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Abstract. Fresh cheese is a dairy product produced from the
coagulation process of milk using the rennin enzyme which does not
require a ripening process. Extracellular proteolytic enzymes for
cheese production can be produced from pineapple (Ananas
comosus L. Merr) and microbes, such as Lactic Acid Bacteria (LAB)
and yeast. This study aims to obtain Lactic Acid Bacteria (LAB) and
yeast which have the potential for extracellular protease and Milk
Clotting Activity (MCA) from fresh cheese and pinapple extract. The
results showed that the total LAB from fresh cheese using pineapple
was 5.6 x 10° CFU/g, from pineapple extract was 4.6 x10? CFU/ml,
and from pasteurized milk was 1.9 x 10" CFU/ml. The total yeast
from fresh cheese using pineapple was 5.1 x 10 CFU/g, from
pineapple extract was 4.2 x 10" CFU/m and pasteurized milk was 4.0
x 10° CFU/ml. In this study found 8 LAB isolates from pineapple
extract and fresh cheese had proteolytic activity with a proteolytic
index value between 0.17 to 2.14 and had MCA abilities of 24 to 233
SU/ml. 5 yeast isolates from pineapple extract and fresh cheese that
had proteolytic activity with a proteolytic index value between 1.14
to 2.14 and had MCA abilities of 1.7 to 2.1 SU/ml. LN-3 and YN-4
were the best isolates because they had a low proteolytic value with
a high MCA value. BAL isolates from fresh cheese using pineapple
belong to the genus Leuconostoc and Lactobacillus. Yeast isolates
from fresh cheese using pineapple and Yeast from pineapple extract
is belong to the genus Pichia. This study indicates that LAB and Yeast
isolated from fresh cheese and pineapple extract cheese have
extracellular proteolytic potential and Milk Clotting Activity (MCA).
Keywords : Extracellular proteolytic, Fresh cheese, Lactid acid
bacteria, Milk Clotting Activity,
(Ananas Comosus (L) Merr), Yeast.
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PENDAHULUAN

Keju merupakan produk olahan
pangan yang dihasilkan dari proses
koagulasi protein susu. Salah satu jenis
keju yang dapat ditemukan di pasaran
adalah fresh cheese atau keju segar.
Fresh cheese merupakan jenis keju
dengan tekstur lunak, serta tidak
membutuhkan proses pematangan
(Nugroho, dkk. 2018). Direktorat Jen-
deral Peternakan dan Kesehatan
Hewan Kementerian Pertanian (2022)
menyatakan konsumsi keju di Indo-
nesia pada tahun 2022 sebesar 1,251 ons
kapita/tahun, hasil tersebut meningkat
dibandingkan tahun 2017 yang hanya
0,261 ons kapita/tahun. Saat ini pro-
duksi keju sulit ditingkatkan karena
ketersediaan enzim penggumpal susu
yaitu rennin hanya dapat memenubhi
20-30% permintaan koagulan industri
keju (Alihanoglu, dkk. 2018)

Proses pembuatan keju melibatkan
koagulasi susu secara enzimatik meng-
gunakan rennin dan pengasaman susu.
Penggumpalan terjadi karena rennin
memotong ikatan kappa-kasein pada
ikatan Phe;os - Met;os (Setiadarma, dkk.
2020). Penggunaan rennin pada keju
masih diperdebatkan status kehalalan-
nya menurut agama islam bergantung
pada faktor penyembelihan hewan
(Amen, dkk. 2020). Penggunaan rennin
sebagai sumber protease dapat
digantikan oleh bahan lain yang
berasal dari hewan, mikroorganisme
maupun tumbuhan (Susanti dkk. 2019).
Beberapa tumbuhan seperti nanas,
pepaya dan ficin diketahui mengan-
dung enzim protease.

Nanas (Ananas Comosus (L.) Merr)
mengandung bromelin yang dapat
menggumpalkan keju, karena dapat
menghidrolisis protein sehingga dapat
digunakan sebagai alternatif rennin
dalam pembuatan keju. Bromelin ter-
dapat pada semua bagian nanas,
dengan kandungan tertinggi pada
buah nanas matang (Komansilan, dkk.
2019). Vergara-alvarez dkk. (2019)
menyatakan ekstrak bromelin pada
konsentrasi 5% memiliki potensi
sebagai koagulan dalam produksi keju
dengan kualitas terbaik. Selain itu,
nanas juga menjadi tempat per-
tumbuhan BAL yang optimal karena
mengandung nutrisi untuk perkem-
bangannya, pH yang rendah dan
protein yang tinggi (Yang, dkk. 2016).

Bakteri asam laktat (BAL) dan
khamir diketahui memiliki aktivitas
proteolitik ekstraseluler (Ahmad &
Hassan, 2019; Frohlich-Wyder, dkk.
2019). Beberapa enzim proteolitik
ekstraseluler yang dihasilkan oleh BAL
dan khamir memilki kemampuan
untuk melakukan aktivitas pembekuan
susu atau Milk Clotting Activity (MCA)
yang merupakan tahap terpenting
dalam pembuatan keju. Kemampuan
enzim dalam menghidrolisis kasein
dapat dilihat dari kecepatan waktu
penggumpalan (Guevara & Daleo,
2018). BAL yang biasa digunakan
dalam proses pembuatan keju antara
lain adalah Lactobacillus bulgraricus,
Lactobacillus lactis (Nugrahadi, dkk.
2020). Kadar air yang tinggi dalam
fresh  cheese dapat digunakan
mikroorganisme tumbuh (Hamzah,
dkk. 2022). Méndez-Romero dkk.
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(2021) menyatakan bahwa pada fresh
cheese ditemukan BAL lebih dengan
genus yang paling banyak adalah
Lactococcus,  Streptococcus,  Lacto-
bacillus, dan Leuconostoc. BAL juga
dapat diperoleh dari buah nanas yaitu
Lactiplantibacillus plantarum, Furfuri-
lactobacillus rossiae dan Lactobacillus
acidophillus Y1 (Barbosa, dkk. 2022;
Phong, dkk. 2017; Riani, dkk. 2020).
Cagno dkk. (2010) menyatakan bahwa
khamir yang teridentifikasi pada buah
nanas adalah Pichia gulliermondii.
khamir yang ditemukan pada keju
adalah Debaryomycess hanseii dan
Yarrowia lipolytica (Bintsis, 2021).
Potensi proteolitik dari BAL dan
khamir dapat diidentifikasi secara
kualitatif pada media padat yang
mengandung protein (Fitriana & Asri,
2021). Protease ekstraseluler yang
dieksresikan isolat BAL dan khamir
menghidrolisis substrat kasein (skim)
menjadi potongan peptida yang lebih
kecil sehingga terbentuk zona bening
disekitar koloni pada media selektif.
Skrining aktivitas proteolitik dilakukan
menggunakan media selektif yaitu
MRSA (BAL) dan MEA (khamir) yang
ditambahkan skim susu 3% (Putranto,
dkk. 2020). Jumlah BAL dan khamir
dihitung menggunakan metode 7ofa/
Plate Count. Pengukuran aktivitas
enzim dilakukan secara kualitatif
melalui wuji Milk Clotting Activity.
Karakterisasi isolat potensial dilakukan
secara morfologi dan biokimia. Enzim
proteolitik dari mikroorganisme dinilai
lebih menguntungkan karena mudah
diproduksi dalam waktu singkat dan
skala lebih besar, enzim lebih stabil,

serta tidak dihasilkan flavor pahit
(Putranto, 2018; Soeka & Sulistiani,
2017)

Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui keberadaan bakteri asam
laktat dan khamir dalam ekstrak dan
fresh cheese nanas yang memiliki
potensi proteolitik dan Milk Clotting
Activity. Hasil dari penelitian ini
diharapakan dapat dijadikan acuan
sebagai pengganti rennin dalam
pengembangan produksi keju.

MATER DAN METODE PENELITIAN
1. Preparasi dan Sterilisasi Alat dan

Bahan

Alat-alat yang akan digunakan
dicuci terlebih dahulu kemudian
dikeringkan. Alat dan bahan disteri-
lisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C dengan tekanan 1 atm
selama 15-20 menit.

2. Pembuatan Ekstrak Nanas

Pembuatan ekstrak nanas meng-
gunakan buah nanas madu varietas
cayyene asal subang yang matang
dengan umur panen terhitung 18-24
bulan sejak penanaman. Nanas di-
bersihkan kemudian dipotong buah-
nya. Potongan daging buah nanas di-
timbang sebanyak 200 g dan dihan-
curkan menggunakan blender. Ekstrak
disaring dengan menggunakan sari-
ngan 60 mesh agar hasil ekstrak buah
nanas terpisah dari ampasnya (Rai-
santi, dkk. 2022)

3. Pembuatan Fresh Cheese Nanas
Prosedur pembuatan fresh cheese

mengacu pada metode Raisanti dkk.

(2022) dengan modifikasi. Susu sapi
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segar sebanyak 1 liter dipasteurisasi
dengan suhu 70°C selama 30 detik,
kemudian didinginkan hingga suhu
mencapai suhu 50 °C. Ekstrak nanas
ditambahkan kedalam susu yang su-
dah dipasteurisasi sebanyak 5% atau 50
mL (Vergara-alvarez, dkk. 2019). Susu
dibiarkan selama 30 menit hingga ter-
bentuk gumpalan curd. Gumpalan
curd yang terbentuk kemudian
dipotong dan disaring menggunakan
kain saring untuk memisahkan dari
whey selama 10 menit. Curd dilakukan
pengepresan untuk mengurangi air
yang terkandung selama 60 menit.
Terakhir, dilakukan

dengan menambahkan NaCl 2% dari

penggaraman

masa curd sehingga terbentuklah fresh
cheese.

4. Isolasi dan Enumerasi Total BAL

dan Khamir

Isolasi dan enumerasi Total BAL
dan khamir diperoleh dari ekstrak dan
fresh cheese nanas serta susu
pasteurisasi menggunakan metode
total plate count (TPC) pada media
MRSA (BAL) dan media MEA (khamir)
yang ditambahkan skim susu 3%
(Putranto, dkk. 2020). Sampel ekstrak
murni dan fresh cheese nanas serta
susu diambil menggunakan mikro-
pipet sebanyak 1 ml kemudian di-
suspensikan ke dalam tabung berisi 9
ml NaCl fisiologis sebagai pengenceran
10™. Pengenceran bertingkat dilakukan
hingga pengenceran 10°. Penanaman
sampel dilakukan dengan metode
spread plate. Suspensi diambil dari
pengenceran 10°, 107, dan 10° se-
banyak 0,1 ml dan dimasukkan ke

dalam masing-masing cawan petri.
Cawan petri berisi media MRSA
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48
jam dan media MEA diinkubasi pada
suhu 25°C selama 48 jam. Koloni yang
tumbuh diamati dan diberi kode untuk
penamaan. Zona bening yang ter-
bentuk disekitar koloni menandakan
BAL dan khamir memiliki aktivitas
proteolitik ekstraseluler. Jumlah koloni
BAL dan khamir yang tumbuh diamati
dan dihitung menggunakan meng-
gunakan rumus menurut (Laili, dkk.
2022) :

1

CFU / mL = Jumlah Koloni Percawan Faktor Pengenceran

5. Pemurnian BAL dan Khamir
Pemurnian isolat BAL dari sampel
ekstrak nanas, fresh cheesenanas, serta
susu yang membentuk zona bening
dilakukan
metode metode gores (streak plate)
pada media MRSA (BAL) dan MEA
(khamir) yang ditambahkan susu skim

dengan  menggunakan

3%. Koloni diambil dengan meng-
gunakan ose kemudian di streak pada
media cawan petri berisi media. Cawan
petri diinkubasi pada suhu 37°C selama
48 jam untuk BAL dan pada suhu 25°C
selama 48 jam untuk khamir.

6. Uji Aktivitas Proteolitik BAL dan
Khamir
Pengujian  aktivitas  proteolitik

ekstraseluer dari isolat BAL dan

khamir terduga diuji dengan metode
block agar mengacu pada Putranto
dkk. (2020). Pertama, media A disiap-
kan yaitu isolat potensial yang dikultur
secara merata (swab) pada media

MRSA(BAL) dan MEA (khamir) + susu
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skim 3%, selanjutnya isolat diinkubasi
selama 48 jam pada suhu 37°C untuk
BAL dan 25°C untuk khamir. Media B
disiapkan yaitu MRSA dan MEA +
skim susu 3% dan dibuat lubang atau
plug. Pada media A yang telah di-
inokulasikan isolat yang akan diuji
dibuat lubang menggunakan belakang
finntip (1 ml) steril, kemudian di-
pindahkan pada lubang di media B
seperti memasang block selanjutnya
dilakukan inkubasi selama 48 jam pada
suhu 37°C (BAL) dan pada suhu 25°C
(khamir). Isolat yang mempunyai
aktivitas proteolitik ekstraseluler akan
membentuk zona bening dan zona
penggumpalan pada media, diameter
koloni, zona bening dan zona
penggumpalan diukur. Sumardi dkk.
(2018) menyatakan bahwa indeks
proteolitik (IP) merupakan perban-
dingan diameter zona bening dengan
diameter koloni dengan rumus sebagai
berikut :

IP =

_ Diameter Zona Bening (mm) — Diameter Koloni (mm)

Diameter Koloni (mm)

7. Uji Milk Clotting Activity (MCA)

BAL dan Khamir

Isolat BAL dan khamir yang
memiliki aktivitas proteolitik ekstra-
seluler dan zona penggumpalan
(clotting zone) terbesar, selanjutnya
dilakukan pengujian Milk Clotting
(MCA) (SU/mL) vyang
mengacu pada metode Putranto dkk.
(2020). Isolat BAL dikultur pada media
MRSB sebanyak 5 ml kemudian

diinkubasi pada suhu 37°C selama 48

Activity

jam dan khamir dikultur pada media
MEB sebanyak 5 ml dan diinkubasi

pada suhu 25°C selama 48 jam. Isolat
dilakukan sentrifugasi selama 30 menit
dengan kecepatan 10.000 g dan suhu
4°C. Supernatan yang merupakan
enzim kasar dipisahkan pada eppen-
drof steril dan dilakukan pengujian
MCA.

Pengujian Milk Clotting Activity
(MCA) dilakukan dengan membuat
substrat berupa 10% susu skim yang
direaksikan dalam 10 mM CaCl.
Substrat tersebut diambil sebanyak 2,5
ml, kemudian diinkubasikan di water-
bath selama 5 menit pada 50°C yang
masing-masing ditambahkan 0,5 ml
enzim sampel. Waktu dari penam-
bahan enzim sampel sampai terjadinya
koagulasi dicatat. Perhitungan MCA
dinyatakan dalam SU (Soxhlet Unit)
dihitung menggunakan rumus
menurut Putranto dkk. (2019) sebagai
berikut :

MCA (SU fml) = 2400x2,5xD
(SU/ml) = Tx0,5
Keterangan:
SU = Jumlah enzim yang diperlukan

untuk menggumpalkan 1 ml
substrat selama 40 menit pada
suhu 35°C

Faktor pengenceran enzim
Waktu koagulasi (detik)

D
t

8. Karakterisasi Bakteri Asam Laktat
(BAL) dan Khamir
Karakterisasi BAL dan Khamir dilaku-
kan dengan pengamatan morfologi dan
biokimia. Karakterisasi morfologi BAL
meliputi pengamatan makroskopis dan
mikroskopis. Pengamatan makrosko-
pis dilakukan dengan melihat langsung
morfologi isolat BAL yang tumbuh

pada medium meliputi pemeriksaan
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bentuk, elavasi, tekstur, tepi dan warna
koloni bakteri (Nadia, dkk. 2020).
Pengamatan mikroskopis dilakukan
dengan metode pewarnaan gram
(Surbakti, 2019). Karakterisasi biokimia
BAL meliputi uji katalase, uji motilitas,
uji indol, uji MR-VP, uji TSIA, uji tipe
fermentasi, uji konsentrasi garam 4%
dan 6,5% dan uji pertumbuhan suhu
yang berbeda dengan seri temperatur
10°C, 37°C, dan 45°C. (Amaliah, dkk.
2018; Ismail, dkk. 2018) Karakterisasi
morfologi khamir meliputi pengama-
tan makroskopis dan mikroskopis.
Pengamatan makroskopis dilakukan
dengan pengamatan morfologis me-
liputi ciri karakteristik yang dijelaskan
oleh Akbar dkk. (2019) yakni, peme-
riksaan bentuk, elavasi, permukan,
tekstur, tepi dan warna koloni khamir.
Pengamatan mikroskopis mengacu
pada metode Dharma dkk. (2019)
meliputi, bentuk sel, dan tipe budding
sel dengan cara membuat apusan sel
khamir pada perbesaran  1000x.
Karakterisasi biokimia khamir meliputi
uji kapsul, uji urease, uji pertumbuhan
pada media cair, uji fermentasi gula
(Linawati, dkk. 2021; Pratiwi dkk.
2020).

9. Analisis Data

Data hasil penelitian dianalisis
secara deskriptif berupa jumlah bakteri
asam laktat dan khamir, besar aktivitas
proteolitik, nilai Milk Clottiing Activity
(MCA), serta karakteristik morfologi
dan biokimia. Data tersebut akan

ditampilkan dalam bentuk gambar dan
tabel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Fresh Cheese Nanas

Fresh cheese nanas dihasilkan dari
campuran susu segar pasteurisasi se-
banyak 1 Liter yang ditambahkan
ekstrak nanas sebanyak 5% dari
volume susu atau sebanyak 50 ml
(Vergara-alvare, dkk. 2019). Hasil
produksi fresh cheese nanas dengan
cara ini dapat dilihat pada Gambar 1.

" ¥

Gambar 1. Hasil Fresh Cheese nanas

(a) Pengulangan 1
(b) Pengulangan 2

Berdasarkan Gambar 1. dapat di-
lihat bahwa fresh cheese nanas yang
dihasilkan menunjukkan warna putih
kekuningan. Warna fresh cheese ini di
pengaruhi oleh bahan-bahan yang
digunakan yaitu warna putih dari susu
dan warna kuning dari ekstrak nanas.
Warna putih pada susu disebakan oleh
adanya penyebaran butiran-butiran
koloid lemak, kalsium kaseinat dan
kalsium fosfat. Warna kuning pada
ekstrak nanas disebabkan adanya
pigmen karoten pada buah nanas
(Yusrina, dkk. 2019). Berat curd
ditimbang dari pengulangan pertama
dan kedua adalah 100 g dan 115 g
dengan persentase curd hasil pem-
buatan fresh chesee secara berurutan
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adalah 10% dan 11,5%. Tekstur dari
fresh cheese nanas yang dihasilkan
yaitu lembut dan agak padat. Barokah
dkk. (2018) menyatakan bahwa koa-
gulan ekstrak nanas memiliki kadar air
yang cukup tinggi sehingga mempe-
ngaruhi tekstur pada keju menjadi
lembut. Rasa fresh cheese vyang
dihasilkan tidak pahit serta terdapat
rasa khas keju. Vergara-dlvarez dkk.
(2019) menyatakan bahwa penggunaan
koagulan 5% bromelin pada keju
menghasilkan rasa yang tidak pahit

2. Jumlah Total Bakteri Asam Laktat

(BAL) dan Khamir

Fresh cheese nanas dihasilkan dari
campuran susu Hasil dari enumerasi
jumlah total bakteri asam laktat pada
media MRSA+ susu skim 3% setelah
masa inkubasi pada suhu 37°C selama
48 jam dapat dilihat pada Tabel 1.

Berdasarkan data pada Tabel 1.
dapat diketahui bahwa hasil enumerasi
total BAL menunjukkan hasil dengan
jumlah tertinggi terdapat pada fresh
cheese nanas yaitu sebesar 5,6 x 10°
CFU/g, selanjutnya ekstrak nanas
yaitu sebesar 4,6 x 10° CFU/ml, dan
terendah pada susu pasteurisasi se-
besar 1,9 x 10* CFU/ml. Jumlah total
BAL tertinggi pada fresh cheese nanas
diduga karena fresh cheese dibuat
menggunakan susu dan ekstrak nanas

Tabel 1. Jumlah Total Bakteri Asam Laktat

yang masing-masing memiliki BAL
indegenus, serta ekstrak nanas me-
ngandung gula yang dapat mensti-
mulasi pertumbuhan serta mening-
katkan aktivitas BAL (Wardani, dkk.
2017). Jumlah total BAL terendah
terdapat pada susu pasteurisasi, hal ini
terjadi karena adanya pemanasan
dalam proses pembuatannya sehingga
menyebabkan kematian pada sebagian
BAL. Keberadaan bakteri dalam susu
pasteurisasi diindikasikan memiliki
stabilitas yang tinggi terhadap suhu
tinggi karena sifat termofilik nya
(Malik, dkk. 2019).

Berdasarkan data pada Tabel 1.
hasil enumerasi jumlah total khamir
menunjukkan hasil bahwa jumlah total
khamir tertinggi terdapat pada fresh
cheese nanas yaitu sebesar 5,1 x 10*
CFU/ml, selanjutnya ekstrak nanas
yaitu sebesar 4,2 x 10* CFU/ml, dan
terendah pada susu pasteurisasi
sebesar 4,0 x 10° CFU/ml.

Tingginya jumlah khamir pada
fresh cheese dengan koagulan ekstrak
nanas terjadi karena populasi khamir
berasal dari ekstrak nanas dan susu.
Roostita dkk.(2017) menyatakan bahwa
ekstrak buah tidak hanya berperan
sebagai koagulan alami, tetapi juga
sebagai kontributor utama populasi

No Sampel Total BAL Total Khamir
1 Fresh Cheese Nanas 5,6 x10° CFU/g 5,1 x 10 CFU/g
2 Ekstrak Nanas 46 x 10° CFU/ml 4,2 x10* CFU/ml
3 Susu pasteurisasi 1,9 x 10* CFU/ml 40 x 10° CFU/ml

193



Putri et al, 2023 | Jurnal Teknologi Hasil Peternakan, 4(2):187-212.

Total khamir pada susu pasteurisasi
lebih rendah dari pada ekstrak dan
fresh cheese nanas. Hal ini karena
dilakukan pemanasan dalam susu
pasteurisasi sehingga menyebabkan
kematian pada sebagian khamir.
Khamir dapat hidup di lingkungan
yang sangat dingin atau panas, namun
sebagian besar hidup mesofilik yaitu
suhu pertumbuhan optimal pada 20-25
°C (Segal-Kischinevzky, dkk. 2022).

3. Skrining Kandidat Bakteri Asam
Laktat dan Khamir Proteolitik
Skrining kandidat BAL dan khamir

proteolitik dilakukan berdasarkan hasil

isolasi BAL media MRSA + susu skim

3% dan khamir pada MEA + susu skim

3%. Hasil skiring BAL dan khamir dari

fresh cheese nanas, ekstrak nanas dan

susu pasteurisasi ditunjukan pada

Gambar 2. Dan Gambar 3.

l lzl LFN-4 l l l l.

Berdasarkan Gambar 2. Didapat-
kan 9 isolat BAL yang diduga memiliki
aktivitas proteolitik karena mampu
menghidrolisis kasein, ditunjukkan de-
ngan terbentuknya zona bening dan
zona penggumpal di sekitar koloni
pada media MRSA yang mengandung
susu skim. Sampel fresh cheese nanas
didapatkan sebanyak 5 isolat proteo-
litik diantaranya yaitu LFN-1, LEN-2,
LFN-3, LFN-4 dan LFN-5. Sampel
ekstrak nanas didapatkan 3 isolat
proteolitik diantaranya yaitu LN-1, LN-
2, LN-3. Sampel susu pasteurisasi
didapatkan 1 isolat proteolitik yaitu LS-
1. Hasil inokulasi menunjukkan bahwa
isolat bakteri asam laktat seluruh
sampel memiliki zona bening (clear
zone) dan zona penggumpal (clotting
zone) disekitar isolat. Putranto dkk.
(2020) dan Ahmed dkk. (2018) me-
nunjukkan bahwa terdapat isolat BAL
yang memproduksi protease ekstra-
seluler ditandai dengan adanya zona
bening dan zona penggumpal disekitar
koloni dapat menggumpalkan susu

Gambar 2. Isolat Bakteri Asam Laktat Proteolitik (a) zona bening (b) zona penggumpal

2 - - N
YFN-1 o -1 -

] W X
‘ i
g J

i vN-2 YN-3 i YN-4

Gambear 3. Isolat Khamir Proteolitik (a) zona bening(b) zona penggumpal
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Berdasarkan Gambar 3. didapatkan
5 isolat khamir yang diduga memiliki
aktivitas proteolitik karena mampu
menghidrolisis kasein, ditunjukkan
dengan terbentuknya zona bening dan
zona penggumpal di sekitar koloni.
Isolat khamir dari fresh cheese nanas
yang memiliki potensi aktivitas
proteolitik yaitu YFN-1, isolat khamir
dari ekstrak nanas yang yaitu YN-1,
YN-2, YN-3, YN-4. Aktivitas proteolitik
pada khamir ditunjukkan dengan
adanya zona bening (clear zone) yang
menunjukkan  kemampuan meng-
hidrolisis kasein. Putranto dkk. (2020)
menyatakan bahwa aktivitas proteo-
litik ditandai

bening yang besar akan menghidrolisis

pembentukan zona
kasein (skim) secara sempurna.
4. Hasil Uji Aktivitas Proteolitik BAL

Uji aktivitas proteolitik dilakukan
pada isolat BAL menunjukkan zona
bening dan zona penggumpal disekitar
koloni pada media MRSA+ susu skim
3%. Hasil perhitungan uji aktivitas
proteolitik BAL dapat dilihat pada
Tabel 2. Berdasarkan data pada Tabel 2.
menunjukkan bahwa terdapat 9 isolat
terduga BAL yang memiliki aktivitas

proteolitik ditandai dengan adanya
zona bening dan zona penggumpal
(clotting zone) disekitar isolat bakteri
yang ditanam yaitu isolat dengan kode
LFN-1, LEN-2, LFN-3, LEN-4, LEN-5,
LN-1, LN-2, dan LN-3. Hasil
pengukuran diameter zona bening
yang dihasilkan dari 9 isolat sebesar 18;
17; 20; 18; 15; 22; 17; 19 dan 14 mm,
sedangkan zona penggumpal yang
dihasilkan dari 9 isolat yaitu sebesar
17;16;17;17;14,17;15;18;, dan 22 mm.
Adapun indeks proteolitik (IP) dari 9
isolat tersebut berturut-turut vyaitu
dengan nilai 1,57; 1,43; 1,86; 1,57; 1,14;
2,14; 143; 1,71 dan 0,17. Hasil uji
aktivitas  proteolitik ~menunjukkan
bahwa IP tertinggi didapat oleh isolat
LN-1
sedangkan IP terendah didapat oleh

dengan nilai sebesar 2,14,
isolat LS-1 nilai sebesar 0,17. Zona
bening tertinggi yaitu oleh isolat LN-1
dengan nilai 22 mm, sedangkan zona
bening terendah didapat oleh isolat LS-
1 dengan nilai 14 mm. Zona peng-
gumpal tertinggi yaitu isolat LS-1
22 mm dan zona
oleh LFN-5

dengan nilai
penggumpal terendah
dengan nilai 14 mm.

Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Proteolitik Bakteri Asam Laktat.

Kode BAL LFN-1 LFN-2 LEN-3 LFN-4 LFN-5 LN-1 LN-2 LN-3 LS-1
Di ter koloni
iameter koloni . 7 7 . ” ” 7 1
(mm)
Diameter zona
) 18 17 20 18 15 22 17 19 14
bening (mm)
Diameter zona
17 16 17 17 14 17 15 18 22

penggumpal (mm)

Indeks Proteolitik 1,57 1,43 1,86

1,57 1,14 214 143 1,71 0,17
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Gambar 4. Hasil Uji Proteolitik BAL
a) zona bening

b) zona penggumpal

Uji aktivitas proteolitik secara kualitatif
merupakan gambaran kemampuan
isolat bakteri proteolitik dalam meng-
hidrolisis protein dengan memban-
dingkan antara diameter zona bening
disekitar koloni dengan diameter
Metode block agar

dapat memberikan gambaran awal

koloni bakteri.

mengenai potensi isolat BAL dalam
memproduksi Milk Clotting Enzyme.
Koloni BAL menunjukkan diameter

clotting zone yang besar memberikan
indikasi bahwa isolat tersebut meng-
hasilkan aktivitas penggumpal susu
yang tinggi dkk. 2020).
Semakin tinggi indeks yang terbentuk

(Putranto,

maka semakin tinggi pula kemampuan
isolat tersebut untuk menghasilkan
aktivitas enzim protease pada substrat
yang terkandung dalam media pertum-
buhannya (Pradana dkk. 2023). Isolat
BAL GP1 asal lleum Gallus gallus
memiliki nilai IP sebesar 1,5. Lacto-
2,12 memiliki
clotting zone sebesar 15 mm (Putranto,
dkk. 2019).

bacillus casei nilai

5. Hasil Uiji Proteolitik

Khamir

Aktivitas

Uji aktivitas proteolitik dilakukan
pada isolat khamir yang menunjukkan
zona bening dan zona penggumpal
disekitar koloni pada media MEA+
susu skim 3%. Hasil perhitungan uji
aktivitas proteolitik pada khamir dapat

dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Proteolitik Isolat Khamir

Kode Khamir YEN-1 YN-1 YN-2  YN-3 YN-4
Diameter koloni (mm) 7 8 9 8 7
Diameter zona bening (mm) 22 22 22 21 15
Diameter zona penggumpal (mm) 24 25 28 26 23
Indeks Proteolitik 2,14 1,75 1,44 1,63 1,14

Gambar 4. Hasil U]1 Proteohtlk Kharmr a) zona bening b) zona penggumpal
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Berdasarkan data pada Tabel 3.
menunjukkan bahwa terdapat enam
isolat khamir yang memiliki aktivitas
proteolitik ditandai dengan adanya
zona bening dan zona penggumpal
disekitar isolat khamir yang ditanam
yaitu isolat dengan kode YFN-1, YN-1,
YN-2, YN-3, YN-4. Secara berturut-
turut diamater zona bening yang
dihasilkan dari 5 isolat yaitu sebesar 22,
22,22,21 dan 15 mm, sedangkan zona
penggumpal yang dihasilkan dari 5
isolat secara Dberturut-turut vyaitu
sebesar 24, 25, 28, 26 dan 23 mm.
Adapun indeks proteolitik (IP) dari 5
isolat yaitu dengan nilai 2,14; 1,75; 1,44;
1,63; dan 1,14. Hasil uji aktivitas
proteolitik menunjukkan bahwa IP
tertinggi yaitu isolat YFN-1 dengan
nilai 2,14, sedangkan IP terendah oleh
isolat YN-4 yaitu sebesar 1,14.

Karakteristik  proteolitik  yang
didapat pada isolat khamir memiliki
zona bening (clear zone) yang besar
disekitar koloni kemudian terdapat
zona penggumpal (clotting zone/
presipitation zone). Putranto dkk.
(2020) menyatakan aktivitas proteolitik
yang tinggi akan menghidrolisis kasein
(skim) secara sempurna sehingga tidak
diperoleh gumpalan kasein (curd) atau
clotting zone. Namun, pada penelitian

ini diketahui bahwa khamir memiliki
zona penggumpal setelah zona bening
terbentuk sehingga mengindikasikan
bahwa penggumpalan susu atau
protein terjadi setelah hidrolisis kasein.
Carvalho dkk. (2021) menyatakan
khamir Naganishia diffluens memiliki

nilai indeks proteolitik sebesar 3,50.

6. Hasil Uji Milk Clotting Activity
(MCA) BAL

Uji Milk Clotting Activity (MCA)
dilakukan pada BAL yang memiliki
aktivitas proteolitik diinkubasi pada
media MRSB pada suhu 37 °C selama
24 jam. Uji MCA diinkubasi pada suhu
50 °C pada waterbath dan dilakukan
pencatatan waktu terbentuknya curd.
Hasil pengujian MCA dari ekstrak
kasar protease BAL dapat dilihat pada
Tabel 4.

Berdasarkan data hasil pada Tabel
4. menunjukkan bahwa isolat bakteri
LFN-1, LEN-2, LFN-3, LEN-4, LEN-4,
LFN-5, LN-1, LN-2, LN-3 dan LS-1
memiliki aktivitas penggumpalan susu
berturut-turut yaitu 161, 159, 168, 217,
24,178,191, 233, dan 232 SU/ml. Isolat
LN-3 memiliki aktivitas penggumpalan
tertinggi dengan nilai 233 SU/ml.

Tabel 4. Hasil Pengujian MCA dari Ekstrak Kasar Protease BAL

LFN- LEN- LFN- LFN- LFN- LN- LN- LN- LS-

Kode Isol
ode Isolat 1 2 3 4 5 1 2 3 1

Waktu Ulangan 1 98 70 75 50 600 60 60 60 56

(s) Ulangan2 60 82 68 62 433 77 66 45 48

MCA (SU/mL) 161 159 168 217 24 178 191 233 232
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Gambar 5. Hasil Pengujian MCA dan curd yang dihasilkan Ekstrak Kasar

Protease BAL

Isolat menunjukkan Milk Clotting
Activity pada suhu 50 °C, hal ini sesuai
dengan penelitian Artifon dkk. (2023)
bahwa aktivitas protese memiliki stabi-
litas menggumpalkan susu dalam
kisaran suhu 30-75°C. Semakin tinggi
aktivitas penggumpalan maka waktu
yang dibutuhkan enzim tersebut untuk
menggumpalkan susu hingga whey
dan curd terpisah akan semakin
singkat (Guevara & Daleo, 2018). Bebe-
rapa penelitian menunjukkan bahwa
Lactobacillus paracasei 2,12 memiliki
potensi MCA dengan nilai sebesar
105,26 SU/mL, L. plantarum 1,13 me-
miliki nilai MCA sebesar 414,67 SU/ml
(Putranto, dkk. 2020).

Berdasarkan Gambar 6. Menunjuk-
kan bahwa karakteristik curd yang
dihasilkan oleh koagulasi ekstrak kasar
protease BAL yaitu berwarna putih
kekuningan, lunak dan menunjukkan
tingkat kekompakkan yang baik.
Gumpalan susu yang dihasilkan dari
percobaan memiliki warna putih ke-
kuningan. Putih kekuningan dihasil-
kan karena medium yang digunakan
ialah MRS Broth dan juga susu sebagai
bahan baku (Rohmatussolihat, dkk.

2015). Artifon dkk. (2023) menyatakan
bahwa koagulasi kasein dapat terjadi
karena adanya enzim protease. Koa-
gulasi susu terjadi karena adanya Milk
Clotting Enzymes (MCE) yang me-
rupakan bagian protease berfungsi
untuk memutuskan ikatan peptida
pada rantai Phe ,05- Met 1o dari k-casein,
sehingga menghasilkan «k-casein dan
makropeptida. Makropeptida yang di-
hasilkan larut dalam air, sedangkan
kasein akan mengendap atau tergum-
pal. Putusnya ikatan Phe dan Met
menyebabkan ketidakstabilan pada
misel kasein sehingga menyebabkan
fraksi kasein lainnya mengendap.
Faktor utama yang menentukan nilai
MCA adalah kecepatan penggumpalan
susu skim. Semakin cepat terjadi
penggumpalan maka semakin tinggi
nilai MCA  (Putranto dkk. 2019).
Karakteristik MCE yang baik yaitu
enzim yang memiliki MCA yang tinggi
dengan aktivitas proteolitik yang
rendah. Hal ini terjadi karena MCE
tidak akan merusak protein susu ketika
susu menggumpal, sehingga kualitas
keju yang diperoleh optimal (Rohma-
tussolihat, dkk. 2015)
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7. Hasil Uji Milk Clotting Activity
(MCA) Khamir

Uji Milk Clotting Activity (MCA)
dilakukan pada Khamir yang memiliki
aktivitas proteolitik diinkubasi pada
media MEB suhu 25 °C selama 48 jam.
Uji MCA diinkubasi pada suhu 50 °C
pada waterbath dan dilakukan pen-
catatan waktu terbentuknya curd. Hasil
pengujian Milk Clotting Activity
(MCA) dari Khamir dapat dilihat pada
Tabel 5. Berdasarkan data hasil pada
Tabel 5. menunjukkan bahwa seluruh
isolat khamir memiliki aktivitas
penggumpalan susu yang rendah.
Isolat khamir YFN-1, YN-1, YN-2, YN-
3, dan YN-4 memiliki nilai MCA secara
berturut turut yaitu1,7;1,9; 2,1; 1,8; dan
2,0SU/ml. Seluruh isolat memiliki nilai
MCA vyang rendah karena melebihi
waktu 40 menit, hal ini terjadi karena
tinggi nya aktivitas hidrolisis protein

yang dimiliki oleh khamir sehingga
membuat substrat susu yang ditam-
bahkan ekstrak kasar protease menjadi
terhidrolisis sempurna. Putranto dkk.
(2020) menyatakan bahwa isolat
khamir dengan aktivitas proteolitik
yang tinggi akan menghidrolisis kasein
pada skim secara sempurna, sehingga
tidak ada gumpalan kasein. Namun,
pada penelitian ini terjadi penggum-
palan curd dengan memerlukan waktu
lebih lama.

Karakteristik curd yang dihasilkan
oleh koagulasi ekstrak kasar protease
khamir yaitu curd berwarna putih,
jumlah whey yang banyak serta me-
nunjukkan tingkat kekompakkan curd
yang rendah (Gambar 7). Luo dkk.
(2016) menyatakan Pichia pastoris
dapat menjadi sumber alternatif
produksi rennin karena memiliki nilai
MCA 14,55 SU/ml.

Tabel 5. Hasil Pengujian MCA pada Ekstrak Kasar Protease Khamir

Kode Tsolat YFN-1 YN-2 YN-3 YN-4

Waktu  Ulangan 1 6600 6000 6900 6000

(s) Ulangan 2 7200 5400 6300 5760
MCA (SU/mL) 1,7 2,1 1,8 2,0

YN-1

-

YN-2 YN-3 TH-4

Gambar 6. Hasil Pengujian MCA dan curd yang dihasilkan Ekstrak Kasar Protease

Khamir
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Sebagian besar enzim proteolitik dapat
menggumpalkan susu,namun dalam
beberapa kasus tidak ada keju yang
terbentuk stabil,
koagulum dicerna lebih lanjut oleh
proteolitik lanjutan (Ahmed, dkk.
2018). Abebe & Emire (2020) menya-
takan karakteristik Milk Clotting
Enzyme (MCE) yang baik adalah
ditandai dengan aktivitas kaseinolitik

secara karena

yang tinggi dan aktivitas proteolitik
rendah agar susu tidak mengalami
penguraian (dissolution) yang ber-
lebihan, karena sifat proteolitik sangat
mempengaruhi sifat sensorik keju.

8. Karakterisasi Bakteri Asam Laktat

Karakterisasi isolat Bakteri Asam
Laktat dilakukan pengamatan morfo-
logi secara makroskopis dan mikros-
Hasil
karakteristik morfologi dan biokimia

kopis serta wuji biokimia.

dari 9 isolat bakteri proteolitik yang

fresh
ekstrak nanas dan susu ditunjukkan
pada Gambar 8. serta Tabel 6. Dan
Tabel 7.

Klasifikasi isolat BAL ke dalam
genus didasarkan pada sifat morfologi

diisolasi dari cheese mnanas,

koloni, morfologi sel dan sifat biokimia
yang mengacu pada literatur dan buku
Bergey’s Manual of Dererminative
(1994).
Berdasarkan hasil karakterisasi me-

Bacteriology  9th  Edition

nunjukkan dari dari 9 isolat yang telah
dikarakterisasi terdapat 5 isolat asal
fresh cheese dan 3 isolat asal ekstrak
nanas menunjukan karakteristik BAL,
sedangkan 1 isolat dari susu me-
nunjukkan karakteristik bukan
kelompok BAL. Kelompok bakteri
yang telah dikarakterisasi diperoleh
merupakan BAL dengan dugaan genus
Lactobacillus dan Leuconostoc.

Tabel 6. Karakterisasi Morfologi Isolat BAL

Kode Isolat LEN-1 LFN-2 LFN-3 LFN-4 LFN-5 LN-1 LN-2 LN-3 LS-1
Bentuk ) ) ) ) . . o . )
Koloni Circular | Circular | Circular | Circular | Circular | Circular | Pinpoint | Circular | Circular

oloni
Elavasi Convex | Convex Flat Flat Convex Flat Flat Flat Convex
Tekstur Smooth | Smooth | Smooth | Smooth | Smooth | Smooth Smooth Smooth Dry
. . . . . . . Putih
Warna Putih Putih Putih Putih Putih Putih Krem Putih
keabuan
Tepian Entire Entire Entire Entire Entire Entire Entire Entire Entire
Pewarnaan
+ + + + + + + + +
gram
Bentuk sel Kokus Kokus Basil Basil Kokus Basil Basil Basil Basil

Keterangan: (+): positif
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Tabel 7. Hasil Karakterisasi Biokimia Isolat Bakteri Asam Laktat

Kode Isolat LFN-1 | LEN-2 | LEN-3 | LFN-4 | LEN-5 | LN-1 LN-2 LN-3 LS-1
Katalase - - - - - - - - +
Motilitas - - - - - - - - +

Indol - - - - - - - - -

Methyl Red + + + + + + + + +

Voges Proskauer - - - - - - - - -
B/S k/k k/k k/k k/k k/k k/k k/k k/k k/k
TSIA Gas + + + + + + + + +
H2S - - - - - - - - -
Fermentasi Hetero | Hetero | Hetero | Hetero | Hetero | Hetero | Hetero | Hetero | Homo
10 °C +v +v +v +Y +Y +% - +% +%
Suhu 37 °C + + + + + + + + +
45°C + + + + + + - + +
NaCl o * * - + * + + +
6,5% - + + - - + + + +

BAL dengan isolat LFN-3, LFN-4 ,
LN-1, LN-2, dan LN-3 temasuk ke
dalam genus Lactobacillus karena
memiliki karakteristik mikroskopis dan
makroskopis bentuk bulat
(circular) dan pinpoint, warna putih,
bentuk tepian rata (entire), bentuk
elavasi cembung (convex) dan datar

(flat), tekstur smooth, gram positif,

yaitu

bentuk basil atau coccobacilli, katalase
negatif, non motil, indol negatif, MR
positif, VP negatif, dapat memfer-
mentasi glukosa dan laktosa, meng-
hasilkan gas sehingga termasuk ke
dalam  tipe fermentasi  hetero-
fermentatif, beberapa dapat tumbuh
pada suhu 10-45° C, tumbuh pada

konsentrasi garam 4% dan 6,5%. Hasil
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penelitian Ismail dkk. (2017) me-
nunjukkan bahwa Lactobacillus dapat
tumbuh pada konsentrasi NaCl 4% dan
6,5%. Hasil ini juga sesuai dengan
penelitian Mulaw dkk. (2019) bahwa
beberapa spesies Lactobacillus ter-
masuk ke dalam kelompok bakteri
heterofermentatif, katalase negatif,
bentuk basil, beberapa dapat hidup
pada suhu 15°C dan 45°C dan beberapa
spesies Lactobacillus tidak dapat hidup
pada suhu tersebut, beberapa spesies
Lactobacillus dapat hidup pada
kandungan NaCl 4,5 % dan 6,5%, dan
terdapat Lactobacillus yang hanya
mampu hidup pada konsentrasi NaCl
4%.

Isolat LEN-1, LEN-2, LEN-5 di-
duga termasuk ke dalam genus Leuco-
nostoc karena memiliki karakteristik
morfologi yaitu bentuk bulat (circular),
warna putih, bentuk tepian rata
(entire), bentuk cembung (convex),
tekstur smooth, gram positif, bentuk
kokus, katalase negatif, non motil,
indol negatif, MR positif, VP negatif,
dapat memfermentasi glukosa dan
laktosa, menghasilkan gas sehingga
termasuk ke dalam tipe fermentasi
heterofermentatif. Hal ini sesuai de-
ngan pernyatan Hamdaoui dkk. (2023)
menyatakan bahwa koloni Leucono-
stoc berwarna putih, termasuk bakteri
gram positif, bentuk kokus berpasa-
bakteri
heterofermentatif yang menghasilkan

ngan atau rantai pendek,

asam laktat, asam asetat, atau etanol,
dan karbon dioksida serta Leuconotoc
diketahui memiliki enzim proteolitik.
Suhu optimum Leuconostoc yaitu pada
25-30 °C (Endo, dkk. 2022). Beberapa

spesies Leuconostoc dapat hidup pada
10°C dan suhu 45 °C (Ruppitsch, dkk.
2021).

Isolat bakteri yang berasal dari
susu yaitu LS-1 bukan merupakan
kelompok BAL dan diduga termasuk
kedalam genus PBacillus karena me-
miliki karakteristik yaitu katalase nega-
tif dan motil. Rokhim (2023) menyata-
kan bahwa Bacillus sp. merupakan
bakteri gram positif berbentuk basil,
motil dan katalase positif. Beberapa
jenis spesies Bacillus bersifat mesofilik,
juga terdapat bersifat termofilik. Hal ini
sesuai dengan Malik dkk. (2019) me-
nyatakan bahwa, sebagian besar bak-
teri bertahan dalam susu pasteurisasi
dikenal sebagai bakteri termodurik
salah satunya yaitu genus Bacillus.

9. Karakterisasi Khamir

Karakterisasi isolat Khamir
dilakukan pengamatan serta uji
biokimia. Hasil karakteristik morfologi
dan biokimia dari 5 isolat khamir
proteolitik yang diisolasi dari fresh
cheese nanas, ekstrak nanas dan susu
ditunjukkan pada Gambar 9. serta
Tabel 8. Dan Tabel 9.

Klasifikasi genus khamir dilakukan
berdasarkan karakteristik morfologi
makroskopis dan mikroskopis, repro-
duksi seksual serta ciri fisiologis dan
biokimia berdasarkan literatur dan
buku The Khamir A Taxonomic Study
(2011). Isolat YFN-1, YN-1, YN-2, YN-3
dam YN 4 menunjukkan terdapat
perbedaan pada karakter morfologi,
namun dari seluruh isolat yang diuji
termasuk kedalam satu genus yaitu
Pichia.
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Tabel 8. Hasil Karakterisasi Morfologi Khamir

Kode Isolat YFN-1 YN-1 YN-2 YN-3 YN-4
Bentuk Circular Irregular Circular Circular Circular
Elavasi Raised Raised Raised Raised Raised
Tekstur Butyrous Butyrous Butyrous Butyrous Butyrous

Permukaan  Smooth Smooth Smooth Smooth Smooth
Warna Putih Putih Putih Putih Putih
Tepian Undulate Serrate Undulate  Undulate Entire

Bulat, Bulat, Bulat, Bulat, Bulat,
Bentuk . ) ) ) )
Ovoid Ovoid Ovoid Ovoid Ovoid
Budding  Multilateral Multilateral Multilateral Multilateral Mulltilateral
Jenis Hifa  Pseudohifa - - - -

Keterangan: (-) : Negatif

o
@

B

Gambar 8. Penampakan Sel Khamir di Bawah Mikroskop pada Perbesaran 1000x

Tabel 8. Hasil Karakterisasi Biokimia Khamir

Kode Isolat YEN-1 YN-1 YN-2 YN-3 YN-4
Tumbuh Tumbuh Tumbuh Tumbuh pelikel Tumbuh
Pertumbuhan . . . . . . . . :
. . pelikel di atas pelikel di atas pelikel di atas di atas dan pelikel di atas
Media Cair
dan endapan dan endapan dan endapan endapan dan endapan
Urease + + + + +
Kapsul - - - - -
Glukosa +" +" +Y +Y +Y
Galaktosa - - - - -
Laktosa - - - - -
Maltosa - - - - -
Sukrosa - - - - -
Genus Pichia Pichia Pichia Pichia Pichia

Keterangan: (+): Positif; (- ) : Negatif; (+") : weakly positive

Kurtzman dkk. (2011) menyatakan
bahwa koloni genus Pichia memiliki
tepi entire, undulate hingga serrate,
elavasi datar (flaz) hingga timbul
(raised), tekstur krim (butyrous), dan
memiliki warna putih. Sel Pichia
berbentuk bulat, bulat persegi, bulat

telur (ovoid), atau memanjang pendek.
Reproduksi aseksual dengan pertuna-
san multilateral dan beberapa spesies
budding
Tumbuh di permukaan berupa pelikel

menunjukkan unipolar.

dan endapan pada media MEB serta
berpotensi menghasilkan etanol karena
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mempunyai kemampuan untuk mem-
fermentasi glukosa (Phale, 2018).
Pratiwi dkk. (2020) menyatakan bahwa
genus Pichia yang ditemukan mampu
menghasilkan enzim urease. Pada
penelitian Widiastutik & Alami (2014)
menemukan genus PFichia dari dari
Rhizosfer
Wonorejo tidak memiliki kapsul. Pada

Rhizophora  mucronata
isolat YF-1 terlihat adanya pseudohita.
Kurtzman dkk. (2011) menyatakan
bahwa pseudohifa dan #true hyphae
mungkin dapat diproduksi oleh
beberapa spesies. Genus Pichia mung-
kin atau tidak melakukan fermentasi
gula.

Penelitian Cagno dkk. (2010)
menunjukkan bahwa genus Pichia
merupakan khamir yang teridentifkasi
pada buah nanas. Lata dkk. (2022)
menyatakan Pichia dapat menghasil-
kan protease ekstraseluler. Papademas
& Bintis (2018) menyatakan genus
Pichia ditemukan pada keju artisan
atau keju tradisional.

KESIMPULAN

Jumlah Bakteri Asam Laktat (BAL)
pada fresh cheese nanas yaitu sebesar
5,6 x 10° CFU/ g, ekstrak nanas dengan
nilai sebesar 4,6 x 10° CFU/ml], serta
jumlah khamir pada fresh cheese nanas
yaitu sebesar 5,1 x 10* CFU/g, ekstrak
nanas dengan nilai sebesar 4,2 x 10*
CFU/ml. Bakteri asam laktat yang
diisolasi dari fresh cheesenanas diduga
termasuk ke dalam genus Leuconostoc
dan Lactobacillus, dan BAL asal
ekstrak nanas diduga termasuk genus
Lactobacillus serta khamir asal fresh
cheese dan ekstrak nanas termasuk

Isolat Bakteri Asam
Laktat dan khamir yang didapat pada

genus Pichia.

fresh cheese dan ekstrak nanas
diketahui memiliki aktivitas proteolitik
dengan karakteristik adanya zona
bening (clear zone) dan zona peng-
gumpal (clotting zone) dengan nilai
indeks proteolitik BAL sebesar 0,17
hingga 2,14 dan khamir sebesar 1,14
hingga 2,14. Nilai Milk Clotting
Activity (MCA) dari ekstrak kasar
protease isolat BAL yaitu sebesar 24
hingga 233 SU/ml, dan ekstrak kasar
protease khamir vyaitu sebesar 1,7
hingga 2,1 SU/ml. Isolat LN-3 dan YN-
4 merupakan isolat terbaik karena
memiliki nilai proteolitik yang rendah
dengan nilai MCA yang tinggi.
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