yang berfungsi sebagai media seleksi
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atau penghambat patogen, dan perlakuan awal atau blansir yang berfungsi
untuk menghilangkan senyawa non-nutrisi penghambat yaitu komponen

alkaloid yang dapat menghambat pertumbuhan kultur pemula.

Sanitasi dan Higiene Pekerja

Pangan merupakan sumber nutrisi yang penting bagi makhluk
hidup, termasuk mikroba. Pengolahan yang kurang saniter dan higienis
dapat mengakibatkan terkontaminasinya pangan oleh mikroba patogen dan
pembusuk, yang nantinya dapat menurunkan produksi dan kualitas pangan
lokal (Hariyadi dan Hariyadi, 2009; Chayaningsih, 2009). Sebagai contoh,
S. aureus adalah bakteri patogen yang dapat ditemukan pada pengolahan
pangan apabila sanitasi dan higienis dari pekerja kurang mendapat
perhatian. Produk olahan tradisional seperti susu, santan, kulit buah
cempedak, dan Telu’ Ikan merupakan media kompleks yang disukai untuk
pertumbuhan bakteri. Sumber kontaminasi utama S. aureus adalah
kontaminasi silang dari pekerja (Tahaku, 2014). Menurut Kusmayadi
(2007) terdapat empat hal penting yang menjadi prinsip higiene dan
sanitasi makanan meliputi perilaku sehat dan bersih orang yang mengelola
makanan, sanitasi makanan, sanitasi peralatan dan sanitasi tempat
pengolahan. Perilaku saniter dan higienis adalah faktor penting dalam
setiap proses pembuatan produk yang diaplikasikan dalam proses

pengolahan, peralatan, lingkungan, dan pekerja (Yuwono, 2012).
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Penggunaan Panas untuk Menghambat Bakteri Patogen

Bakteri patogen adalah mikroorganisme yang merugikan selain
dapat merusak makanan secara fisik dan kimia juga dapat menyebabkan
dampak negatif terhadap kesehatan. Bakteri patogen ini dapat ditemukan
pada makanan yang memiliki jumlah nutrisi yang cukup baik sebagai
media pertumbuhannya. Sebagai contoh mengatasi pertumbuhan bakteri
patogen di Industri Pangan, penanganan usaha pengawetan susu adalah
dengan perlakuan pemanasan sedang atau pasteurisasi. Panas yang
digunakan tidak merusak pangan secara fisik dan kimia tetapi mampu

menghambat atau mematikan bakteri patogen (Herawati, 2013).

Penambahan Kultur Pemula

Penambahan dan pemurnian inokulasi kultur pemula perlu
dilakukan agar hasil akhir fermentasi sesuai dengan apa yang diharapkan.
Penambahan kultur pemula ini yang berfungsi untuk meningkatkan hasil
dan menjaga kualitas proses fermentasi (Yasir, 2017). Berdasarkan hasil-
hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh strategi umum peningkatan
sifat fungsional produk makanan lokal hasil fermentasi dengan
penggunaan kultur pemula. Strategi pertama adalah pengolahan pangan
dengan lebih higienis, sehingga mendukung faktor ekstrinsik pertumbuhan
kultur pemula agar dapat tumbuh dan optimum menghasilkan metabolit

fungsional selama proses fermentasi. Strategi kedua adalah menggunakan
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kultur pemula yang tepat dan lebih berkualitas dibandingkan dengan kultur
spontan yang ada di bahan baku pangan lokal tersebut. Strategi ketiga
adalah penggunaan suhu fermentasi yang optimum dan penambahan bahan
stimulan untuk mempromosikan pertumbuhan kultur pemula di pangan
lokal yang akan difermentasi.

Sebagai contoh, dalam proses pembuatan cuka tradisional,
konsentrasi inokulum yang berbeda (0%, 5%, 10%, dan 15%) akan
berpengaruh pada kadar asam asetat yang dihasilkan. Kadar asam asetat
yang dihasilkan terbanyak pada perlakuan 10% yaitu dengan pemberian
Acetobacter aceti sebanyak 10%. Kadar asam asetat terendah terdapat pada
perlakuan pemberian Acetobacter aceti sebanyak 5% (Ni’maturrohmah,
2014).

Dalam pembuatan yoghurt tradisional, lama inokulasi juga
menentukan keberhasilan inokulasi bakteri. Semakin lama waktu
inokulasi, peluang infeksi semakin tinggi (Pardal et al, 2004). Hal ini
mungkin disebabkan karena semakin banyak substrat dan inokulum (kultur
pemula yoghurt) yang digunakan sehingga jumlah asam laktat juga
semakin besar. Asam laktat merupakan hasil metabolisme bakteri pada
kultur pemula yoghurt (Lb. bulgaris dan Streptococcus thermophillus),
yang mana laktosa sebagai sumber karbon utamanya (Agustina dan

Andriana, 2010).
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Penambahan Senyawa Stimulan

Penambahan laktosa dapat menjadi pemicu pertumbuhan BAL.
Laktosa merupakan bahan substantif dalam proses fermentasi BAL,
sehingga penambahan laktosa di dalam proses fermentasi akan
meningkatkan kecepatan tumbuh dari BAL (Leroy dan De Vyust, 2004).
Lb. plantarum menggunakan laktosa untuk menyintesis asam laktat.
Selain asam laktat, BAL akan menghasilkan hidrogen peroksida, diasetil,
dan bakteriosin. Penambahan stimulan lain seperti jus pisang dapat
meningkatkan kualitas cuka makan yang dihasilkan dari fermentasi BAA

(Trinh et al, 2016).

Penggunaan Aerasi dan Pengadukan

Pengadukan akan mempengaruhi proses fermentasi pangan lokal
yang memerlukan aerasi yang cukup. Sebagai contoh, dalam proses
fermentasi alkoholis dan asam asetat seperti pada fermentasi nira, banyak
sedikitnya oksigen yang berinteraksi pada nira yang difermentasi akan
mempengaruhi asam cuka yang dihasilkan. Kadar oksigen dan lama
fermentasi mempengaruhi kadar asam cuka yang dihasilkan. Waktu yang
diperlukan untuk menghasilkan kadar asam cuka optimal pada fermentasi
nira aren yang diaerasi masing-masing pada hari ke-18, 16 dan 8 dengan
kadar berturut-turut sebesar 4,292, 5,704, dan 4,644 g/100mL. Cuka yang

dihasilkan pada fermentasi nira aren yang diaerasi selain lebih cepat juga
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memenuhi standar mutu ditinjau dari bentuk, bau dan kadar asam cuka

(Nugroho, 2012).

Perlakuan Awal Penghilangan Senyawa Non-Nutrisi

Beberapa bahan baku pangan lokal mengandung senyawa anti-
nutrisi seperti dari kelompok alelopati. Keberadaan senyawa ini secara
alamiah diperlukan untuk perlindungan bahan baku terhadap mikroba
pembusuk. Akan tetapi, dalam proses fermentasi pangan lokal, senyawa-
senyawa anti-nutrisi ini perlu untuk direduksi terlebih dahulu. Sebagai
contoh, cempedak merupakan tanaman yang memiliki getah yang cukup
banyak. Getah yang dihasilkan merupakan senyawa alkaloid yang akan
berdampak pada proses pembuatan mandai saat fermentasi. Oleh sebab itu,
perlakuan menurunkan kadar alkaloid pada mandai dapat dilakukan
dengan pemblansiran. Di produk lain, pemblansiran berfungsi untuk
menonaktifkan enzim dan mempertahankan warna agar cenderung tetap

dan tekstur agar tidak terlalu lunak.

KESIMPULAN

Peningkatan kualitas fungsional produk fermentasi lokal dengan
kultur pemula dapat dilakukan dengan teknologi sederhana di tingkat
UKM. Di antara produk-produk tersebut yang telah menjadi kajian secara

intensif adalah produk hasil fermentasi BAL, seperti Virgin Coconut Oil
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(VCO), Mandai Cempedak, Jaruk Tegarun, dan Telu’ Ikan (pekasam,
wadi). Secara umum, pangan lokal hasil fermentasi yang berasal dari
Kalimantan Timur dapat memanfaatkan kultur pemula untuk
meningkatkan kualitas senyawa anti mikroba, kemampuan probiotik atau
prebiotik, kadar polifenol, potensi aktivitas antioksidan, dan cita rasa
produk. Penambahan kultur pemula berfungsi untuk meningkatkan hasil
dan menjaga kualitas proses fermentasi. Dikarenakan proses fermentasi
hanya akan terjadi apabila kondisi inkubasi menyediakan kesempatan
untuk mikroba yang diinginkan berkembang, maka diperlukan strategi-
strategi yang sesuai dengan Good Manufacturing Procedure (GMP)
sederhana. Strategi pertama adalah pengolahan pangan dengan lebih
higienis, sehingga mendukung faktor ekstrinsik pertumbuhan kultur
pemula agar dapat tumbuh dan optimum menghasilkan metabolit
fungsional selama proses fermentasi. Strategi kedua adalah menggunakan
kultur pemula yang tepat dan lebih berkualitas dibandingkan dengan kultur
spontan yang ada di bahan baku pangan lokal tersebut. Strategi ketiga
adalah penggunaan suhu fermentasi yang optimum dan penambahan bahan
stimulan untuk mempromosikan pertumbuhan kultur pemula di pangan
lokal yang akan difermentasi. Penggunaan kultur pemula bakteri asam
laktat di produk VCO-BAL mampu meningkatkan senyawa anti mikroba
antara 27 dan 51% dibandingkan kontrol positif antibiotik. Penggunaan

kultur pemula di produk Mandai Cempedak, Tempoyak, dan Jaruk
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Tegarun meningkatkan kadar polifenol dengan marker flavonoid dan
potensi aktivitas antioksidan dengan marker DPPH. Penggunaan kultur
pemula pada biji kakao meningkatkan kadar polifenol dan potensi aktivitas
antioksidan dengan marker DPPH, serta mengurangi prevalensi cemaran
jamur. Peningkatan total BAL pada Telu’ Ikan sebagai sumber probiotik
ataupun prebiotik terjadi setelah penambahan kultur pemula, dan
peningkatan sifat fungsional lain perlu dikaji lebih lanjut. Sebagai tindak
lanjut dari pengujian di tingkat laboratorium, diperlukan suatu strategi
untuk mengoleksi isolat-isolat mikroba lokal yang terlibat dalam proses
fermentasi pangan lokal asal Kalimantan Timur sebagai upaya untuk
memperbaiki kualitas fungsionalnya. Kemudian, isolat-isolat ini diseleksi
untuk dapat dijadikan sebagai isolat khas daerah yang dipergunakan

sebagai kultur pemula dalam proses fermentasi pangan lokal.
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Artikel ini merupakan bagian Tinjauan Pustaka Skripsi a.n. Frio
Handayani, lulus tahun 2018 dan Kartika sari, lulus tahun 2017, yang
dibiayai melalui Hibah Penelitian PPT-PSNI tahun 2017-2018 a.n. Anton
Rahmadi. Sebagain kecil diambil dari tinjauan pustaka skripsi a.n. Indah
Trijumiarti dan Siti Nurdiana yang dibiayai melalui Hibah Penelitian
PUPT tahun 2018-2019 a.n. Anton Rahmadi.

PENDAHULUAN

Fitokimia merupakan senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam suatu bahan alam (Tjandra et al., 2011). Senyawa fitokimia tidak
termasuk ke dalam zat gizi karena bukan berupa karbohidrat, protein,
lemak, vitamin, mineral maupun air. Rorong et al. (2012) menyebutkan
bahwa bahan alam seperti tanaman baik edible dan non edible mengandung
sejumlah besar fitokimia yaitu senyawa fenolik seperti asam fenolat,
flavonoid, tanin, lignin dan senyawa yang non fenolik seperti karotenoid,
vitamin C (asam askorbat) yang memiliki substansi antioksidan dan

aktivitas antiradikal bebas.
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SENYAWA FENOLIK

Senyawa Fenolik adalah senyawa yang mempunyai sebuah cincin
aromatik yang berasal dari tumbuhan dengan satu atau lebih gugus
hidroksil (Rahmawati, 2015). Fenol dapat dibagi menjadi 2 kelompok,
yaitu fenol sederhana dan polifenol. Contoh fenol sederhana adalah
orsinol, 4-metilresolsinol, 2-metilresolsinol, resolsinol, katekol,
hidrokuinon, pirogalol dan floroglusinol. Contoh polifenol adalah lignin,
melanin dan tanin (Doughari, 2012). Sisein (2014) menyatakan bahwa
mekanisme antioksidan senyawa polifenol didasarkan pada kemampuan
sumbangan hidrogen dan ion logam pengelat. Setelah menyumbangkan
atom hidrogen, senyawa fenolik menjadi resonansi-stabil radikal yang

tidak mudah berpartisipasi dalam reaksi radikal lainnya.

Sl

phenol conjugate base

Gambar 9. Proses Resonansi Senyawa Fenolik

Sumber: http://www.chemhelper.com/acidbase2.html

TANIN

Tanin merupakan komponen zat organik yang sangat kompleks,
terdiri dari senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal,
mengendapkan protein dari larutannya dan bersenyawa dengan protein

tersebut (Desmiaty et al., 2008). Wahyuni et al. (2014) menyebutkan
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bahwa tanin merupakan senyawa antinutrisi yang memiliki gugus fenol
dan bersifat koloid. Tanin dapat digolongkan menjadi dua kelompok yaitu
tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin terhidrolisis merupakan
polimer gallic atau ellagic acid yang berikatan ester dengan sebuah
molekul gula, sedangkan tanin terkondensasi merupakan polimer senyawa

flavonoid dengan ikatan karbon (Jayanegara dan Sofyan, 2013).

Gambar 10. Struktur Kimia Senyawa Tanin

Sumber: http://www.chemhelper.com/acidbase2.html

FLAVONOID

Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang terdapat di alam.
Lebih dari 4.000 flavonoid telah diketahui. Banyak flavonoid berasal dari
produk sayuran, buah-buahan dan minuman seperti teh, kopi dan jus buah.
Quercetin, kaempferol dan quercitrin adalah flavonoid umum yang ada di

hampir 70% dari tanaman. Kelompok lain dari flavonoid termasuk flavon,
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dihydroflavons, flavans, flavonol, anthocyanidins, proanthocyanidins,
calchones dan catechin dan leucoanthocyanidins (Doughari, 2012).
Kapasitas flavonoid untuk bertindak sebagai antioksidan tergantung pada
struktur molekulnya. Posisi gugus hidroksil dan fitur lainnya dalam
struktur kimia dari flavonoid penting untuk aktivitas antioksidan dan
radikal bebas. Di lain sisi, beberapa flavonoid seperti luteolin dan katekin,
antioksidan asal flavonoid dianggap lebih baik dari antioksidan dari

kelompok vitamin seperti asam askorbat, o-tokoferol dan [-karoten

(Saxena et al., 2013).

Flavone Flavonol Flavanone
0.
O . OO0
=
QA MO
OH
Flavan-3-ol Anthocyanidin Isoflavone

Gambar 11. Struktur Kimia Flavon

Sumber: Kyselova (2011)

RADIKAL BEBAS DAN ANTIOKSIDAN
Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan salah satu bentuk senyawa reaktif, yang
secara umum diketahui sebagai senyawa yang memiliki elektron yang
tidak berpasangan di kulit terluarnya (Winarsi, 2007). Adanya radikal

bebas di dalam tubuh manusia dapat menimbulkan berbagai penyakit
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degeneatif yaitu kardiovaskuler, kanker, stroke, gagal ginjal, penuaan dini,
dan penyakit kronik lainnya (Prasad et al., 2009; Saha et al., 2008).
Terdapat 4 jenis radikal bebas, yaitu triplet oxygen, superoxide,
hydrogen peroxide, hydroxyl radical (Santoso, 2016). Oksigen triplet
merupakan bentuk oksigen paling berlimpah dan normal diudara untuk
pernapasan makhluk hidup dan memiliki sifat diradikal (Suryanto, 2008).
Senyawa O; yang tereduksi satu elektronnya akan menghasilkan
superoksida, hidrogen peroksida, dan radikal hidroksil. Superoksida adalah
suatu radikal bebas, dan kadang-kadang ditulis O2". Superoksida hanya
memiliki satu elektron yang tidak berpasangan dan oleh karena itu bersifat
kurang radikal apabila dibandingkan dengan O, yang memiliki 2 elektron
tidak berpasangan. H.O, adalah bentuk tereduksi dari O, yang telah
menerima 2 elektron, oleh karena itu hidrogen peroksida bukan merupakan
radikal oksigen. Namun, H.O, di kelompokkan dalam spesies oksigen
reaktif karena dapat dengan cepat diubah menjadi radikal hidroksil (Marks

et al., 2000).
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Sumber: Ulialbab (2014)

Antioksidan

0.
Oksigen

NO‘S
D

Superoksida

e, 2H*

5

H-0:
Hidrogen Peroksida

e, H*

5

H,O + OH"
Radikal Hidroksil

2

H.0

Gambar 12. Langkah - Langkah Reduksi Satu Elektron pada

Antioksidan pangan didefinisikan sebagai senyawa kompleks yang
terdapat pada makanan ataupun bahan pangan yang dapat melindungi
jaringan dari kerusakan akibat oksidasi (Tjandra et al., 2011). Antioksidan
bekerja dengan mendonorkan satu elektronnya ke senyawa yang bersifat

oksidan, sehingga aktivitas senyawa oksidan dapat dihambat (Winarsi,
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2007). Tubuh manusia memproduksi sejumlah antioksidan yang penting
untuk mencegah stres oksidatif. Radikal bebas yang dihasilkan dalam
tubuh dapat dinetralkan dengan mekanisme pertahanan alami tubuh
(antioksidan alami) seperti glutathione (GSH), supeoksida dismutase
(SOD) dan katalase. Namun kapasitas antioksidan yang diproduksi di
dalam tubuh tidak selalu mencukupi untuk mencegah stres oksidatif. Oleh
karena itu, kekurangan ini harus dikompensasi dengan menggunakan
antioksidan pangan alami, seperti asam askorbat, a-tokoferol, flavon, -
karoten, dan komponen polifenol pada tanaman (Doughari, 2012).
Terdapat beberapa cara yang dapat digunakan untuk mengetahui
nilai antioksidan (kuantifikasi antioksidan), beberapa diantaranya adalah
dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrihidrazil), ABTS (Azobis
Amidino Propane di-Hydrochloride), FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma), ORAC (Oxygen Radocal Absorbance Capacity), TSP (Total

Soluble Phenol), dan TAA (Total Ascorbic Acid).
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Tabel 9. Perbandingan metode uji kapasitas antioksidan berdasarkan kemudahan analisis, penggunaan instrumen,
relevansi biologis, mekanisme, endpoint, dan pembedaan terhadap aktivitas antioksidan hidrofilik/lipofilik

Metode Uji Kemudahan Instrumen yang Relevansi Mekanisme Endpoint Kuantifikasi Pembedaan
Antioksidan dibutuhkan biologis lipofilik/hidrofilik
ORAC ++ + +++ HAT Fixed time AUC +++
TRAP --- - - (terbatas) +++ HAT Lag phase 1Csp lag time --
FRAP +++ +++ -- SET Time, varies AOD ---
CUPRAC +++ +++ SET Time AOD .-
TEAC + + - SET Time AOD +++
DPPH + + - SET 1Cso AOD -
TOSC - - ++ HAT 1Cs AUC ---
Oksidasi LDL - +++ +++ HAT Lag phase Lag time ---
Photochem + - - (terbatas) ++ ? Fixed time Lag time atau +++
© AUC
©
+, ++, +++ = sesuai dengan karakteristik uji, -, --, --- = tidak sesuai dengan karakteristik uji, uji antioksidan lipofilik berdasarkan perhitungan

area di bawah kurva (AUC) dan hidrofilik berdasarkan perhitungan lag time. HAT = transfer atom hydrogen, SET = transfer electron tunggal.
Sumber: Prior et al, 2005.
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ARTOCARPUS

Moraceae adalah kelompok keluarga tumbuhan terbesar yang terdiri
dari 60 genus tumbuhan dan terdapat hampir 1.400 jenis spesies, termasuk
golongan Artocarpus, Morus dan Ficus (Hari et al., 2014). Artocarpus
berasal dari bahasa Yunani, yaitu artos (roti) dan karpos (buah), artinya
buah yang dimakan (Orwa et al., 2009). Spesies Artocarpus yang umum
dimakan adalah sukun (Artocarpus altilis), kluwih (Artocarpus camansi),
nangka (Artocarpus heterophyllus), cempedak (Artocarpus integer) dan
terap (Artocarpus odratissimus) (Lim, 2012).

Artocarpus merupakan tumbuhan tropis yang berpotensi sebagai
metabolit sekunder. Metabolit sekunder yang berhasil diisolasi dari genus
Artocarpus terdiri dari terpenoid, flavonoid, stilbenoid, arilbenzofuran,
neolignan dan adduct Diels-Alder (Hakim, 2010). Pada buah, batang, daun

dan kulit kayu Artocarpus mengandung banyak senyawa biologis aktif
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menguntungkan dan dapat dimanfaatkan untuk berbagai aktivitas biologis
seperti antibakteri, antitubercular, antivirus, antijamur, antiplatelet,
antiartritik, penghambatan tirosinase dan sitotoksisitas terhadap organisme
tertentu (Jagtap dan Bapat, 2010). Artocarpus merupakan genus tumbuhan
yang bermanfaat sebagai penghasil sumber pangan fungsional, sumber
obat-obatan tradisional dan sumber kayu. Artocarpus juga memiliki
berbagai manfaat dan kegunaan bagi kehidupan manusia, seperti batang
dijadikan sebagai bahan bangunan, buah sebagai sumber bahan makanan
serta kulit batang dan daun dimanfaatkan sebagai obat-obatan tradisional.
Beberapa penelitian dari genus Artocarpus telah diteliti dan
dikembangkan dari cempedak, sukun, kluwih dan nangka (Hakim et al.,
2010; Mozef et al., 2015; Ourlad dan Sonia, 2015; dan Jayus et al., 2016)
sebagai pangan berkhasiat fungsional dan obat-obatan (kesehatan).
Artocarpus biasa digunakan sebagai sumber pangan dan praktek
pengobatan tradisional (Hari et al., 2014). Spesies Artocarpus yang umum
dimakan adalah sukun (A. altilis) atau (A. communis), kluwih (A. camansi),
nangka (A. heterophyllus), cempedak (A. integer) dan terap (A.
odratissimus) (Lim, 2012). Menurut Sikarwar et al., (2014), pada dasarnya
Artocarpus terdiri dari senyawa fenolik yang meliputi flavonoid, jacalin,
lektin dan stilbenoids. Daun, batang, buah dan kulit kayu Artocarpus
mengandung banyak senyawa biologis aktif yang menguntungkan dan

dapat digunakan dalam berbagai kegiatan biologis termasuk antibakteri,
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antitubercular, antivirus, antijamur, antiplatelet, antiartritik, penghambatan
tirosinase dan sitotoksisitas.

Ekstrak sukun adalah agen antioksidan potensial dengan aktivitas
radikal yang kuat dan penghambatan peroksidasi lipid (Akanni et al.,
2014). Ekstrak kulit batang A. communis memiliki aktivitas antihipotema
(Tzeng et al., 2014). Batang sukun memiliki potensi efek penghambatan
a-reduktase dan aktivitas superoksida penangkapan anion (Ramalingum
dan Mahomoodally 2014). Antibakteri dan antijamur diperoleh dari
ekstrak getah buah A. communis (Madhavi et al., 2013). Penghambatan
ACE (Angiotensin Converting Enzyme) dapat diamati pada ekstraksi daun
(Mesa, 2014) yang juga memiliki aktivitas antityrosinase (Ko et al., 2013).
Nangka (A. heterophyllus) kaya akan senyawa fenolik seperti flavonoid,
stilbenoids dan arylbenzofurons (Devalaraja et al., 2011). Menurut Kumar
et al., (2010) pada ekstrak perikarp buah A. lakoocha terdapat aktivitas
antibakteri, antioksidan, anthelmintik dan insektisida. Hashim et al.,
(2012) mengungkapkan bahwa isolasi pyranocycloartobiloxanthone pada
ekstrak A. obtusus menunjukkan aktivitas antiproliferatif. Ekstrak metanol
buah A. hirsutus menunjukkan aktivitas antioksidan kuat dibandingkan
dengan referensi standar BHA (Butil Hidroksi Anisol) dan asam askorbat
(Vinay et al., 2013). Ekstrak daun, kulit batang, ranting dan akar A.

nigrifolius memiliki antioksidan dan antibiotik (Hoi et al., 2012).
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ARTOCARPUS INTEGER

Nama ilmiah cempedak adalah Artocarpus integer (Thunb.) Merr.
yang memiliki sinonim dengan Artocarpus champeden (Lour.) Stokes,
Artocarpus hirsutissima Kurz, Artocarpus integer var. silvestris Corner,
Artocarpus integrifolia L.f., Artocarpus integrifolia var. hirsuta Stokes,
Artocarpus jaca Lam., Artocarpus macrocarpon (Thunb.) Dancer,
Artocarpus polyphema Pers., Polyphema champeden Lour., Radermachia
integra Thunb., Saccus minor arboreus Rumph., dan Sitodium
macrocarpon Thunb. (Lim, 2012). Nama umum A. integer di beberapa
negara adalah cempedak (Indonesia), cempedak, campeda, bankong, baroh
(Malaysia), sonekadat (Myanmar), champada (Thailand) dan tibadak
(Brunei) (Lempang dan Suhartati, 2013).

Buah cempedak berbentuk silinder sampai bulat, daging buahnya
mudah dilepaskan dari kulit buahnya dan tangkai buahnya meskipun masih
dikelilingi oleh dami buah. Daging buah cempedak berasal dari bagian
bunga yang membesar dan menebal, berwarna putih kekuningan sampai
jingga, rasanya manis dan aromanya harum, bertekstur lembut, licin
berlendir dan agak berserat. Buah cempedak menyerupai nangka, namun
ukurannya lebih kecil, kulit lebih halus dan aromanya tajam antara aroma
nangka dan durian, getahnya lebih sedikit dibandingkan dengan buah
nangka. Buah muda berwarna hijau dan setelah tua berwarna kekuningan

atau kecokelat-cokelatan sampai hijau kejinggaan. Buah tertutup oleh duri-
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duri tumpul yang tersusun rapat, gagang buahnya berukuran 5 - 6 cm, tebal
kulit buah £1 cm, berat buah 0,6 s.d. 3,5 kg, berat daging buah dan biji 25
s.d. 30% dari berat buah (Lempang dan Suhartati, 2013).

Tabel 10. Komposisi Massa (%) dari A. integer

Tipe Daging Buah Biji Kulit Inti
Matang 26,5 31,4 36,8 54
Mentah 24,4 16,9 52,4 6,4

Sumber : Lim et al., (2011)

Buah cempedak mengandung serat pangan (dietery fiber) yang
cukup tinggi, yaitu sebesar 2,31% lebih tinggi dari serat durian (1,2%) dan
stroberi (0,9%). Buah ini asli dari Sumatera, Pulau Borneo, Sulawesi,
Maluku dan bagian barat Papua New Guinea (Bakar et al., 2015).

Tabel 91. Komposisi Proksimat Buah Cempedak* (Nutrisi per 100

gram)

Komposisi Kuantitas
Kadar Air (%) 67
Kadar abu (g) 1,2

Karbohidrat (g) 25,8

Protein (g) 2,5

Serat (g) 3,4

Lemak (g) 0,4
Energi (kkal) 490
K (mg/100g) 246
Na (mg/100g) 25
Ca (mg/100g) 40
Fe (mg/100g) 11

*Data dianalisa terhadap berat basah Sumber: Tang et al (2013)

Dari spesies ini telah berhasil diisolasi bebrapa senyawa fenolik

golongan flavonoid dengan kerangka dasar flavanon, flavon, dan 3-
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prenilflavon. Ekstrak metanol kulit batang cempedak secara in-vitro
menunjukkan daya hambat yang tergolong kuat (sangat aktif) sebagai
antimalaria terhadap P. falciparum sensitif klorokuin, dan aktif (moderat)
terhadap P. falciparum resisten klorokuin (Taek, 2011). Isolat yang berasal
dari ekstrak diklorometana kulit batang A. champeden. memiliki potensi
sebagai antimalaria dengan nilai 1Cs0 0,024 + 0,011 pg/ml (Nuri, 2007).

Ling et al (2010) mengungkapkan bahwa total kandungan fenolik
(mg/g asam galat ekuivalen) yang terdapat dalam daun Artocarpus
champeden adalah 279 + 76 mg/g GAE dalam ekstrak aquades dan 410 +
128 mg/g GAE dalam ekstrak etanol. Aktivitas penangkapan radikal bebas
daun cempedak dalam ekstrak etanol ICsp, melalui uji DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl), galvinoxyl, dan ABTS (2,2 azino bis(3-
ethylbenzthiazoline-6 sulfonic acid)) berturut-turut adalah 3,34 + 0,21,
11,54 + 0,1; dan 12,39 + 0,04 mg/mL dan dalam ekstrak aquades adalah
4,54 + 0,01; 14,33 = 0,04; dan 9,52 + 0,03 mg/mL. Inhibisi terhadap
peroksidasi lipid 3,73 £ 0,05 mg/mL dalam ekstrak aquades dan 2,08 +
0,24 mg/mL dalam ekstrak etanol.

Berdasarkan hasil penelitian Sirisha et al (2014), dalam 100 mg/mL
konsentrasi ekstrak biji A. integer diperoleh total fenol sebesar 1,3 £+ 0,02
ug ekuivalen asam galat/g ekstrak, flavonoid sebesar 2,26 + 0,02 pg
ekuivalen kuersetin/g ekstrak, total tanin sebesar 1,19 + 0,02 ug ekuivalen

asam tanat/g ekstrak, dan alkaloid sebesar 0,34 + 0,3 pg ekuivalen boldin/g
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ekstrak. Aktivitas antioksidan pada biji A. integer dengan ICso terhadap
superoksida dismutase (SOD) (U) adalah 12,3 + 0,02 U/mg protein
katalase (CAT) adalah 4,76 + 0,2 H,O./menit/mg protein; peroksidase
adalah 44,7 £ 0,15 U/mg protein/menit; GPx (glutation perokside) adalah
28.6 + 0.15 umoles/mg protein dan oksidasi askorbat sebesar 0,4 + 0,2
U/mg protein.

Tewtrakul et al (2008) menyatakan bahwa kulit cempedak memiliki
aktivitas anti alergi (ICso) dalam ekstraksi dengan aquades sebesar 37,0 +
1,7 ng/ml dan sebanyak 14,6 + 3,1 ug/ml pada daging buah cempedak.
Antimalaria terdapat pada ekstrak kulit batang cempedak (Widyawaruyanti
et al., 2011). Tewtrakul et al (2008) mengungkapkan bahwa komponen
stillbene yang terkandung pada kulit dan buah cempedak
bertanggungjawab terhadap aktivitas anti elergi dan anti mikroba pada
tanaman ini. Aktivitas anti alergi kulit cempedak (% penghambatan
100pug/mL) dengan pelarut etanol 50% adalah 100,76 % dan dengan
pelarut air sebesar 81,75 %, sedangkan pada buah cempedak aktivitas
alergi dalam pelarut etanol 50% dan air adalah 67,02% dan 80,40%.
Berikut merupakan perbandingan fitokimia dan aktivitas antioksidan pada
bagian kulit, biji dan daging buah cempedak segar yang disajikan pada

Tabel 11.
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MANDAI

Mandai adalah makanan hasil fermentasi kulit bagian dalam
cempedak. Ada tiga tahap prinsip pengolahan mandai. Pertama, persiapan
bahan utama vyaitu pengupasan dan pencucian bagian dalam kulit
cempedak). Kedua, penggaraman (b/v). Ketiga, perendaman kulit
cempedak selama waktu fermentasi yang diinginkan (Nur, 2009).
Fermentasi mandai umumnya dibuat dengan penambahan garam dalam
jumlah rendah, tinggi dan dengan penambahan kultur pemula (starter)

pada proses fermentasinya.

Gambar 13. Mandai

Fermentasi mandai bertujuan untuk mengawetkan dan
memperpanjang umur simpan produk, memanfaatkan limbah dari buah
cempedak, dan mendukung program diversifikasi pangan. Mandai
umumnya dijadikan sebagai lauk dan sayuran bagi masyarakat. Nuraida
(2015) menyatakan bahwa pangan fermentasi tradisional dari Indonesia

yaitu mandai menghasilkan bakteri asam laktat jenis Lactobacillus
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plantarum dan Pediococcus pentosaceus. Menurut (Emmawati et al.,
2015) mandai yang diolah dengan baik dan benar dapat bertahan hingga

satu tahun atau lebih.

Mandai dengan Garam

Fermentasi mandai pada umumnya ditambahkan garam pada proses
fermentasinya. Penambahan garam bertujuan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri pembusuk dan patogen, mengawetkan bahan serta
memperpanjang masa simpan produk. Kadar atau jumlah garam yang
ditambahkan tergantung dari banyaknya mandai dan waktu fermentasi
yang diinginkan. Pemberian jumlah garam menentukan mutu akhir produk
yang dihasilkan seperti hasil fermentasi, pembentukan aroma, tekstur, rasa

dan nilai pH produk (Nur, 2009).

Mandai Rendah Garam

Fermentasi mandai rendah garam adalah fermentasi mandai dengan
penambahan garam dalam jumlah rendah pada proses fermentasinya. Nur
(2009) mengemukakan bahwa fermentasi 100 g mandai dengan
penambahan garam jumlah rendah sebanyak 10% pada fermentasi hari ke-
3, 5, 7 dan hari ke-14 menunjukkan peningkatan pertumbuhan mikroba.
Nur (2009) berpendapat bahwa penggunaan garam jumlah tinggi dapat

menghambat laju pertumbuhan bakteri patogen dan pembusuk, namun
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berdampak negatif terhadap kesehatan manusia jika mengkonsumsinya
secara berlebihan.

Pertumbuhan khamir tumbuh baik pada fermentasi mandai suhu
ruang hari ke-5 (2,8 x 10° cfu/g) dan pertumbuhan sel bakteri pada hari ke-
14 (1,1 x 107 cfu/g) waktu fermentasi, kadar garam substrat mengalami
peningkatan di minggu ke-3 yaitu 4,941% dan nilai pH substrat berada
pada kisaran 3,71-6,02. Pertumbuhan mikroba tersebut dipengaruhi oleh
aktivitas maupun laju pertumbuhan dari beberapa mikroba yang hidup dan
yang berperan dalam fermentasi produk mandai. Pengamatan terhadap
perubahan yang terjadi selama waktu fermentasi terkait penelitian Nur
(2009) meliputi pertumbuhan jumlah mikroorganisme dan bakteri asam
laktat, gula tereduksi, produksi asam organik dan perubahan pH selama
fermentasi.

Penelitian Emmawati et al (2015) pada fermentasi mandai hari ke-
4, 8 dan hari ke-12 selama fermentasi dengan penambahan garam rendah
5%, 10% dan 15% menunjukkan pertumbuhan bakteri asam laktat
Lactobacillus plantarum dari mandai yang berpotensi sebagai probiotik.
Hasil identifikasi dari kesepuluh isolat mandai terbukti ditemukan adanya
bakteri asam laktat jenis Lactobacillus plantarum dengan Analytical

Profile Index (API) 50 CHL.
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Mandai Tanpa Garam

Mandai cempedak dibuat dari kulit cempedak (atau nangka) dengan
memanfaatkan garam sebagai sarana selektif pertumbuhan BAL.
Lactobacillus plantarum dan Leuconostoc sp. merupakan bakteri yang
umum yang dapat diisolasi dari produk ini. Metode fermentasi yang
digunakan merupakan fermentasi mandai tanpa penambahan garam.
Fermentasi dilakukan dengan penambahan starter berupa Bakteri Asam
Laktat dari spesies Lactobacillus casei.

Kelemahan dari proses fermentasi tradisional adalah: (1)
penggunaan garam dalam konsentrasi yang tinggi (15-25% b/v)
menyebabkan kenaikan asupan garam (NaCl) tubuh, yang memiliki
implikasi pada kesehatan, (2) penggunaan garam juga memberikan cita
rasa pahit pada produk mandai yang dihasilkan sebagai akibat akumulasi
mineral di dalam produk, (3) proses-proses yang terdapat saat ini tidak
dapat dipastikan keamanan produk dan keberhasilan proses fermentasinya,
oleh sebab proses yang kurang higienis dan diversitas kultur yang mungkin
tumbuh dan berkembang di produk mandai cempedak tersebut.

Invensi ini dibangun berdasarkan beberapa dasar teori fermentasi
yang telah diketahui efektivitasnya untuk menghasilkan produk yang
berkualitas tinggi, yaitu: (1) proses penyiapan kulit buah cempedak dengan
pemanasan pada suhu 100 °C selama 5 menit dapat mematikan bakteri-

bakteri indigenous; (2) Adapun bakteri-bakteri indigenous yang dapat
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bertahan dalam pemanasan pada suhu 100 °C selama 5 menit di kulit buah
cempedak adalah banteri-bakteri tahan panas, termasuk di dalamnya strain
bakteri asam laktat yang akan tumbuh dominan di proses fermentasi; (3)
Kondisi kulit mandai cempedak dengan pH awal 5,5, kandungan gula dan
karbohidrat dalam jumlah cukup merupakan kondisi yang menguntungkan
bagi pertumbuhan bakteri asam laktat; (4) Penambahan kultur starter pada
fermentasi lambat menyebabkan percepatan proses fermentasi, sehingga
tidak lagi melewati fasa inisiasi; (5) Faktor-faktor intrinsik yang
mempengaruhi keberhasilan dari fermentasi BAL dengan starter adalah:
pH dan nutrisi, sementara faktor eksternal yang mempengaruhi adalah
penambahan kultur pemula, perlakuan pendahuluan (proses panas), dan
proses higienis selama proses pengolahan (Aplikasi HKI no

S00201708790 a.n. Anton Rahmadi).

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN BUBUK MANDAI CEMPEDAK

Mandai merupakan salah satu produk yang dibuat dari kulit
cempedak dan senyawa fungsional yang cukup tinggi dari mandai tersebut
dapat menjadi dasar untuk mengolah produk turunan lainnya dari mandai
yang memiliki khasiat fungsional. Lewar (2016) melakukan penelitian
terhadap salah satu produk turunan dari mandai, yaitu bubuk mandai yang
difermentasi dan dikeringkan dengan perlakuan suhu pengeringan untuk

diketahui perbandingan aktivitas antioksidan dan nilai fitokimianya yang
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menunjukkan bahwa suhu pengeringan terbaik adalah suhu pengeringan
rendah (45°C). Nilai Fitokimia dan antioksidan bubuk mandai disajikan

pada tabel 12.
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Tabel 102 Fitokimia dan Aktivitas Antioksidan pada A. Integer

Bagian Buah Cempedak Total Fenol Total Flavonoid Total Karotenoid Aktivitas Antioksidan
(mg GAE/g) (mg CE/qg) (mg BC/g) Uji FRAP (uM/g) Uji ABTS (mg/g)
Kulit 21,29+0,43 17,45+0,46 1,17+0,05 218,91+11,36 11,93+0,09
Biji 11,87+0,30 3,58+0,11 0,72+0,01 76,58+6,63 7,71+0,34
Daging Buah 4,40+0,20 0,82+0,06 1,09+0,03 13,59+0,64 3,97+0,08

€Tt

Keterangan:

e Total fenol dinyatakan sebagai mg ekuivalen asam galat dalam 1 g sampel kering (mgGAE/qQ)

e Total flavonoid dinyatakan sebagai mg ekuivalen katekin dalam 1 g sampel kering (mg CE/qg)

e Total karotenoid dinyatakan sebagai mg ekuivalen -karoten dalam 1 g sampel kering (mg BC/g)

e FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma/Ferric Reducing Antioxidant Power) dinyatakan sebagai uM reduksi dari feri ke fero dalam 1
g sampel kering.

e ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)) dinyatakan sebagai mg kapasitas antioksidan asam askorbat ekuivalen
dalam 1 g sampel kering.

Sumber: Bakar et al, 2015.
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Tabel 113 Fitokimia dan Aktivitas Antioksidan pada Bubuk Mandai dengan Perlakuan Suhu Pengeringan

Parameter Perlakuan
45 °C 50 °C 55 °C Kontrol
Total Fenol
(mg GAE/Kg) 345,37+52,04 230,67+11,57 195,99+12,57 267,06+13,27
Total Tanin
(mg TAE/Kg) 143,00+9.21 96,16+8,60 67,166,54 114,75+8,15
Total Flavonoid
(mg CE/Kg) 12,710,52 7,50+0,74 6,06+0,42 8,300,51
Aktivitas Antioksidan 56,96+6.74 66,76+5,99 847447 67 136.7848.99
(ICs0 ppm)

Sumber : Lewar (2016)

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menandakan tidak berbeda nyata pada o 5%.



PROFIL PERUBAHAN POPULASI BAL,
DAN PH PADA FERMENTASI SUHU
OPTIMUM MANDAI CEMPEDAK
HIGIENIS TANPA GARAM

Anton Rahmadi, Kartika Sari, Satrio Sitohang, Nikmatul Khoiriyah,
Frio Handayani, Aswita Emmawati, Yuliani

Artikel ini telah dipresentasikan di Seminar Nasional PATPI Lampung
tahun 2017, dipublikasikan di Prosiding Seminar Nasional PATPI
Lampung tahun 2017 Buku 2 Hal. 811-817.

PENDAHULUAN

Mandai cempedak merupakan pangan lokal masyarakat Kalimantan
Timur dan Selatan yang cukup populer. Produk fermentasi tradisional ini
hampir setiap saat dapat ditemui. Fermentasi tradisional mandai cempedak
telah didokumentasi dalam berbagai penelitian (Rahmadi et al, 2013; Nur,
2009; Emmawati, 2015). BAL dari kelompok Lactobacillus plantarum dan
Leuconostoc sp. merupakan bakteri yang dominan dalam fermentasi
tradisional asam laktat mandai cempedak (Nur, 2009). Dalam pengamatan
yang dilakukan, pedagang memproses kulit buah mandai dengan kurang
higienis dan berimplikasi pada penambahan garam yang berlebihan untuk
mencegah kebusukan. Peningkatan kualitas fermentasi tradisional
sekaligus mengurangi konsumsi garam dapat dilakukan dengan cara
sederhana yaitu perebusan (Afriani, 2010). Dalam pengolahan kulit buah

cempedak, hal ini dimungkinkan karena secara teoretis BAL diketahui
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dapat bertahan pada suhu pemanasan tertentu (Fiocco et al, 2007). BAL
tahan panas diketahui memiliki protein-protein yang bersifat protektif
terhadap perlakuan panas (De Angelis, 2004). Penelitian ini bertujuan
untuk melihat perubahan populasi bakteri asam laktat (BAL), pH, kadar
flavonoid, dan potensi aktivitas antioksidan dari fermentasi mandai
cempedak tanpa garam yang diproses secara higienis selama periode
fermentasi tujuh hari pada suhu 37 °C. Perbaikan kualitas produk pangan
lokal hasil fermentasi dapat dilakukan melalui pengenalan cara kerja yang
higienis namun tetap sederhana, sehingga dapat diimplementasikan di

tingkat pedagang kaki lima.

PENGOLAHAN MANDAI CEMPEDAK TANPA GARAM

Kulit buah cempedak yang digunakan merupakan kulit bagian dalam
yang telah disortasi dan dibersihkan. Kulit cempedak kemudian dipotong
dengan ukuran 3-4 cm®. Setelah itu, potongan kulit cempedak direbus pada
suhu 80-90 °C selama 15 menit untuk menghilangkan getah pada kulit
cempedak, kemudian ditiriskan. Kulit cempedak disimpan dalam wadah
botol tertutup sebanyak kurang lebih 100 gram. Air dituang ke dalam
wadah hingga seluruh kulit cempedak terendam. Kulit cempedak direbus
kembali pada suhu 80-90 °C selama 15 menit. Mandai selanjutnya

difermentasi pada suhu 37°C selama 7 hari pada suhu 37 °C. Pengamatan
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terhadap total bakteri, total BAL, pH, kadar flavonoid, dan potensi

aktivitas antioksidan dilakukan setiap hari hingga hari ke-7.

PERTUMBUHAN BAKTERI DALAM FERMENTASI
MANDAI

Pertumbuhan BAL dan non-BAL diamati sejak hari pertama hingga
hari ke tujuh pada suhu 37 °C. Proses fermentasi mandai cempedak
higienis tanpa garam dapat dilihat pada Gambar 1. Hingga pada hari ke-7,
BAL terus tumbuh dan berkembang mengikuti persamaan linier [populasi
BAL dalam log cfu/mL] = 0,9128 x [hari fermentasi] + 2,081. BAL
mendominasi secara signifikan pertumbuhan total bakteri di dalam proses
fermentasi mandai ini. Populasi bakteri non-BAL paling tinggi terdapat di
hari ke-6 vyaitu 0,31 log CFU/mL. Konfirmasi pertumbuhan BAL
dilakukan dengan medium MRSA dan uji biokimia parsial yang meliputi
konfirmasi Gram positif, identifikasi bentuk sel batang, ketidakberadaan
spora, non-motilitas, dan katalase positif. Menurut beberapa penelitian
sebelumnya, Lb. plantarum adalah BAL yang paling umum diisolasi dari
proses fermentasi pangan lokal asal sayuran atau buah-buahan (Emmawati
et al, 2015; Rahmadi et al, 2013, Nur, 2009).

Data ini membuktikan bahwa BAL mampu bertahan hidup dalam
proses panas yang digunakan pada proses pengolahan awal mandai
cempedak. Hasil ini sejalan dengan penelitian De Angelis et al (2004) dan
Fiocco et al (2007) yang menyatakan bahwa beberapa strain BAL mampu
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bertahan hidup setelah mengalami proses panas karena menghasilkan

protein yang bersifat protektif panas.

10+

Populasi (log cfu/mL)

Hari Fermentasi

H sAL Non-BAL

Gambar 14 Populasi BAL dan Non-BAL pada Fermentasi Mandai
Cempedak Higienis tanpa Garam pada Suhu 37 °C

BAL diketahui memproduksi asam laktat dalam jumlah yang cukup
untuk menurunkan derajat keasaman dari produk hasil fermentasi.
Penurunan pH dari mandai cempedak dimulai sejak fermentasi hari kedua
hingga hari ke tujuh, dengan pH terendah diperoleh pada fermentasi hari
keenam, yaitu pH 3.5 (Gambar 2). Dalam fermentasi spontan mandai
cempedak, Lb plantarum mendominasi pertumbuhan mikroba, sementara
spesies BAL tersebut diketahui sebagai bakteri heterofermentatif fakultatif
(Zago et al, 2011). Rhee et al (2011) melaporkan penurunan pH sebagai
akibat dari produksi asam laktat adalah indikator kesuksesan fermentasi
produk pangan tradisional oleh BAL. Dalam penelitian ini, pertumbuhan

BAL selaras dengan penurunan pH sampai dengan hari keenam. Ini
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mengindikasikan, bahwa dalam fermentasi mandai cempedak pada suhu

37 °C, waktu optimum fermentasi adalah enam hari.

[N
o
1

2]
i

BAL (log CFU/mI)

Hari Fermentasi

E=E BAL (log CFU/mI) -B- pH

Gambar 15 Perubahan pH dan populasi BAL pada fermentasi
mandai cempedak higienis tanpa garam pada suhu 37 °C
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FITOKIMIA DAN MODULASI
ANTIOKSIDAN DARI FERMENTASI
SPONTAN DAN INDUKSI LB. CASEI PADA
FERMENTASI SUHU OPTIMUM MANDAI
CEMPEDAK

Kartika Sari, Yuliani, Anton Rahmadi

Artikel ini merupakan bagian dari Skripsi a.n. Kartika Sari yang didanai
melalui Hibah PUPT a.n. Anton Rahmadi dan telah dipresentasikan di
Seminar Internasional Health Ingredient - South East Asia, 2018. Sebagian
data dipublikasikan di Jurnal Teknologi dan Industri Pangan (in review
2018).

PENDAHULUAN

Seiring dengan meningkatnya usia seseorang, pembentukan radikal
bebas juga akan semakin meningkat karena sel-sel tubuh mengalami
degenerasi. Proses degenerasi sel-sel tubuh akan mengakibatkan
terganggunya proses metabolisme, dan mengakibatkan respon imun
menurun. Semua faktor ini dapat memicu munculnya berbagai penyakit
degeneratif. Tubuh yang gagal memerangi radikal bebas secara efektif,
dapat menyebabkan kematian karena radikal bebas menyerang protein,
karbohidrat, lemak, dan DNA. Radikal bebas tidak dapat dihindari, oleh
sebab itu tubuh kita memerlukan suatu substansi penting, yakni
antioksidan yang dapat membantu melindungi tubuh dari serangan radikal

bebas dan meredam dampak negatifnya (Youngson, 2005; Winarsi, 2007).
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Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki kekayaan
sumber daya alam hayati yang beranekaragam yang dimanfaatkan untuk
memenuhi kebutuhan manusia. Setiap daerah yang ada di Indonesia
memiliki ciri khas tersendiri dalam mengolah sumber daya alam. Salah
satunya mengolah sumber daya alam hayati berupa tumbuh-tumbuhan
menjadi produk pangan tradisional. Kalimantan Timur memiliki tumbuhan
lokal yang berpotensi sebagai sumber antioksidan. Beberapa diantaranya
diolah dengan cara fermentasi, seperti cempedak.

Cempedak adalah buah lokal dalam genus Artocarpus, yang kulit
bagian dalamnya dimanfaatkan sebagai sumber tradisional untuk
fermentasi bakteri asam laktat (LAB) dengan bantuan garam. Produk
fermentasi ini disebut mandai cempedak yang memiliki kandungan fenolik
tinggi, sehingga dapat menjadi sumber antioksidan yang baik. Cempedak
terdiri atas kulit, daging buah dan biji. Bakar et al. (2015) melaporkan
bahwa kulit cempedak mengandung total fenol, flavonoid, karotenoid dan
aktivitas antioksidan yang jumlahnya lebih besar dibandingkan dengan
daging buah dan biji cempedak.

Mandai adalah makanan fermentasi yang dibuat secara tradisional
dari kulit buah cempedak. Mandai merupakan salah satu makanan khas
yang berasal dari Kalimantan Timur dan Kalimantan Selatan yang biasa
dijadikan sebagai lauk. Fermentasi mandai dapat dilakukan dengan

penambahan garam dalam jumlah yang banyak, namun hal tersebut akan
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membatasi penerimaan konsumen terhadap produk serta berpengaruh
kurang baik bagi kesehatan konsumen (Nur, 2009). Penggunaan garam
dengan konsentrasi yang rendah atau tanpa penambahan garam akan
mengurangi resiko pada penggunaan garam berkadar tinggi.

Lama fermentasi mandai akan memberikan perubahan terhadap
kandungan gizi serta kandungan lainnya pada produk. Berdasarkan latar
belakang tersebut, maka perlu dilakukan penelitian mengenai nilai analisis
fitokimia pada fermentasi kulit cempedak menjadi mandai dengan
penambahan starter dan perubahan nilai fitokimianya dengan variasi lama
fermentasi, serta perbedaannya dengan fermentasi spontan tanpa

penambahan garam dengan fermentasi cepat pada suhu 37°C.

FITOKIMIA DAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN MANDAI.

Total fenol, total tanin, dan total flavonoid pada setiap metode
fermentasi menunjukkan kenaikan pada setiap hari fermentasi. Total fenol
mandai dengan metode fermentasi spontan berkisar antara 1655+90 mg
GAE kg pada hari pertama sampai dengan 3592 +90 mg GAE kg™ pada
hari ketujuh, sedangkan total fenol mandai dengan metode fermentasi
menggunakan starter berkisar antara 1751+63 mg GAE kg* pada hari
pertama sampai dengan 4667+68 mg GAE kg™ pada hari ketujuh. Total
tanin mandai yang difermentasi spontan tanpa penambahan garam dan
yang di fermentasi menggunakan Lb. casei sebagai starter berkisar antara
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32,51+3,34 mg TAE kg hingga 65,60+3,86 mg TAE kg*. Pada pengujian
total flavonoid data yang diperoleh berkisar antara 6,886+0,296 mg CE kg
! hingga 21,20+0,30 mg CE kg! pada fermentasi spontan tanpa
penambahan garam dan 9,252+0,085 mg CE kg! pada fermentasi
menggunakan starter 26,53+0,30 mg CE kg™.

Berdasarkan tabel 13, dapat diketahui bahwa nilai 1Cs, pada mandai
fermentasi spontan dan starter pada hari pertama berturut-turut 212,6+£3,5
ppm dan 210,6+£2,5 ppm. Nilai ICso terendah terdapat pada fermentasi
mandai hari ketujuh pada masing masing metode fermentasi dengan
nilail30,9+4,6 ppm pada fermentasi spontan dan 49,32+0,45 ppm pada
fermentasi menggunakan starter. Semakin kecil nilai 1Cso maka semakin

tinggi aktivitas antioksidan dalam ekstrak etanol mandai.
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Tabel 124 Rekapitulasi Rata-Rata Nilai Fitokimia Mandai selama Fermentasi

I—}|<aer_i (;Ztgl :E?IZIJ) (;(;té;l;g]kig) T?ﬁgﬂgokg(;id Aktivitas Antioksidan (ICso ppm)
Spontan Starter Spontan Starter Spontan Starter Spontan Starter
1 1665+91a 1751+64a 32,51+3,34a 36,69+0,51a 6,886+0,30a 9,252+0,817a 212,6+3,5a 210,6+2,5a
2 1883+59a 2297+73ab 46,33+3,86b 48,51+2,82b 10,0+0,64b 11,77+0,76b 200,4+3,1b 179,4+2,5b
3 2213+27b 3615+286bc 51,42+1,29b 49,42+7,20b 13,50£0,17¢ 14,52+0,68¢c 189,5+3,7¢ 127,4+2,2¢
4 2524+421hc 4013+304c 51,60+6,17b 56,69+1,03b 14,91+0,97¢c 16,38+0,51d 176,8+7,2d 122,0+3,4d
5 3034+54cd 4366+494d 51,60+7,20b 56,33+4,11b 17,46+0,59d 21,29+0,17e 157,5+1,9 93,1940,17e
6 3564+132cd 4404+41e 53,97+4,89b 52,15+2,31hc 20,66+0,64e 26,560,51f 137,045,3f 65,88+0,73f
7 3592+91d 4667+68e 63,05+2,31c 65,60+3,86¢C 21,20+0,30e 26,53+0,30f 130,9+4,6f 49,32+0,45¢

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menandakan tidak berbeda nyata pada o 5%. Nilai yang tertera dinyatakan sebagai
ReratatStandar deviasi



Dajanata et al (2013) melaporkan bahwa kandungan total fenol
menunjukkan kenaikan lebih tinggi hingga 217% dan 859% pada kedelai
hitam dan kedelai kuning yang telah difermentasi dibandingkan dengan
kacang kedelai hitam dan kedelai kuning yang tidak difermentasi dan total
flavonoid kedelai hitam yang di fermentasi menghasilkan nilai total
flavonoid yang lebih tinggi dibandingkan dengan total flavonoid yang
tidak di fermentasi. Pada total tanin sesuai penelitian Nazarni et al (2016),
bahwa ekstrak Jaruk Tegarun (bunga Tegarun yang difermentasi) memiliki
total tanin yang lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak bunga Tegarun
(Crataeva nurvala, Buch HAM).

Aktivitas antioksidan pada fermentasi mandai menunjukkan
peningkatan, hal ini ditunjukkan dengan menurunnya nilai 1Cso aktivitas
antioksidan mandai. Semakin kecil nilai 1Cso maka semakin tinggi aktivitas
antioksidan (penghambatan radikal bebas) dalam ekstrak etanol mandai,
hal ini sesuai dengan yang dilaporkan oleh Curiel et al. (2015) bahwa
penghambatan radikal bebas dari ekstrak buah Myrtus communis yang
difermentasi dengan Lb. plantarum lebih tinggi dibandingkan dengan yang
tidak difermentasi. Adonan gandum hitam yang difermentasi dengan
bakteri asam laktat (Lac. lactis ssp. Lactis, Lb. plantarum, Lb. brevis, dan
Lb. helveticus) memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan dengan adonan gandum hitam yang difermentasi spontan

(Banu et al., 2010).
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Korelasi Aktivitas Antioksidan Dengan Kandungan Senyawa
Polifenol

Terdapat hubungan korelasi dimana semakin tinggi kadar total
fenol, total tannin, dan flavonoid selama proses fermentasi mandai baik
spontan maupun starter, semakin tinggi pula aktivitas antioksidan (ICso
semakin rendah). Berdasarkan gambar 1. gambar 2. dan gambar 3. dapat
diketahui bahwa semakin tinggi kadar total fenol, tanin, dan flavonoid
selama proses fermentasi mandai baik spontan maupun starter, semakin
tinggi pula aktivitas antioksidan (ICso semakin rendah), sehingga dapat

disimpulkan bahwa terdapat korelasi antar perlakuan pada setiap uji.
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Gambar 16 Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Nilai I1Cs dan
Total Fenol

Keterangan: Nilai yang digunakan pada grafik merupakan nilai 1Cso
terhadap DPPH dan total fenol dari metode fermentasi menggunakan

Lb.casei sebagai starter.

126



2507 r 80

200 A
- 60

1501
- 40

IC 5o

1001

- 20
50 4

(6y/3vL Bw) uruey jejoy

0 T T T T T T T 0

W aktu Fermentasi Mandai (hari)

~¥- Total Tanin —M ICg, Aktivitas Antioksidan (DPPH)

Gambar 17.Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Nilai 1Cs dan
Total Tanin

Keterangan: Nilai yang digunakan pada grafik merupakan nilai 1Cso
dan Total tanin dari metode fermentasi menggunakan Lb.casei sebagai

starter.
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Gambar 18. Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Nilai 1Cs, dan
Total Flavonoid

Keterangan: Nilai yang digunakan pada grafik merupakan nilai 1Cso dan Total
flavonoid dari metode fermentasi menggunakan Lb.casei sebagai starter

Hubungan antara kandungan fenolik total (mg GAE/g sampel) total

terhadap aktivitas antioksidan (ICsg) berdasarkan beberapa penelitian
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mempunyai korelasi yang sangat kuat. Hadriyono et al (2011) melaporkan
kandungan fenolik total pada buah manggis memiliki korelasi yang sangat
kuat terhadap aktivitas antioksidan dengan nilai korelasi sebesar 84%.
Angkasa dan Suleman (2012) juga melaporkan nilai korelasi antara
kandungan polifenol dan aktivitas antioksidan sebesar 99% pada tumbuhan
daun hantap. Hal serupa juga disebutkan oleh Ukieyanna et al (2012)
bahwa kandungan fenolik total memberikan kontribusi sebesar 77%
terhadap aktivitas antioksidan pada tumbuhan suruhan. Kusumowati et al
(2012) melaporkan hubungan antara antiradikal ekstrak daun sirih, daun
jati belanda dan daun katuk dengan kadar fenolik total, dimana terdapat
korelasi positif antar keduanya, semakin tinggi kadar fenolik
mengakibatkan semakin besar aktivitas antiradikalnya. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan Chayati dan Miladiyah (2015) dapat diketahui
bahwa terdapat hubungan yang erat antara kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan metode DPPH pada madu monoflora dengan nilai
korelasi sebesar 0,922. Penelitian lainnya juga mengkaji hubungan antara
konsentrasi inhibisi (ICso) dengan kandungan total fenolat dan total
flavonoid pada ekstrak buah tanjung dengan nilai koefisien korelasi

berturut-turut 0,9714 dan 0,9993 (Perwiratami et al., 2014).
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PENDAHULUAN

Dalam peta jalan penelitian yang dibangun, telah diteliti beberapa
olahan mandai, yaitu mandai rendah garam, prototipe bubuk mandai dan
serta pemanfaatan isolat bakteri mandai. Kapasitas antimikroba isolat
mandai pada produk VCO membuktikan bahwa isolat bakteri asam laktat
dari mandai (A. integer atau sinonimnya A. champeden) meningkatkan
daya antimikroba pada VCO hingga sekitar 20% dibandingkan VCO yang
diproduksi tanpa menggunakan isolat BAL asal mandai. Terjadi penurunan
yang signifikan terhadap kadar antioksidan (DPPH), total fenolik, dan
flavonoid pada produk bubuk mandai dibandingkan dengan kulit
cempedak segar. Permasalahan yang muncul adalah proses fermentasi kulit

cempedak menjadi mandai dan pengeringan mandai menjadi bubuk
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mandai menurunkan komponen fungsionalnya. Dalam menciptakan
produk generasi kedua (G2) atau produk turunan pertama dari hasil
fermentasi rendah garam dari mandai atau cempedak (G1), diperlukan
perbaikan dalam proses fermentasi menjadi mandai seperti optimasi waktu
dan suhu fermentasi mandai beserta penggunaan starter bakteri asam laktat
yang digunakan. Penelitian yang diajukan ditujukan untuk memproduksi
bubuk mandai dan “cuka” mandai tinggi komponen fitokimia yang
merupakan hasil fermentasi rendah garam. Bubuk mandai ini dimaksudkan
untuk digunakan sebagai bahan baku flavor lokal produk pangan lain
seperti es krim, abon, kue-kuean, serta sebagai produk pangan unggulan
daerah. Sementara “cuka” mandai digunakan sebagai bahan potensial
penyedap rasa cair pengganti monosodium glutamat (MSG) dalam
makanan-makanan lokal. Tahapan penelitian terdiri dari mengukur
pengaruh suhu, waktu, dan penggunaan starter dilihat dari aktivitas
antioksidan (DPPH), analisis fitokimia (total tanin, fenol, flavonoid) dan

diversitas mikroba (total bakteri, total bakteri asam laktat).

KINETIKA PERTUMBUHAN BAL

Total Bakteri
Persamaan regresi linier untuk pertumbuhan total bakteri pada

fermentasi mandai higienis tanpa garam dengan penambahan Lb. casei
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pada suhu 37°C adalah y= 0,8717*X + 2,681. Persamaan regresi linier

pertumbuhan total mikroba pada suhu 8°C adalah y= 0,4358*X + 3,117.

Total Bakteri (log cfu/ml)
Total Bakteri (log cfu/ml)

1 2 3 4 5 6 7 1 3 5 7 9 11 13
Hari Fermentasi Hari Fermentasi

Gambar 19. Pertumbuhan Total Bakteri Mandai Higienis tanpa
Garam dengan Penambahan Lb. casei

Keterangan: (a) Fermentasi suhu 37°C (b) Fermentasi suhu 8°C.

Seiring dengan berlangsungnya hari fermentasi total bakteri
mengalami peningkatan. Namun pada suhu 37°C pertumbuh total bakteri
lebih cepat daripada pertumbuhan bakteri pada suhu 8°C. Menurut
Irigoyen et al (2005) fermentasi pada suhu rendah akan menghambat
pertumbuhan bakteri karena adanya asam laktat dan penghambatan
aktivitas enzim laktase. Penyimpanan pada suhu dingin atau rendah tidak
membunuh bakteri tetapi memperlambat pertumbuhan bakteri dan
aktivitas metabolisme pada lingkungan masih tetap terjadi (Hidayat et al.,

2006).

131



Total Bakteri Asam Laktat

Persamaan regresi linier untuk pertumbuhan total Bakteri Asam
Laktat (BAL) pada fermentasi mandai higienis tanpa garam dengan
penambahan Lb. casei pada suhu 37 °C adalah y= 0,9128*X + 2,081.
Persamaan regresi linier pertumbuhan total mikroba pada suhu 8 °C adalah

y=0,4564*X + 2,537.

Total BAL (log cfu/ml)

Total BAL (log cfu/ml)

T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 N N " " N " "
1 3 5 7 9 11 13
Hari Fermentasi .

Hari Fermentasi

a b
Gambar 20. Pertumbuhan Total Bakteri Asam Laktat (BAL)

Mandai Higienis Tanpa Garam dengan Penambahan
Lb. casei

Keterangan: (a) Fermentasi suhu 37°C (b) Fermentasi suhu 8°C.

Bakteri Asam Laktat merupakan kelompok bakteri Gram positif
yang tidak membentuk spora serta dapar memfermentasikan karbohidrat
menjadi bakteri asam laktat (Salminen et al., 2004). Karakteristik tertentu
dari BAL yaitu tidak memiliki porfirin dan sitokrom, katalase negatif, tidak
melakukan fosforilasi transpor elektron dan hanya mendapatkan energi

dari fosforilasi substrat (Madigan dan Martinko, 2006). Beberapa faktor
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yang dapat mempengaruhi pertumbuhan asam laktat adalah kadar garam,
suhu, pH dan ketersediaan karbohidrat sebagai sumber makanan (Pelczar
dan Chan, 2005).

Berdasarkan grafik tersebut terlihat bahwa terjadi peningkatan total
BAL pada fermentasi suhu 37°C dan suhu 8°C. Peningkatan jumlah BAL
dipengaruhi adanya BAL Lb. plantarum yang mengubah gula menjadi
asam laktat dan diikuti oleh lama fermentasi sehingga asam laktat yang
dihasilkan BAL akan semakin tinggi (Armanto dan Nurasih, 2008).
Identifikasi BAL spesies Lb. plantarum hampir dapat ditemukan di seluruh
produk hasil fermentasi hewani maupun nabati (berasal dari tumbuh-
tumbuhan, sayuran, dan buah-buahan). Bakteri ini berperan dalam
mengendalikan proses fermentasi atau berasal dari lingkungan dan tumbuh

awal pada saat proses fermentasi dimulai (Corsetti dan Gobetti, 2002).

Populasi BAL dan Non BAL

Populasi BAL didapatkan melalui perhitungan jumlah koloni pada
media NA dikurang dengan jumlah koloni yang terdapat pada media
MRSA. Berdasarkan hasil perhitungan yang telah dilakukan didapatkan

jika total BAL lebih tinggi bila dibandingkan total non BAL.
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Hari Fermentasi

Il sAL Non-BAL

Gambar 21. Grafik Perbandingan Pertumbuhan Total Bakteri Asam
Laktat (BAL) dan Total Non BAL Mandai Higienis
Tanpa Garam dengan Penambahan Lb. casei

Keterangan: (a) Suhu 37°C (b) Suhu 8°C.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yani et al (2013) total
populasi BAL pada yoghurt brada pada kisaran 4,0 x 10" — 2,9 x 108
CFU/ml. Total populasi tertinggi pada yoghurt dengan campuran jus

mangga pada inkubasi hari ke-7 yaitu 2,9 x 108 CFU/ml dan terendah pada
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yoghurt tanpa penambahan jus inkubasi hari ke-1 yaitu 4,0 x 10" CFU/ml.
Hal ini dapat terjadi pada substrat yang dibutuhkan oleh mikroba di dalam
media biakan hampir habis dan terjadi penumpukan produk penghambat,

maka terjadi penurunan laju pertumbuhan BAL (Kiani et al., 2008).

Total Bakteri Asam Laktat terhadap pH

Berdasarkan metode interpolasi diketahui bahwa semakin
meningkat angka pertumbuhan BAL maka nilai pH akan semakin
menurun. Penurunan nilai pH pada fermentasi suhu 37 °C lebih cepat

dibandingkan pada fermentasi suhu 8 °C.

BAL (log cfu/ml)

Hari Fermentasi

EE BAL (log cfu/ml) -E- pH
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Gambar 22. Korelasi Pertumbuhan BAL pada Fermentasi Mandai
dengan Penambahan Lb. casei terhadap pH

Keterangan: (a) Fermentasi suhu 37°C (b) Fermentasi suhu 8°C.

Nur (2009) mengidentifikasikan bahwa mandai tergolong produk
berjenis asam, dimana nilai pH berada pada rentang 3,71-6,02. Hal serupa
disampaikan oleh Rahayu et al (1995) bahwa pH optimum pertumbuhan
bakteri asam laktat berkisar 3,80-8,00. Fermentasi mandai dengan
penambahan Lb.casei memiliki nilai pH lebih rendah. Ruzana (2011)
menyebutkan bahwa BAL menghasilkan senyawa antibakteri dimana efek
antimikroba BAL dapat memproduksi asam laktat yang mempengaruhi
penurunan pH. Nilai pH merupakan salah satu parameter mandai dalam
menentukan tingkat keasaman. pH atau nama lain dari potential of
Hydrogen adalah parameter yang digunakan untuk menentukan suatu

produk bersifat netral, asam maupun basa. pH yang rendah merupakan
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lingkungan yang baik untuk pertumbuhan lactobacilli (bakteri asam

laktat).

Bertoldi et al (2004) mengemukakan bahwa produksi asam laktat oleh
BAL akan menurunkan pH produk. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan
Taufik (2004) bahwa semakin lama waktu penyimpanan maka nilai pH
akan semakin menurun.

PENINGKATAN KADAR FENOLIK, FLAVONOID, TANIN
DAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN

Kadar Fenolik

Kadar fenolik pada produk fermentasi mandai cempedak dengan
penambahan Lb.casei mengalami kenaikan dari hari pertama sampai hari
terakhir fermentasi. Untuk fermentasi mandai pada suhu 37 °C mengalami
kenaikan lebih tinggi dibanding pada fermentasi mandai suhu 8°C.

Total fenol pada setiap metode fermentasi menunjukkan kenaikan
pada setiap hari fermentasi. Fermentasi meningkatkan total fenol, seperti
yang dilaporkan oleh Dajanata et al (2013) bahwa kandungan total fenol
menunjukkan kenaikan lebih tinggi hingga 217% dan 859% pada kedelai
hitam dan kedelai kuning yang telah difermentasi dibandingkan dengan

kacang kedelai hitam dan kedelai kuning yang tidak difermentasi.
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Gambar 23. Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Total Fenol
Mandai

Keterangan: (a) Fermentasi suhu 37 °C (b) Fermentasi suhu 8 °C

Diagram batang yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda
nyata pada taraf o 5% . Total fenol dinyatakan sebagai mg ekuivalen asam galat
dalam 1 kg sampel kering (mg GAE kg?).

Kenaikan senyawa fenol sebagai antioksidan ini diduga disebabkan

oleh adanya proses biotransformasi yaitu proses yang menggunakan enzim
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pada suatu sel tanaman untuk mengubah kelompok fungsional suatu
senyawa kimia yang terdapat didalamnya (Jayabalan, 2008).

Lb. casei memodifikasi profil komponen fenoliknya sehingga
menyebabkan perbedaan signifikan antara total fenol pada hari ketiga
hingga ketujuh yang difermentasi spontan (Rodriguez et al., 2009).

Banu et al (2010) melaporkan bahwa total fenol adonan gandum
hitam yang difermentasi dengan bakteri asam laktat (Lac. lactis ssp. Lactis,
Lb. plantarum, Lb. brevis, dan Lb. helveticus) lebih tinggi dibandingkan
dengan adonan gandum hitam yang difermentasi spontan serta
menyimpulkan bahwa tipe fermentasi dan aktivitas metabolisme bakteri
asam laktat mempengaruhi level komponen bioaktif yang dapat mengubah
total fenol dari adonan gandum hitam dan roti gandum hitam. Senyawa
fenolik diketahui memiliki aktivitas antioksidan yang bermanfaat bagi
tubuh sebagai penangkal radikal bebas dan penstabil oksigen singlet
(Ramle et al., 2008).

Senyawa fenolik meredam radikal bebas dengan mengikat ion
logam dan menginhibisi sistem enzimatis yang berperan dalam
pembentukan radikal bebas seperti cyclo-oxigenase, mono-oxigenase atau

xanthine oksidase (Puangpronpitag et al., 2008).
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Total Flavonoid

Flavonoid sering dikenal sebagai bioflavonoid yang berperan
sebagai antioksidan (Winarsi, 2007). Pengujian total flavonoid dilakukan
untuk mengetahui nilai total flavonoid yang terdapat pada mandai yang
telah di fermentasi dengan menambahkan Lb.casei selama 7 hari pada suhu
37°C dan selama 13 hari pada suhu 8°C. Pengujian ini dilakukan dengan
pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer dan nilai yang
didapat diplotkan pada kurva standar katekin.

Total flavonoid meningkat seiring dengan meningkatnya waktu
fermentasi mandai. Dajanata et al. (2013) menyatakan bahwa total
flavonoid kedelai hitam yang di fermentasi menghasilkan nilai total
flavonoid yang lebih tinggi dibandingkan dengan total flavonoid yang
tidak di fermentasi. Park et al. (2015) melaporkan bahwa total flavonoid
tanaman bunga magnolia (Magnolia denudate) meningkat seiring
bertambahnya waktu fermentasi dengan total flavonoid tertinggi didapat

pada waktu fermentasi terlama yaitu 72 jam (3 hari).
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Gambar 24. Pengaruh Waktu Fermentasi terhadap Total Flavonoid
Mandai

Keterangan: (a) Fermentasi suhu 37°C (b) Fermentasi suhu 8°C

Diagram batang yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda
nyata pada taraf o 5% . Total fenol dinyatakan sebagai mg ekuivalen asam galat
dalam 1 kg sampel kering (mg CE kg2).

Total Tanin
Senyawa tanin adalah senyawa astringent yang memiliki rasa pahit
dari gugus polifenolnya yang dapat mengikat dan mengendapkan atau

menyusutkan protein. Zat astringent dari tanin menyebabkan rasa kering
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dan puckery (kerutan) di dalam mulut setelah mengkonsumsi teh pekat,
anggur merah atau buah yang mentah (Ismarani, 2012).

Total tanin mandai yang difermentasi menggunakan Lb. casei
sebagai starter berkisar antara 65,60+3,86 mg TAE kg™ pada suhu 37°C

dan 43.42+2.8 mg TAE kg* pada suhu 8°C.
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Gambar 25. Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Total Tanin
Mandai

Keterangan: (a) Fermentasi suhu 37°C (b) Fermentasi suhu 8°C

Diagram batang yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda
nyata pada taraf o 5% . Total fenol dinyatakan sebagai mg ekuivalen asam galat
dalam 1 kg sampel kering (mg TAE kg™).
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Total Tanin yang terdapat pada mandai juga memiliki nilai yang
sangat kecil karena sampel baru dapat terbaca setelah dilakukan
pemekatan. Faktor yang mempengaruhi total tanin adalah fermentasi,
fermentasi dapat meningkatkan juga menurunkan total tanin. Sesuai
penelitian Nazarni et al (2016), bahwa ekstrak Jaruk Tegarun (bunga
Tegarun yang difermentasi) memiliki total tanin yang lebih tinggi
dibandingkan dengan ekstrak bunga Tegarun(Crataeva nurvala, Buch
HAM), sedangkan Onyango et al (2013) melaporkan bahwa total tannin
pada sorgum merah, sorgum putih dan pearl millet menurun jumlahnya
seiring bertambahnya waktu fermentasi hingga hari ke 8.

Total tanin memiliki kecenderungan semakin besar nilainya, selain
itu komponen bukan tanin hasil yang merupakan hasil metabolisme yang
terdapat pada fermentasi mandai juga dapat terhitung pada perhitungan ini
sehingga nilai total tanin dapat meningkat seiring dengan penambahan

waktu fermentasi.

Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak dilakukan dengan
menggunakan  metode DPPH. Pengukuran dilakukan  secara
spektrofotometer UV-Vis. Penentuan panjang gelombang DPPH dilakukan
pada 517 nm dan selanjutnya pengukuran dengan metode peredaman

radikal DPPH dilakukan pada panjang gelombang tersebut.
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Prinsip dari metode DPPH adalah interaksi antioksidan dengan
DPPH baik secara transfer elektron atau radikal hidrogen pada DPPH akan
menetralkan karakter radikal bebas dari DPPH. Jika semua elektron pada
radikal bebas DPPH menjadi berpasangan maka warna larutan berubah
dari ungu tua menjadi kuning terang dan absorbansi yang diukur pada
panjang gelombang 517 nm (Green, 2004; Gurav et al, 2007). Sikarwar et
al (2014) juga mengemukakan bahwa ketika suatu larutan dicampur
dengan zat yang mengandung aktivitas antioksidan, maka zat tersebut akan
mendonorkan sebuah atom hidrogen. Hal inilah yang menyebabkan warna
ungu larutan berubah menjadi kuning pucat. Warna kuning pucat
menandakan kehadiran grup pikril. Pengukuran serapan dilakukan setelah
dilakukan inkubasi selama 30 menit agar terjadi reaksi antara DPPH
sebagai radikal bebas pdengan sampel yang diuji.

Nilai 1Csy mengalami penurunan seiring berlangsungnya lama
fermentasi. Hal tersebut menunjukkan jika semakin kecil nilai ICsp maka
semakin tinggi aktivitas antioksidan dalam ekstrak etanol mandai. Ibrahim
et al. (2014) melaporkan bahwa aktivitas antioksidan teh herbal allspice,
scaphium, gora dan cinnamon yang difermentasi dengan Lb.casei lebih
tinggi dibanding dengan teh herbal yang disajikan tanpa fermentasi.
Penghambatan radikal bebas dari ekstrak buah Myrtus communis yang
difermentasi dengan Lb. plantarum lebih tinggi dibandingkan dengan yang

tidak difermentasi (Curiel et al., 2015).
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Gambar 26. Pengaruh Waktu Fermentasi Terhadap Nilai 1Cs
Mandai

Keterangan: (a) Fermentasi suhu 37°C (b) Fermentasi suhu 8°C
Diagram batang yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda
nyata pada taraf a 5% .
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PENDAHULUAN

Pengeringan adalah yang cara pengawetan tertua terhadap bahan
pangan. Proses ini penting untuk mengawetkan biji-bijian, buah-buahan,
dan sayuran. Tujuan utama dalam produk pengeringan adalah pengurangan
kadar air ke tingkat yang memungkinkan penyimpanan yang aman selama
beberapa lama. Penurunan kadar air sampai batas tertentu dapat
memperlambat laju kerusakan bahan akibat aktivitas biologis dan kimia
sebelum bahan diolah (Adiletta et al, 2013). Parameter-parameter yang
mempengaruhi waktu pengeringan adalah suhu, kelembaban udara, laju
aliran udara, kadar air awal dan kadar air bahan kering (Hii et al, 2008).
Dasar proses pengeringan adalah terjadinya penguapan air ke udara karena
perbedaan kelembaban relatif antara udara dengan bahan yang dikeringkan

(Peglow et al, 2009).
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Proses pengeringan merupakan langkah awal yang memudahkan
aplikasi produk ke bentuk-bentuk yang lebih luas. Secara garis besar,
pengeringan dapat dibedakan atas pengeringan alami dan pengeringan
buatan. Pengeringan secara alami dapat dilakukan dengan penjemuran di
bawah sinar matahari, sedangkan pengeringan buatan dilakukan dengan
menggunakan alat pengering mekanis. Pada umumnya, pengeringan yang
digunakan adalah pengeringan matahari, karena biaya operasional yang
murah (Hii et al, 2008). Permasalahan pokok pengeringan dengan sinar
matahari adalah pada kestabilan laju pengeringan akibat suhu yang
berubah-ubah selama proses pengeringan (Bal et al, 2010).

Alat pengering dengan kelembaban relatif yang rendah akan efektif
untuk mengeringkan bahan, karena uap air dari bahan akan lepas ke udara
pengering, untuk selanjutnya dibuang ke luar sistem (Fudholi et al, 2013).
Laju pengeringan dalam sistem kontinu pada umumnya dilakukan dengan
mengukur kelembaban relatif dalam sistem pengering, karena metode ini
lebih efektif dibandingkan dengan mengukur bobot bahan selama proses
pengeringan (Peglow et al, 2009). Salah satu permodelan yang digunakan
untuk mengukur laju pengeringan berdasarkan kelembaban relatif yang
diukur di dalam alat pengering adalah model Lewis atau disebut juga
metode sederhana (Efremov, 2013). Muhandri et al (2015) memodelkan
laju pengeringan sphagetti jagung dengan model Lewis dan didapatkan

korelasi (r) berkisar 0,69 hingga 0,92. Model Page untuk laju pengeringan
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umumnya akan meningkatkan korelasi (r) antara waktu pengeringan
terhadap In (-In (MR)).

Berkaitan dengan hal tersebut, proses kontrol berbasis platform
terbuka untuk alat pengering diteliti oleh Santoso (2014) telah
diujicobakan pada produk daun pandan dan chip jahe. Platform sistem
kontrol yang digunakan adalah Arduino, salah satu perangkat terbuka yang
relatif mudah untuk dirangkaikan dengan berbagai sensor (Bell, 2014).
Desain alat awal yang telah diteliti tersebut dievaluasi dan dikembangkan
lebih lanjut oleh Setiawan (2015) terhadap produk pandan, jahe, pisang,
dan singkong. Rahmadi et al (2016) menguji performa alat tersebut dengan

bahan mandai (cempedak yang difermentasi).

TEKNIK PENGERINGAN

Bahan baku buah cempedak diperoleh dari pasar di sekitar
Samarinda, Kalimantan Timur. Bagian kulit buah cempedak selanjutnya
difermentasi menurut metode Rahmadi et al (2013).

Alat pengering yang digunakan adalah hasil penelitian fundamental
dari penulis pertama (Rahmadi et al, 2016) dibantu oleh Setiawan (2015).
Sensor pengukur kelembaban relatif yang digunakan adalah DHT22
dengan sensitivitas 0 s$.d.100% dan akurasi +5% (Saptadi, 2014).
Pengeringan bertenaga hibrid matahari dan elemen pengering bertenaga

listrik (104 W, suhu kerja maksimum 60 °C) digunakan pada daun pandan.
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Dikarenakan keadaan cuaca yang tidak menentu, bahan-bahan yang lain
dikeringkan menggunakan simulasi matahari (lampu pijar 200 W) dan
elemen pengering. Data diperoleh dengan mengirimkan hasil pembacaan
sensor DHT22 ke komputer monitor setiap 5-10 detik. Data kemudian
diolah dengan menggunakan Microsoft Excel versi 2016 untuk
menghitung nilai rasio kelembaban (MR) dan menentukan regresi linier
dari rumus model Lewis dan Page.

Untuk mengukur MR digunakan persamaan (1) yang terdiri dari nilai
kelembaban pada detik ke-i (M;) dikurangi dengan nilai kelembaban pada
kondisi setimbang (Me). Hasil ini kemudian dibagi dengan nilai yang
diperoleh dari pengurangan nilai kelembaban awal (M,) terhadap M.

(Boubekri et al, 2009).

Mi_Me
MR = ——
Mo_Me

(Persamaan 1)

Model Lewis secara umum dapat dilihat pada persamaan (2).
MR = e7k*t

(Persamaan 2)
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Setelah diturunkan, maka, nilai logaritma natural dari MR akan
berbanding lurus dengan kemiringan (-k) terhadap waktu pengeringan

(Persamaan 3)

In(MR) = —ket
(Persamaan 3)

Model Page didapatkan dengan menurunkan persamaan (3) lebih
lanjut, sehingga diperoleh persamaan (4)

In (—In(MR)) = In (k) + n ot
(Persamaan 4)

A

200,00 400,00 600,00 800,00 1.000,00

(1,00)
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(4,00)
)
)
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In (MR)

(5,00
(6,00

(7,00
Waktu (menit)

Gambar 27. Grafik In(MR) Pengeringan Mandai

Keterangan: Suhu (A) 45 dan (B) 50 °C
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Pengeringan mandai dilakukan dalam dua suhu yang berbeda, yakni
45 dan 50 °C. Pada suhu yang lebih rendah, nilai koefisien k adalah lebih
rendah, sehingga grafik regresi linier yang dihasilkan lebih landai.
Akibatnya adalah penguapan uap air dari bahan berlangsung lebih lambat
dibandingkan pada suhu lebih tinggi, Ini sejalan dengan hasil penelitian
Muhandri et al (2015) yang menyatakan bahwa dalam pengeringan
sphagetti jagung, nilai k pada suhu pengeringan 41 °C adalah lebih kecil
dibandingkan pada suhu 63 °C. Menurut Gunhan et al (2005), faktor utama
yang menentukan kecepatan pengeringan adalah suhu udara panas yang
digunakan. Semakin tinggi selisih suhu yang digunakan, pengeringan akan
berlangsung semakin cepat. Mencermati hasil penelitian Muhandri et al
(2015), model Page untuk laju pengeringan pada umumnya akan
meningkatkan korelasi (r) antara waktu pengeringan terhadap nilai In (-In
(MRY)). Penerapan model yang berbeda umumnya dilakukan apabila model
Lewis yang sederhana tidak mampu menjawab pendekatan permodelan
laju pengeringan (Gambar 26).

Mandai memiliki nilai k dari model Lewis yang rendah. Ini
disebabkan karena hasil fermentasi kulit cempedak ini lebih padat,
sehingga harus dibuburkan terlebih dahulu sebelum produk dapat
dikeringkan. Akan tetapi, model Lewis sudah cukup baik untuk

memodelkan laju pengeringan pada produk ini dengan nilai korelasi yang
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tinggi, yakti 0,90 dan 0,96, sehingga perhitungan dengan model Page tidak

dilanjutkan.
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