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Abstract 

Probiotics are microorganism which can improve intestinal microecology and give positive 

impact on host health. Probiotic candidates are microorganism which potential to used as 

probiotic,such as potential to producing phytase enzyme to optimalize gastrointestinal tract. One 

of microorganism as probiotic candidates is yeast producing phytase. Yeast producing phytase 

has been isolated by BPTBA-LIPI Yogyakarta from Indonesian traditional fermented food such 

asgathot. Characterization of probiotic candidates is done by stimulate gastrointestinal tract 

condition, include acid condition such as low pH and gastric acid. Condition of low pH and 

gastric acid are inhibitor microorganism entered to gastrointestinal tract. However, acid tolerance 

test are used to understand the potential probiotic characteristic of microorganism. Testing is 

done by invitro by regulating the resistance of yeast under acidic conditions with pH values 2 

and 3, and gastric acid conditions using pepsin 0.3%.The result of this study are yeast producing 

phytase GF1 isolated from Indonesian traditional fermented food are tolerance of acid condition 

because it can viable on pH 3 and gastric acid condition. 
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 Abstrak 

Probiotik merupakan mikroorganisme yang dapat memperbaiki mikroekologi usus yang 

berdampak positif terhadap kesehatan inang. Kandidat probiotik merupakan  mikroorganisme 

yang memiliki potensi sebagai probiotik, seperti menghasilkan enzim fitase sehingga mampu 

mengoptimalkan kondisi saluran pencernaan.  Salah satu mikroorganisme sebagai kandidat 

probiotik adalah khamir penghasil enzim fitase. Khamir penghasil fitase telah diisolasi oleh 

BPTBA-LIPI Yogyakarta asal makanan  fermentasi tradisional Indonesia yaitu gathot.Pengujian 

khamir fitase sebagai kandidat probiotik dilakukan dengan menstimulasikan kondisi saluran 

pencernaan seperti kondisi asam yaitu pada  pH rendah dan  kondisi asam lambung. Kondisi pH 

yang rendah dan asam lambungmerupakan suatu penghalang masuknya mikroorganisme ke 

saluran gastrointestinal, oleh karena itu pengujian terhadap asam dilakukan untuk mengetahui 

karakteristik mikroorganisme yang akan digunakan sebagai kandidat probiotik. Pengujian 

dilakukan secara invitro dengan menguji ketahanan khamir pada kondisi asam dengan  nilai pH 2 

dan 3 serta kondisi asam lambung dengan menggunakan pepsin 0,3%. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa isolat khamir GF1 asal makanan tradisional fermentasi mampu tahan 

terhadap kondisi asam karena mampu mempertahankan viabilitasnya pada pH 3 dan kondisi 

asam lambung. 

Kata kunci : Asam, Khamir,  Viabilitas 

 

PENDAHULUAN 

Mikroorganisme probiotik memiliki 

karakteristik toleran terhadap kondisi asam, garam 

empedu, asam lambung; berpotensi sebagai 

antimikroba pada saluran pencernaan; serta tahan 

terhadap antibotik. Pengujian khamir fitase sebagai 

kandidat probiotik dilakukan dengan 

menstimulasikan kondisi saluran pencernaan seperti 

pH rendah, kondisi asam lambung,  dan garam  

empedu.  Kondisi pH rendah (2,5-3,5)  merupakan 

penghalang masuknya strain mikroorganisme 

probiotik ke saluran usus (Damayanti et al., 2014). 

Khamir yang bersumber dari makanan fermentasi 

memiliki sifat toleransi terhadap lingkungan asam. 

Menurut  Syal & Vohra (2013), hasil isolasi khamir 

pada makanan fermentasi seperti roti India memiliki 

viabilitas 56 hingga 100% dalam HCl dengan nilai 

pH 2. Berdasarkan Fadda et al. (2017), beberapa 

strain khamir Kluyveromyces yang diisolasi dari 

keju mampu hidup pada pH 2, sedangkan semua 

strain uji Kluyveromyces mampu hidup pada kondisi 

lambung di pH 3. Kedua strain yang diuji 

menunjukkan tingkat kelangsungan hidup hingga 

100%.  Khamir yang diisolasi dari feses dan kefir 

dicirikan toleran pada asam, yaitu memiliki 

viabilitas 86-97% ketika terpapar pH 2,5 dan 

viabilitas 85- 92% pada pH 1,5 (Lara-Hidalgo et al., 

2017). Hambatan khamir sebagai probiotik pada 
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tubuh terjadi pada lambung karena adanya asam 

lambung. Asam lambung dapat membunuh 

mikroorganisme dengan mekanisme pH asam dan 

enzim. Asam lambung disekresikan oleh 

proventrikulus pada pH sekitar 2 (Duke, 1986). 

Menurut Chen et al. (2010), untuk mendapatkan 

kondisi asam lambung pada gastrointestinal dapat 

digunakan 0,3% pepsin. Menurut Ogunremi et al. 

(2015), strain khamir hasil isolasi dari makanan 

tradisional fermentasi di Nigeria yaitu Pichia 

kluyveri LKC17, Issatchenkia orientalis OSL11, 

Pichia kudriavzevii OG32, P. kudriavzevii ROM 11 

yang distimulasikan pada kondisi asam lambung 

(0,3% pepsin, pH 2) memiliki viabilitas hingga 

100%. 

Eksplorasi mikroorganisme sebagai kandidat 

probiotik unggas asal makanan tradisional 

khususnya khamir telah dilakukan oleh Balai 

Penelitian Teknologi Bahan Alam-Lembaga Ilmu 

Pengetahuan Indonesia (BPTBA-LIPI) Yogyakarta. 

Karakterisasi mikroorganisme sebagai kandidat 

probiotik dilakukan karena memiliki potensi 

menghasilkan enzim yang dapat meningkatkan 

kecernaan unggas yaitu enzim fitase. Eksplorasi 

khamir penghasil fitase telah diperoleh dari 

beberapa makanan tradisional antara lain tempe 

kedelai, tempe gembus, tempe koro, dan gathot. 

Hasil eksplorasi diperoleh isolat khamir dari gathot 

(GF1) memiliki aktivitasenzim fitase. Gathot 

merupakan makanan tradisional khas Gunung Kidul, 

Yogyakarta yang terbuat dari singkong yang 

difermentasi. Gathot dibuat dengan mengeringkan 

singkong yang telah dikupas kemudian di rendam 

air untuk mendapatkan warna hitam khas gathot 

(Oktaviana, 2014). Isolat khamir asal gathot (GF1) 

dipilih dan dilakukan pengujian terhadap ketahanan 

asam (sesuai pH didalam provetriculus) dan 

pengujian terhadap asam lambung guna memberikan 

sebagian informasi karakteristik isolat khamir untuk 

dapat digunakan sebagai kandidat probiotik pada 

unggas. Pengujian karakterisasi isolat dapat 

dilakukan pada kondisi asam (pH 2 dan 3) dan uji 

asam lambung. Berdasarkan uraian tersebut, maka 

tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui apakah 

isolat khamir GF1 asal makanan tradisional 

terfermentasi memiliki ketahanan terhadap asam 

saluran pencernaan unggas. 

 

MATERI DAN METODE 

Materi yang digunakan pada penelitian ini 

antara lain autoclave (TOMY SX-700), vortex 

mixer (VM-300), mikropipet Eppendorf, Laminar 

Air Flow (JSCB-1200SB), pH meter (Bench 700 

series), sentrifugator (Selecta Centrofriger BL-II), 

inkubator 30oC (Memmert), inkubator 37oC 

(Binder), timbangan analitik (KERN), isolat khamir 

penghasil fitase asal makanan asal gathot (GF1), 

medium Yeast Glucose Choramphenicol Broth 

(YGCB), medium Yeast Glucose Choramphenicol 

Agar (YGCA), millipore 0,45µm (Corning), 

syringe, NaCl fisiologis (0,85%), , Phosphate Buffer 

Saline (PBS), HCl, dan pepsin 0,3% 

Uji ketahanan khamir terhadap pH2 dan pH 3 

Uji ketahanan khamir terhadap pH2 dan pH 3 

dilakukan berdasarkan metode Damayanti et al. 

(2014) yang dimodifikasi. Isolat khamir dalam 

medium YGCB berumur 24 jam  disentrifus dengan 

kecepatan 5000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 

menit. Pelet hasil sentrifugasi dibersihkan dari 

media menggunakan PBS sebanyak 2 kali. Pelet 

ditambahkan  PBS steril dan dihomogenkan. 

Suspensi pelet ditambahkan masing-masing ke PBS 

steril pH 2 dan pH 3, kemudian dilakukan  inkubasi 

pada suhu 30oC. Sampel diambil pada waktu 

inkubasi  0 jam, 45 menit, dan 90 menit, kemudian 

dilakukan pengenceran berseri dilanjutkan dengan 

inokulasi pada medium YGCA. Hasil inokulasi 

diinkubasi pada 30oC selama 48 jam. Viabilitas 

diamati berdasarkan hasil Total Plate Count (TPC) 

pada medium.  

Uji ketahanan khamir terhadap asam lambung 

Uji ketahanan khamir terhadap asam lambung 

dilakukan  berdasarkan metode Damayanti et al. 

(2014) yang dimodifikasi. Isolat khamir dalam 

medium YGCB berumur 24 jam  disentrifus dengan 

kecepatan 5000 rpm dengan suhu 4oC selama 10 

menit. Pelet hasil sentrifugasi dibersihkan dari 

media menggunakan PBS sebanyak 2 kali. Pelet 

dilarutkan dalam PBS steril kemudian 

dihomogenkan. Pelet yang dilarutkan ditambahkan 

PBS pH asam yang mengandung 0,3% pepsin, 

kemudian diinkubasi pada suhu 30oC. Sampel 

diambil pada waktu inkubasi0 menit, 60 menit, dan 

120 menit kemudian dilakukan pengenceran berseri 

dan inokulasi ke medium YGCA. Hasil inokulasi 

diinkubasi pada 30oC selama 48 jam. Viabilitas 

diamati berdasarkan hasil TPC pada medium. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Ketahanan isolat khamir GF1 terhadap kondisi 

asam dilakukan  dengan menghitung viabilitas isolat 

khamir terhadap paparan kondisi asam meliputi  

kondisi pH 2, pH 3 dan kondisi asam lambung. 

Hasilnya ditunjukkan pada diagram berikut (Gambar 

1 dan Gambar 2). 
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Gambar 1.Viabilitas khamir GF1 terhadap pH 2 dan pH 3 
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Gambar 2.Viabilitas khamir GF1 terhadap kondisi asam lambung 

 

Berdasarkan Gambar 1, isolat khamir GF1 

memiliki viabilitas lebih tinggi pada pH 3 

dibandingkan dengan pH 2. Isolat khamir GF1 

memiliki penurunan viabilitas pada pH 2 dan pH 3 

seiring lamanya waktu inkubasi. Hal tersebut 

menunjukkan bahwa isolat khamir GF1 memiliki 

ketahanan lebih baik pada pH 3. Berdasarkan 

penelitian Hu et al. (2018),terdapat khamir yang 

mampu mempertahankan viabilitasnya pada pH 

rendah yaitu pH 2 dan pH 3 seperti pada 

Saccharomyces cereviceae. Menurut Rajkowska & 

Kunicka-Styczynska (2010), nilai pH menentukan 

kemampuan pertumbuhan khamir yang tahan 

terhadap pH menuju ke saluran gastrointestinal. 

Berdasarkan penelitian Chen et al.(2010), nilai pH 

dapat mempengaruhi viabilitas isolat khamir. 

Khamir tahan uji terhadap  pH 3 lebih banyak 

dibandingkan dengan pH 2. Beberapa khamir yang 

tahan pada pH 2 yaitu Pichia kudriavzevii BY10, 

Yarrowia lipolytica HJ6 dan Y. lipolytica HY15. 

Menurut Ogunremi et al. (2015), khamir yang 

mampu tumbuh pada kondisi asam dipengaruhi 

waktu inkubasi yang digunakan. Khamir yang tahan 

terhadap asam antara lain Pichia kluyveri LKC17, 

Issatchenkia orientalis OSL11, Pichia kudriavzevii 

OG32, dan Candida tropicalis BOM21 pada pH 3 

waktu inkubasi 3 jam, sedangkan khamir yang 

mampu tumbuh pada pH 2 yaitu Pichia  

kudriavzevii ROM11, Pichia kluyveri LKC17, dan 

Pichia kudriavzevii OG32, Issatchenkia orientalis 

OSL11, Pichia kudriavzevii dan Candida tropicalis 

BOM21 

Berdasarkan Gambar 2, menunjukkan bahwa 

isolat khamir GF1 memiliki viabilitas tertinggi pada 

waktu inkubasi 60 menit dan menunjukkan 

penurunan viabilitas pada menit ke-120. Hal 

tersebut menunjukkan bahwa waktu inkubasi dan 

enzim yang ditambahkan dapat mempengaruhi 

viabilitas isolat khamir terhadap suasana 

asam.Menurut Fietto et al. (2004), 

Saccharomyces boulardii mampu 

mempertahankan viabilitas dalam lingkungan 

lambung.Menurut Kumura et al. (2004), 

resistensi khamir terhadap pepsin berkaitan 

dengan kemampuan adhesi dan ekspresi protein 

pada khamir. Menurut Moradi et al. (2018), 

khamir yang resisten terhadap pepsin 

menunjukkan khamir tersebut memiliki 

aktivitas proteolitik, misalnya khamir 

Kluyveromyces yang mampu tahan terhadap 

pepsin yaitu pada strain Kluyveromyces S97 

dan S106. 
Nilai pH rendah berhubungan dengan 

konsentrasi HCl di saluran pencernaan (Psomas et 

al., 2001). Lambung merupakan tempat sekresi 

asam klorida (HCl). HCl lambung berfungsi sebagai 

pertahanan utama terhadap patogen yang dapat 
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tertelan bersama makanan atau air. HCl lambung 

meningkatkan penyerapan kalsium dan zat besi 

makanan serta mengaktifkan enzim yaitu 

pepsinogen menjadi pepsin. Enzim tersebut terlibat 

dalam hidrolisis protein (Smith, 2003). Pepsin 

merupakan enzim proteolitik dalam asam lambung. 

Residu asam yang dihasilkan pepsin berperan dalam 

proteolisis substrat dengan mekanisme katalisis 

basa. Enzim pepsin dapat aktif pada pH asam serta 

menunjukkan aktivitas katalitik tertinggi pada pH 

2.0 (Niu et al., 2016).  

Mekanisme penghambatan tersebut berkaitan 

dengan aktivitas enzim dan pH rendah (Ouwehand 

et  al., 1999). Nilai pH rendah dalam lambung 

berkaitan dengan  konsentrasi asam klorida HCl 

(Khidhr & Zubaidy, 2014). Toleransi asam lambung 

dari strain mikroorganisme dikaitkan dengan 

keberadaan transporter resistensi asam yang 

mempertahankan gradien pH konstan antara cairan 

ekstraseluler dan sitoplasma sel mikroba (Illeghems 

et al., 2013). Menurut Sorrels & Leonard (1988), 

ketahanan strain khamir terhadap suasana asam 

dipengaruhi oleh keterlibatan dinding sel khamir 

dalam mekanisme transport. Struktur dinding sel 

mempengaruhi transport aktif dan kebutuhan energi 

khamir. Penghambatan pada suasana asam 

meningkatkan kebutuhan energi untuk pompa asam. 

Penurunan tingkat pertumbuhan khamir dalam 

medium asam menunjukkan permintaan energi 

untuk transport yang besar. Menurur Brandao et al. 

(2014), Sebagian besar sel akan mempertahankan 

gradien konsentrasi H+ ekstraseluler terhadap 

intraseluler di plasma membran. Faktor stress asam 

dapat mempengaruhi gradien konsentrasi  H+ yang 

melintasi membran plasma. Toleransi khamir pada 

asam bergantung pada aktivitas ATPase setelah 

terpapar asam. Aktivitas ATPase mempengaruhi 

ekspresi sistem transport sekunder pada membran 

plasma. 

 

SIMPULAN 

Isolat khamir GF1 memiliki ketahanan 

terhadap pH rendah yaitu pada kondisi pH 3 serta 

pada kondisi asam lambung dalam waktu inkubasi 

90 menit, sedangkan pada kondisi pH 2, khamir 

mengalami penurunan viabitias setelah waktu 

inkubasi 45 menit.  
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