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ABSTRACT

SDA (Sabouraud Dextrose Agar) and PDA (Potato Dextrose Agar) are among common medium
agar used for mold n yeast growth. Due to its high price, many educational institutions are using
homemade PDA as an alternative. This homemade PDA are consist of potato stewed water and
agar nutrient for cost saving. This research is conducted to compare the quality of 3 cultivated
Saccharomyces cerevisiae in SDA, PDA, and homemade PDA. This research was an
experimental study, started by inoculate 3 different medium-grown S. cerevisiae into pineapple
juice. The quality of S. cerevisiae are assessed from fermentation capability as seen from
alcohol content and reducing sugar level. The result show a different quality between 3 different
medium-grown S. cerevisiae with p value < 0,05 in alcohol content and reducing sugar of SDA
(29.91% and 0.39%), PDA (29.61% and 0.38%) and homemade PDA (24.02% and 0.6%)
consecutively.
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PENDAHULUAN

Khamir merupakan jamur bersel satu yang dapat ditemukan hidup bebas di alam. Salah satu
keunikan dari khamir adalah memiliki kemampuan melakukan fermentasi dengan memecah
senyawa organik kompleks menjadi molekul yang lebih sederhana dalam pembentukan energi
tanpa melibatkan oksigen (Purwoko, 2007). Kemampuan fermentasi ini digunakan oleh masyarakat
dalam pembuatan produk makanan. Salah satu jenis khamir yang umum digunakan adalah
Saccharomyces cerevisiae, yang digunakan dalam proses pembuatan roti dan alkohol. Khamir ini
cukup mudah didapatkan dalam bentuk kemasan dan harganya relatif tidak mahal.

Dalam pertumbuhannya, khamir memerlukan nutrisi tertentu yang disebut mycological
peptone. Molekul ini umumnya terdapat pada media Saboraud’s Dextrose Agar (SDA). Media
SDA juga memiliki kelebihan pada kondisi pH yang asam (sekitar 5,0) yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri (Waluyo, 2007). Selain SDA, juga terdapat Potato Dextrose Agar (PDA)
yang umum digunakan untuk kultur kapang dan khamir. PDA lebih umum digunakan untuk
enumerasi khamir dalam suatu sampel atau produk makanan. Berbeda dengan SDA, PDA
mengandung sumber karbohidrat yang terdiri atas 20% ekstrak kentang dan 2% glukosa (Kawuri
dkk, 2007). Kedua jenis media tersedia di pasaran dalam bentuk padat, dengan proses penyiapan
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yang mudah. Kekurangan dari kedua media ini terletak pada harganya yang relatif mahal. Hal ini
kemudian menyebabkan beberapa institusi pendidikan dan laboratorium umumnya memilih
menggunakan media agar racikan sendiri sebagai alternatif media pertumbuhan untuk menghemat
biaya.

Pembuatan media racikan umumnya dilakukan dengan menggunakan bahan alternatif yang
memiliki kadar karbohidrat tinggi seperti halnya ciri media PDA. Beberapa bahan alam yang dapat
digunakan sebagai alternatif bahan media antara lain: pati singkong (Kwoseh et al., 2012), sagu
(Tharmila et al., 2011), ubi jalar putih (Rohmi dkk., 2019), umbi tanah, kacang tunggak, kacang
hijau, kedelai hitam (Ravimannan et al., 2014), sayur-sayuran seperti wortel, tomat, kubis, dan labu
(Deivanayaki et al., 2012). Penelitian oleh Octavia & Wantini (2007) menunjukkan bahwa tidak
ada perbedaan pertumbuhan Aspergillus flavus antara media PDA dengan media agar singkong
(Manihot esculenta Crantz). Penelitian lain oleh Basarang dkk (2018) yang menggunakan media
bekatul juga menunjukkan hasil yang sama untuk pertumbuhan Candida albicans dan A. niger.

Kentang merupakan hasil kekayaan alam yang melimpah di Indonesia yang memiliki banyak
potensi untuk dimanfaatkan. Salah satu potensi kentang adalah dapat digunakan sebagai bahan
pembuat media. Kadar protein pada kentang masih lebih tinggi jika dibandingkan dengan jenis
umbi lain dan biji serealia. Kentang juga mengandung sedikit lemak dan kolesterol. Kandungan
nutrisi pada kentang ini dinilai cocok untuk menumbuhkan kapang karena memiliki nilai
karbohidrat dan protein yang lumayan tinggi.

Pada penelitian-penelitian sebelumnya telah diketahui bahwa tidak ada perbedaan
pertumbuhan kapang dan khamir antara media racikan dan PDA, namun masih belum diketahui
bagaimana kualitas dari khamir dan kapang yang ditumbuhkan dari media racikan. Penelitian ini
bertujuan untuk menelaah kualitas khamir S. cerevisiae yang ditumbuhkan dari ketiga media
(SDA, PDA, dan PDA racikan). Kualitas khamir dilihat berdasarkan kemampuan melakukan
fermentasi alkohol. Kemampuan fermentasi dalam penelitian ini dilihat dari kadar alkohol dan
kadar gula reduksi yang dihasilkan.

METODOLOGI PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain: blender (Phillips), oven (Memmert),
inkubator (Memmert), Erlenmeyer (Pyrex), botol kaca volume 1 liter, cawan petri (Pyrex), otoklaf
(All American), aluminium foil, batang pengaduk, kompor, saringan, piknometer (Duran), buret
(Herma), ose, lampu spiritus, pipet volume (Herma), corong kaca (Herma), spinball (Herma), statif,
set alat destilasi.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain: media PDA (E Merck), SDA
(E Merck), kentang, agar-agar (Swallow), akuades, NaCl 0,85%, sari buah nanas, gula dextrose,
kultur murni yeast Saccharomyces cerevisiae, gula pasir, larutan Luff Schrool, larutan KI 20%,
larutan H2S04 25%, larutan Na2S203 0,1 N, larutan HCI 25%, indikator kanji 0,5%, larutan
NaOH 0,1 M, timbal asetat setengah basa, dan larutan (NH4):HPO4 10%.

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan selama bulan Desember 2018 — Mei 2019 di Laboratorium Medis
dan Laboratorium Kimia Program Studi DIl Analis Kesehatan Politeknik Katolik Mangunwijaya
Semarang.
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Prosedur Penelitian

Penelitian ini menggunakan 27 sampel nanas madu (Ananas comosus Mer.) yang
difermentasi menggunakan S. cerevisiae yang ditumbuhkan pada 3 media berbeda: PDA racikan,
PDA jadi, dan SDA jadi. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang bertujuan
membandingkan kualitas S. cerevisiae yang ditumbuhkan pada ketiga media berbeda tersebut.
Adapun langkah-langkah yang dilakukan adalah sebagai berikut:

PREPARASI MEDIA DAN PEMBUATAN KULTUR S. Cerevisiae

Dibuat media SDA (E Merck), PDA (E Merck) sesuai dengan petunjuk di kemasan. Untuk
media PDA racikan dibuat dengan cara ditimbang kentang seberat 200 g yang dipotong kecil,
ditambah 1 liter akuades dan dipanaskan hingga mendidih selama 20 menit. Disaring hingga
didapatkan larutan ekstrak kentang yang jernih. Ditambahkan 20 g dextrose dan 15 agar, kemudian
dihomogenisasikan, dan dipanaskan hingga mendidih. Semua media yang diperoleh disterilisasi
dengan otoklaf, kemudian ditambah dengan kloramfenikol sebanyak 200 ppm, dan dituangkan
pada cawan petri sebanyak 20 ml, dibiarkan memadat.

Kultur murni Saccharomyces cerevisiae digoreskan pada permukaan ketiga jenis media yang
telah memadat. Diinkubasi pada suhu ruang selama 3x24 jam. Kultur yang tumbuh pada ketiga
jenis media yang berbeda inilah yang akan dibandingkan kemampuannya dalam melakukan
fermentasi pada sari buah nanas. Setelah tumbuh kultur pada media padat, dibuat suspensi
Saccharomyces cerevisiae dari masing-masing media, disuspensikan pada NaCl fisiologis, dan
disetarakan kekeruhannya dengan larutan standard McFarland 0,5.

PREPARASI SARI BUAH NANAS

Nanas dipotong dan ditimbang sebanyak 3 kg, ditambahkan 1 liter akuades, dihaluskan
dengan blender kemudian disaring. Ditambahkan gula pasir sebanyak 15% dari volume sari buah
yang didapat, ditutup rapat dan disterilisasi dengan otoklaf.

PREPARASI STARTER

Disiapkan 3 botol berisi 100 ml sari buah nanas steril, ditambahkan masing-masing 1 ml
suspensi S. cerevisiae hasil kultur dari media SDA (E Merck), PDA (E Merck), dan PDA racikan
yang telah disetarakan dengan larutan Standard McFarland 0,5 untuk mendapatkan jumlah awal
khamir yang sama. Diinkubasi selama 5 hari pada suhu ruang ruang (Azizah et al., 2012).

FERMENTASI SARI BUAH

Fermentasi dilakukan pada 3 kelompok berdasarkan jenis media kultur, dengan masing-
masing kelompok berjumlah 9 botol replikasi. Pada media fermentasi ditambahkan larutan starter
sebanyak 15 % berdasarkan kelompok yang telah ditentukan. Dilakukan inkubasi selama 5 hari
pada suhu ruang (Azizah et al., 2012).

PENETAPAN KADAR ALKOHOL

Penetapan kadar alkohol dan gula reduksi dilakukan pada hari ke-0, 3 dan 5 proses
fermentasi. Kadar alkohol ditetapkan menggunakan metode destilasi dengan piknometer. Sebanyak
100 ml sampel dan 50 ml akuades dimasukkan ke dalam labu destilasi. Dilakukan destilasi hingga
didapatkan hasil destilat sebanyak 100 ml. Destilat ditampung dengan piknometer yang sama
hingga mencapai garis tanda. Destilat didinginkan pada suhu 20°C selama 15 menit. Miniskus
diatur pada garis tanda kemudian diangkat dan didiamkan selama 15 menit sebelum ditimbang.
Piknometer kosong ditimbang dan dibandingkan dengan akuades pada suhu 20°C.
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Berat etil alkohol pada suhu 20°C

Bj Etil Alkohol hu 20°C =
1= ohol pada suhu 20°C Berat akuades pada suhu 20°C

PENETAPAN KADAR GULA REDUKSI
Kadar gula reduksi ditetapkan menggunakan metode Luff Schoorl (BSN, 2008). Sampel
ditimbang sebanyak 2 g dan dimasukkan ke dalam labu ukur 250 ml, ditambahkan air dan dikocok.
Ditambahkan 5 ml Pb-asetat setengah basa dan dihomogenisasikan. Diteteskan 1 tetes larutan
(NH4)2HPO, 10%, apabila timbul endapan putih maka penambahan Pb-asetat setengah basa sudah
cukup. Ditambahkan 15 ml larutan (NH4).HPO, 10%. Untuk menguji apakah Pb-asetat setengah
basa sudah diendapkan seluruhnya, teteskan 1-2 tetes (NH4)HPO4 10%, apabila timbul endapan
menandakan penambahan (NH4),HPO, 10% sudah cukup. Digoyangkan dan tepatkan isi labu ukur
sampai garis tanda dengan air suling, kocok 12 kali, kemudian disaring. Dipipet 10 ml larutan hasil
penyaringan dan masukkan ke dalam Erlenmeyer 500 ml. Ditambahkan 15 ml air suling dan 25 ml
larutan Luff Schrool menggunakan pipet, serta beberapa butir batu didih. Dihubungkan Erlenmeyer
dengan pendingin tegak, panaskan di atas pemanas listrik, usahakan dalam waktu 3 menit sudah
harus mendidih. Dipanaskan selama 10 menit kemudian angkat dan segera didinginkan dalam bak
berisi es. Setelah dingin ditambahkan 10 ml larutan KI 20% dan 25 ml larutan H,SOs 25%.
Dilakukan titrasi dengan Na;S;03 0,1 N dengan indikator kanji 0,5% (V1). Kerjakan penetapan
blanko dengan 25 ml air dan 25 larutan Luff Schrool seperti cara di atas (V2).
W1 X fp

Gula reduksi (%) = W X 100%
Keterangan:
W, = hasil pengurangan volume titer blanko dengan volume titer sampel (V2-V1)
fp = faktor pengenceran
W = berat sampel (mg)

ANALISIS DATA

Data yang akan diperoleh pada penelitian ini berupa data kuantitatif kadar alkohol dan kadar
gula reduksi hasil fermentasi. Analisis data dilakukan secara kuantitatif menggunakan SPSS 23.0
dengan metode Two-way Anova.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses fermentasi sari buah nanas dilakukan selama 5 hari menggunakan khamir S.
cerevisiae yang ditumbuhkan pada ketiga media. Hasil pengukuran menunjukkan terjadi kenaikan
pada kadar alkohol dan penurunan kadar gula reduksi pada hari ke-3 dan ke-5. Hal yang berbeda
ditemukan pada media PDA racikan yang didapatkan hasil bahwa kadar alkohol tidak mengalami
peningkatan pada hari ke-3. Hasil penelitian menunjukkan bahwa khamir S. cerevisiae dari ketiga
media menghasilkan kadar alkohol dan kadar gula reduksi yang berbeda. Kadar alkohol tertinggi
diperoleh oleh media SDA jadi (29,91%) diikuti oleh media PDA jadi (29,61%) dan PDA racikan
(24.02%) (Gambar 1). Pada kadar gula reduksi hasil terendah dihasilkan oleh media PDA jadi
(0,38%), diikuti oleh media SDA jadi (0,39%) dan PDA racikan (0,60%) (Gambar 2).
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Gambar 2. Grafik kadar gula reduksi berdasarkan jenis media

Hasil analisis statistik menunjukkan adanya perbedaan kadar alkohol antara ketiga media
didapatkan (p < 0,05). Perbedaan signifikan (p < 0,05) juga ditemukan antara kadar gula reduksi S.
cerevisiae PDA racikan terhadap PDA jadi dan SDA. Sedangkan pada perbandingan kadar gula
reduksi antara media PDA jadi dan SDA tidak ditemukan perbedaan (p > 0,05). Pengujian
dilanjutkan dengan uji korelasi untuk mengetahui ada tidaknya hubungan antara kadar alkohol
dengan kadar gula reduksi dalam proses fermentasi yang dilakukan. Hasil uji korelasi menunjukkan
bahwa terdapat hubungan yang sangat kuat antara kadar alkohol dengan kadar gula reduksi (nilai
koefisien -0,94) (Tabel 3), dan arah korelasi negatif. Hal ini menunjukkan kenaikan kadar alkohol
akan diikuti oleh penurunan kadar gula reduksi, dan sebaliknya.

Tabel 1. Hasil uji post hoc kadar alkohol dan kadar gula reduksi
Nilai p
Kelompok Media yang Diuji Kadar Gula Kadar
Reduksi Alkohol

PDA Racikan PDA Jadi 0,00 0,00
SDA Jadi 0,00 0,00
PDA Jadi SDA Jadi 0,33 0,00
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Tabel 2. Hasil uji post hoc kadar gula reduksi dan kadar alkohol
berdasar kelompok waktu

Nilai p
Kelompok Waktu Kadar Gula Kadar
Reduksi Alkohol
0 hari 3 hari 0,00 0,00
5 hari 0,00 0,00
3 hari 5 hari 0,00 0,00

Tabel 3. Uji korelasi kadar alkohol dan gula reduksi
Koefisien korelasi -0,94
Nilai p 0,00

Pada Tabel 2 dapat dilihat adanya perbedaan signifikan (p < 0,05) pada kadar alkohol dan
gula reduksi dalam variabel lama waktu fermentasi (0, 3, dan 5 hari) yang digunakan, menunjukkan
bahwa waktu berpengaruh dalam fermentasi. Hal ini selaras dengan penelitian oleh Hanum dkk
(2013) yang menemukan bahwa lama waktu fermentasi memengaruhi jumlah, densitas, dan kadar
etanol. Adanya perbedaan tersebut menandakan bahwa proses pertumbuhan dan aktivitas khamir
masih berjalan dengan cepat pada hari ke-3 dan ke-5, yang ditunjukkan dengan adanya proses
pemecahan gula reduksi menjadi alkohol sehingga kadar gula reduksi menurun dan kadar alkohol
meningkat. Meningkatnya kadar alkohol pada hari ke-3 dan ke-5 diduga masih merupakan fase
eksponensial dari pertumbuhan khamir S. cerevisiae. Proses fermentasi oleh sel khamir
berlangsung dalam kondisi anaerob akan menghasilkan NAD™* dari piruvat. Piruvat mengalami
dekarboksilasi melalui enzim piruvat dekarboksilase menjadi asetaldehid (CH;COH) dan CO..
Asetaldehid kemudian berperan sebagai penerima elektron. Asetaldehid kemudian sebelum akan
tereduksi menjadi etanol melalui bantuan enzim etanol dehidrogenase. Proses pembentukan NAD*
dihasilkan melalui aktivitas enzim etanol dehidrogenase ini. Pembentukan NAD™ ditujukan sebagai
penyeimbang redoks dan penggerak bagi proses glikolisis (Walker & Stewart, 2016).

Gambar 1 juga menunjukkan bahwa S. cerevisiae yang ditumbuhkan pada media PDA
racikan tidak optimal dalam memecah gula reduksi menjadi alkohol yang ditunjukkan dengan tidak
adanya kenaikan kadar alkohol pada hari ke-3. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh kadar gula
yang rendah pada media PDA racikan. Media PDA racikan terbuat dari kentang dengan kadar gula
0,13% (Satria, 2004), sedangkan PDA jadi memiliki kadar gula 2% (Cappucino & Sherman, 2014).
Kadar gula yang rendah dapat menghambat proses metabolisme dan pembelahan sel khamir
(Judoamidjoyo dkk, 1990). Hal ini menyebabkan khamir yang ditumbuhkan tidak dapat bertumbuh
dan berkembang secara optimal. Karbohidrat akan dipecah oleh khamir menggunakan enzim
invertase menjadi gula-gula sederhana yang berperan sebagai sumber karbon dan sumber energi
bagi pertumbuhan dan perkembangan khamir. Kemungkinan lain dapat disebabkan oleh kualitas
bahan pembuat media karena PDA racikan dibuat dengan menggunakan ekstrak kentang yang
dibeli dari pasar sehingga tidak terstandarisasi dalam hal kandungan nutrisi. Hal ini tentu berbeda
dengan media PDA jadi yang proses pembuatannya sudah melewati proses quality control yang
lebih baik sehingga dapat diasumsikan bahwa komposisi nutrisi kentang yang digunakan lebih
seragam dan terstandar. Pada penelitian ini ditemukan juga bahwa meskipun pada hari ke-3 kadar
alkohol relatif stabil (+ 4%) pada S. cerevisiae media PDA racikan, namun tetap ditemukan adanya
penurunan kadar gula reduksi. Adanya kadar alkohol pada hari ke-O disebabkan oleh keberadaan
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khamir alami Hanseniaspora uvarum dan Pichia guilliermondii pada nanas. Khamir dapat
ditemukan pada kulit maupun potongan buah nanas. P. guilliermondii dapat melakukan fermentasi
dengan memanfaatkan sukrosa dari nanas. Fermentasi ini akan bertahan selama 2 hari, dikarenakan
pada hari ke-3 P. guilliermondii akan mengalami penurunan populasi (Chanprasartsuk et al., 2010).

Kadar alkohol tertinggi dihasilkan oleh khamir S. cerevisiae yang ditumbuhkan pada media
SDA. Hasil statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan antara kadar alkohol SDA terhadap
PDA jadi dan PDA racikan. Keunggulan kualitas khamir S. cerevisiae pada media SDA disebabkan
karena media SDA memiliki kandungan mycological peptone. Mycological peptone tersusun atas
intisari enzimatik jaringan hewan yang ditambahkan ke dalam media agar dekstrosa (Bridson,
2006), yang berfungsi sebagai penyedia nitrogen dan mikronutrien yang dibutuhkan dalam
pertumbuhan khamir. Studi lain menunjukkan bahwa kekurangan sumber nitrogen seperti asam
amino alanin, arginin, aspargin, glutamin, glysin, dan serin dapat menurunkan kemampuan
fermentasi dari S. cerevisiae (Kemsawasd et al., 2015). Hal ini dikarenakan nitrogen berperan
penting dalam pertumbuhan khamir. Namun, khamir S. cerevisiae menggunakan nitrogen untuk
memenuhi cadangan intraselular daripada untuk reproduksi. Cadangan nitrogen ini yang kemudian
akan digunakan ketika ketersediaan nitrogen pada lingkungan eksternal telah habis seiring
berjalannya waktu (Gutierrez et al., 2016, Kusmiati et al., 2012). Kondisi perbedaan nutrisi antar
media ini juga yang menjadi penyebab terdapat perbedaan signifikan kadar gula reduksi antara
media PDA racikan dengan PDA jadi dan SDA. Hal ini selaras dengan penelitian yang dilakukan
oleh Wachid dan Ningrum (2017) yang menemukan adanya perbedaan kemampuan fermentasi
khamir S. cerevisiae yang ditumbuhkan pada media PDA dan media racikan dari kulit singkong.
Tidak adanya perbedaan antara kadar gula reduksi PDA jadi dan SDA jadi kemungkinan
disebabkan karena kedua jenis media memiliki kandungan glukosa yang sama (40 gram/L)
sehingga khamir S. cerevisiae yang ditumbuhkan memiliki kualitas yang sama. Mengingat kadar
alkohol yang dihasilkan pada hari ke-5 antara media PDA jadi (29,61%) dan SDA (29,91%)
memiliki nilai yang hampir sama, hal ini menunjukkan bahwa kualitas khamir S. cerevisiae yang
dihasilkan tidak berbeda.

Media fermentasi yang digunakan pada penelitian ini adalah sari buah dari nanas madu.
Nanas madu memiliki tingkat keasaman atau pH sebesar 3 — 4,5, nilai pH tersebut merupakan
kondisi ideal untuk pertumbuhan khamir (Fikania, 2017). Nanas madu juga memiliki kandungan
gula atau tingkat kemanisan yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan jenis nanas lainnya
sehingga penggunaan nanas madu lebih efektif bagi S. cerevisiae untuk melakukan fermentasi.
Kadar air pada nanas madu juga cukup tinggi yakni mencapai 84% dalam 100 g nanas, sehingga
cocok digunakan sebagai media fermentasi (Kusumawati dkk, 2019).

Pemilihan S. cerevisiae sebagai khamir agen fermentasi dikarenakan sifat S. Cerevisiae yang
toleran terhadap kadar alkohol tinggi dan kadar asam, serta mudah didapatkan (Arroyo-L6pez et al.
2010; Pina et al. 2004, Garcia-Rios & Guillamon, 2019). Dibandingkan khamir spesies lain yang
dapat melakukan fermentasi (Lachancea thermotolerans and Torulaspora delbrueckii), S.
cerevisiae memiliki efektitivitas kecepatan produksi etanol tinggi (22 mmol/g h) dan hasil
biomassa yang rendah (0,13 g/g). Hal ini tentu lebih baik jika dibandingkan dengan khamir
fermentasi lain seperti L. thermotolerans and T. delbrueckii yang memiliki kecepatan produksi
etanol lebih rendah (6,13 mmol/g h) dan hasil biomassa lebih tinggi (0,27 g/g) (Merico et al.,
2007).
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SIMPULAN

Jenis media memengaruhi kualitas S. cerevisiae dalam kemampuan melakukan fermentasi.
Media SDA menghasilkan khamir S. cerevisiae dengan kualitas terbaik yang ditunjukkan dengan
kemampuan menghasilkan alkohol tinggi (29,91%) dan kadar gula reduksi rendah (0,39%), diikuti
oleh media PDA (29,61% & 0,38%) dan PDA racikan (24,02% & 0,60%). Perbedaan kualitas
khamir S. cerevisiae disebabkan karena perbedaan kandungan nutrisi. Media SDA memiliki
keunggulan pada kandungan mycological peptone yang merupakan nutrisi penting untuk
pertumbuhan kapang dan khamir.
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