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	Abstrak

	Sejarah Artikel :
	
	Kacang merupakan bahan pangan yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat karena mengandung protein dan lemak yang tinggi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya pengaruh penambahan kombinasi starter bakteri dan enzim bromelin dengan konsentrasi berbeda terhadap karakteristik keju nabati kacang tolo. Susu kacang tolo difermentasikan dengan kombinasi starter bakteri L. bulgaricus, L. acidophilus dan S. thermophillus (2,5%, 5% dan 10%). Selanjutnya enzim bromelin (2%, 4%, dan 6%) ditambahkan ke curd dari formulasi terbaik. Evaluasi yang dilakukan meliputi uji organoleptik, rendemen, uji kadar pH, analisis protein kualitatif dan uji hedonik. Hasil menunjukkan bahwa keju memiliki tekstur lunak, warna putih kekuningan, rasa asin, dan aroma khas kacang tolo. Kombinasi starter bakteri sebesar 10% dan enzim renet 6% menghasilkan keju dengan rendemen terbesar (36,78%). Keju diketahui memiliki rentang pH 5,9-6,0 dan mengandung protein. Sesuai dengan persentase hasil uji hedonik, keju dengan tekstur lunak/lembut, warna putih kekuningan, memiliki rasa asin, dan beraroma khas kacang tolo lebih disukasi oleh panelis. Berdasarkan hasil dapat disimpulkan bahwa penambahan kombinasi starter bakteri dan enzim bromelin berpengaruh terhadap karakteristik sensori keju nabati kacang tolo.  
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	Abstract

	
	
	Nuts is one of the food crops consumed by people. The objective of this study is to determine the effect of starter culture combinations and bromelin enzyme at different concentrations on physico-chemical characteristics of Tolo bean cheese. Tollo bean milk was fermented with Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus and Sterptococcus thermophillus culture (2.5%, 5% and 10%). Then, bromelin enzyme (2%, 4%, and 6%) was added into the curds from the best formulation. Evaluation test included organoleptic tests, % yield, pH levels, qualitative analysis of protein and hedonic test. The results showed that starter culture combination at concentration of 10% dan bromelin enzyme 6 % resulted in the highest yield of cheese, 36.78% (FIII). Tolo bean cheese meets the common pH range of cheese, 5.9 to 6.0 and contained protein. According to percentage of hedonic test, panelist showed preference on cheese with a soft texture, cream coloured, salty taste, and has a distinctive aroma of tolo beans (FIII). It can be concluded that different concentration of the starter culture combination and bromelin enzyme affected the sensory characteristic of Tolo bean cheese.

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	


PENDAHULUAN

Di Indonesia produk pangan hasil fermentasi semakin meningkat seiring berkembangnya bioteknologi. Hasil olahan fermentasi yang sudah banyak diketahui oleh masyarakat Indonesia diantaranya adalah tempe, keju, nata, yoghurt dan lain lain. Produk fermentasi dapat berbahan dari produk hewani maupun non hewani, salah satunya yang paling banyak dimanfaatkan adalah produk fermentasi berbasis susu. Sejalan dengan kemajuan bioteknologi di Indonesia, produk susu fermentasi selanjutnya mengalami banyak variasi. Salah satu produk fermentasi dari susu adalah keju (Yulneriwarni dkk., 2009).
Keju merupakan salah satu produk olahan susu yang mengandung kalsium tinggi yang banyak digemari oleh masyarakat. Namun pada kenyataannya, tidak semua kalangan masyarakat bisa menikmati keju karena harga keju mahal. Satu kilogram keju berasal dari 10 liter susu sapi. Keju yang terbuat dari susu sapi dapat menyebabkan alergi bagi sejumlah orang. Selain itu, perlu dilakukan pembatasan konsumsi untuk sumber kalsium dan lemak yang berasal dari hewani. Hal itu dikarenakan sumber kalsium hewani rata-rata memiliki kandungan protein yang tinggi yang apabila dikonsumsi secara berlebih dapat mengganggu penyerapan kalsium di dalam tubuh dan berbahaya bagi penderita kolesterol dan penderita penyakit degeneratif (Winarno, 2004).
Prebiotik adalah bahan pangan yang tidak dapat dicerna yang menguntungkan bagi manusia karena menstimulasi secara selektif pertumbuhan atau aktivitas bakteri menguntungkan (probiotik) dalam kolon. Bakteri menguntungkan sering dimanfaatkan dalam pembuatan produk fermentasi. Proses pembuatan keju dan yoghurt menggunakan biakan bakteri yang disebut sebagai starter. Jumlah starter perlu disesuaikan dengan banyaknya bahan baku produksi. Bakteri utama yang sering digunakan adalah Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophilus, walaupun ada juga kombinasi antara Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus dan Streptococcus thermophillus. Ketiga mikroorganisme tersebut dapat digunakan secara terpisah, namun penggunaan kombinasi dalam kultur starter yogurt dan keju menunjukkan adanya simbiosis dan meningkatkan efisiensi kerja bakteri tersebut (Bahar, 2008).
Kultur starter mempengaruhi kualitas produk yang meliputi karakteristik sensori, nutrisi, dan tingkat keamanannya. Pemilihan starter umumnya didasarkan pada sifat fungsional, kestabilan, dan keamanan selama penggunaan. Bakteri asam laktat terlibat dalam proses pemecahan bahan baku untuk menghasilkan komponen penting, seperti polimer gula, senyawa aromatik, vitamin, asam laktat, dan senyawa antimikroba lain (Leroy dan De Vuyst, 2004). Produksi asam laktat menyebabkan penurunan pH, dimana kondisi ini mencegah pertumbuhan mikroorganisme yang tidak diinginkan dan memperbaiki tekstur dari produk akhir. Beberapa bakteri juga mampu memecah protein, seperti kasein menjadi asam amino dengan bantuan enzim proteolitik. Selama proses pematangan keju, asam amino tersebut kemudian diubah menjadi senyawa pembentuk cita rasa yang sesuai (Lortal dan Chapot-Chartier, 2005).
Pengembangan keju nabati diperlukan untuk menyediakan alternatif pangan yang lebih sehat sebagai pengganti keju hewani. Keju nabati dapat dibuat menggunakan bahan baku susu kacang tolo.  Kacang tolo (Vigna unguiculata L.) memiliki kandungan lemak yang rendah dan harganya relatif murah. Penggunaan bahan baku ini akan meningkatkan nilai ekonomis dari kacang tolo. Pembuatan keju dapat didukung dengan pemberian enzim bromelin sebagai pengganti enzim rennet. Enzim bromelin merupakan enzim protease yang mudah didapat, harganya lebih murah, dan tidak perlu murni ketika digunakan (Pardede dkk., 2013). Mengingat pentingnya peran kultur starter dalam menentukan kualitas keju, maka dilakukan pengujian guna mengetahui pengaruh perbedaan konsentrasi kombinasi starter yang terdiri dari lactobacillus bulgaricus, lactobacillus acidophilus dan streptococcus thermophillus dan penambahan enzim bromelin terhadap karakteristik organoleptik keju nabati kacang tolo.
METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan mulai bulan Januari-April 2019 di Laboratorium Biologi Farmasi dan Laboratorium Kimia Kualitatif Fakultas Farmasi Institut Ilmu Kesehatan Bhakti Wiyata Kediri. Bahan yang digunakan adalah kacang tolo, akuades, garam, enzim bromelin dari batang nanas serta starter bakteri Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus dan Streptococcus thermophillus. Peralatan yang digunakan adalah timbangan analitik, blender, kompor, panci, gelas ukur, baskom, pengaduk, cetakan keju, kain saring, beaker glass, batang pengaduk, kertas saring, termometer suhu, termometer ruangan, penangas, tabung reaksi, dan lembar kuisioner.

a. Determinasi Tanaman
Sampel yang digunakan adalah kacang tolo (Vigna unguiculata L.) yang diperoleh dari petani di desa Sutojayan, Kab. Blitar dan  batang nanas (Ananas comosus (L) Merr) dari lereng Gunung Kelud Desa Sugihwaras, Kab. Kediri. Determinasi sampel dilakukan di Institut Ilmu Kesehatan Bhakti Wiyata Kediri.
b. Pembuatan Susu Kacang Tolo dan Pasteurisasi
Kacang tolo sebanyak 200 gram dicuci bersih dengan air mengalir. Kacang kemudian direndam dengan air panas ± 20 menit dan dihilangkan bagian kulit arinya. Sampel dihaluskan dengan penambahan air 1:3. Sari kacang tolo disaring dengan kain penyaring hingga diperoleh susu kacang tolo mentah. Selanjutnya susu dipasteurisasi ± 30 menit dengan suhu 70-80°C sambil dilakukan pengadukan dan didinginkan (Hijroh, 2015).
c. Pembuatan Keju Nabati Kacang Tolo
Susu kacang tolo yang telah didinginkan sampai suhu 30°C ditambah dengan kombinasi starter kultur bakteri konsentrasi 2,5%, 5%, dan 10% dan diinkubasi pada suhu 40°C selama 180 menit hingga terbentuk curd. Curd dengan hasil terbaik diberi perlakuan enzim bromelin dengan variasi konsentrasi 2%, 4%, dan 6% dan diinkubasi kembali pada suhu 30 selama 2-3 jam. Curd yang terbentuk ditiriskan 1 jam dan dipress, lalu diberi garam 2% dari berat curd sehingga menghasilkan keju nabati kacang tolo yang padat setelah proses penyimpanan selama ± 3 hari (Fitriana, 2015). Persentase rendemen keju ditentukan berdasarkan perhitungan sebagai berikut (Daulay, 1991). 
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Tabel 1.  Optimasi Starter Bakteri dalam Formulasi Keju
	Bahan
	F1
	F2
	F3

	Susu kacang tolo
	150 ml
	150 ml
	150 ml

	Konsentrasi bakteri
	2,5%
	5%
	10%


Tabel 2. Optimasi Enzim dalam Formulasi Keju
	Bahan
	F1
	F2
	F3

	Susu kacang tolo
	50 ml
	50 ml
	50 ml

	Konsentrasi bakteri terbaik
	10%
	10%
	10%

	Enzim bromelin
	2%
	4%
	6%


d. Uji Organoleptik 

Keju dari ketiga formula diuji untuk menentukan tekstur, rasa, warna, dan aroma dengan melibatkan 20 panelis. 

e. Uji pH
Sampel keju sebanyak 5 g dimasukkan ke dalam 25 ml aquadest dan dihomogenkan. Akuades ditambhakan lagi hingga mencapai volume 50 ml. Tingkat keasaman larutan diukur menggunakan alat pH meter yang telah distandarisasi. 
f. Analisis Protein Kualitatif (Biuret)

Sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 2 ml, lalu ditambah 3 tetes NaOH dan 2 tetes CuSO4 0.1 %. Kandungan protein dapat ditandai dengan terbentuknya warna ungu. 
g. Uji Hedonik
Keju dari formula III sebanyak 5 g diberikan kepada 20 panelis dan tingkat kesukaan terhadap tekstur, warna, aroma, dan rasa ditentukan dari hasil kuesioner. Data yang diperoleh dari dianalisis dengan uji Chi-Square. 
HASIL PENELITIAN

A. Optimasi Formulasi

Pembuatan keju nabati kacang tolo ini dilakukan dalam tiga formulasi. Pada semua formulasi sebanyak 150 ml susu kacang tolo difermentasi dengan starter bakteri 2,5%, 5%, dan 10%. Setelah dilakukan optimasi, maka diperoleh hasil yang terbaik yaitu pada F3 dengan penambahan starter bakteri 10%. Pada tahap selanjutnya, dilakukan optimasi penambahan enzim bromelin (rennet). Susu yang telah diperlakukan dengan starter bakteri dibagi menjadi tiga dimana masing-masing 50 ml diberi perlakuan enzim bromelin ppdengan perlakuan berbeda. Hasil menunjukkan bahwa curd yang terbentuk memiliki karakteristik yang berbeda. Formulasi III menghasilkan keju nabati kacang tolo terbaik karena memenuhi karakteristik sensori keju yang sesuai. Selain itu, jumlah curd yang terbentuk juga lebih banyak dibandingkan lainnya. Rendemen yang dihasilkan mencapai 36,78%. 
Tabel 3. Karakteristik Curd Dari Formulasi Keju Berbeda
	F1
	F2
	F3

	Tekstur : seperti bubur

Warna : putih kekuningan

Rasa : asam

Aroma: langu

Curd : sedikit
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Penambahan enzim 2%
	Tekstur : seperti bubur bayi

Warna : putih kekuningan

Rasa : asam

Aroma: langu

Curd : setengah dari F3
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Penambahan enzim 4%
	Tekstur : lunak

Warna : putih kekuningan

Rasa : asin

Aroma: khas kacang

Curd : lebih banyak
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Penambahan enzim 6%


B. Pemeriksaan Sediaan

Pemeriksaan organoleptik sediaan keju nabati menggunakan 4 indikator dan dilakukan dengan melibatkan panelis. Dari ketiga formula, keju dari formula 3 memiliki karakter yang tepat.
Tabel 4.Hasil pemeriksaan organoleptik keju dari Formulasi 3
	Indikator
	Hasil

	Tekstur
	Lunak/Lembut

	Warna
	Putih Kekuningan

	Rasa
	Asin

	Aroma
	Khas kacang tolo


C. Kadar pH

Pengukuran kadar pH keju nabati menggunakan pH Meter dengan larutan Buffer Normal 7,3. Hasil pengukuran keju dari formula 3 disajikan sebagai berikut.
Tabel 5. Kadar pH Sediaan Keju
	Replikasi
	Hasil

	Replikasi 1
	6,0

	Replikasi 2
	5,9

	Replikasi 3
	5,9

	Rata-rata ± SD
	5,99 ± 0.057


D. Analisis Protein Kualitatif

Analisis kandungan protein dilakukan dengan metode Biuret. Hasil pengujian dibandingkan dengan kontrol berupa keju dari susu sapi.
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(a) (b)
Gambar 1. Hasil positif pada sediaan menunjukkan positif 
(a). Keju kacang tolo (b). Keju hewani (dokumentasi pribadi)
E. Uji Hedonik

Uji hedonik dilakukan kepada 20 panelis untuk mengetahui tingkat kesukaan terhadap keju nabati kacang tolo dengan tekstur lunak. Berikut adalah hasil tingkat kesukaan panelis dalam bentuk persentase.
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Gambar 2. Preferensi panelis terhadap karakteristik keju kacang tolo

PEMBAHASAN
Keju secara umum terbuat dari susu sapi yang mengandung lemak dan kolesterol. Selain kadar lemak dan kolesterol dari produk hewani yang tinggi berisiko terhadap kesehatan, tidak semua kalangan dapat mengkonsumsi keju hewani. Untuk mengatasi hal tersebut, diperlukan pengembangan keju nabati yang rendah kolesterol, salah satunya keju yang diolah dari bahan baku kacang kacangan yang mudah ditemukan di masyarakat.

Kacang tolo adalah salah satu jenis kacang-kacangan yang menjadi sumber protein nabati dan jumlahnya berlimpah di Indonesia. Kandungan protein kacang tolo/tunggak adalah 22.90% sedangkan kacang kedelai 34.90% dan kacang hijau 22.20%. Data ini menunjukkan bahwa kacang tolo merupakaan kacang berprotein tinggi kedua setelah kacang kedelai (Ismayanti dan Harijono, 2015).

Pada optimasi dilakukan perbandingan air yang digunakan adalah 1:3 dari berat kacang tolo 200 gram. Pada proses pembuatan susu kacang tolo, semua kacang tolo direndam pada air hangat untuk memudahkan pengupasan kulit ari. Kacang yang telah bersih ditambah dengan air untuk dihaluskan dengan dan disaring menggunakan kain saring hingga dihasilkan susu mentah kacang tolo sebanyak 600 ml. Selama proses pasteurisasi dilakukan pengadukan agar susu tidak mengendap. Proses pasteurisasi dihentikan dan ditunggu suhu susu hingga turun kemudian ditambahkan kombinasi starter bakteri sebanyak 10% dari susu. Inkubasi berikutnya dilakukan selama 30 menit pada suhu 40°C dan diikuti penambahan enzim bromelin sebanyak 6% dari susu (F3). Enzim bromelin yang digunakan berfungsi sebagai penggumpal susu. Setelah penambahan enzim, inkubasi diulangi lagi selama 180 menit. Proses pemisahan curd dan whey dengan cara ditiriskan pada kain saring dan wadah agar lebih maksimal selama 1 jam, lalu dilakukan penggaraman dengan penambahan garam 2% dari berat keju yang terbentuk. Tujuan dari penggaraman ini adalah untuk menghasilkan rasa keju yang khas (sedikit asin), menunjang pembentukan tekstur, mempengaruhi kenampakan keju, mengontrol fermentasi asam laktat, dan mencegah pertumbuhan mikroba pembusuk. Keju selanjutnya disimpan dalam wadah tertutup dan dipersiapkan untuk tahap evaluasi produk. 

Proses optimasi awal menghasilkan curd dengan tekstur lembek seperti bubur sehingga pada saat ditiriskan terbentuk keju yang tidak sesuai. Setelah penyimpanan pada suhu lemari es selama 6 hari juga muncul jamur pada keju tersebut. Keju perlu memiliki kadar air yang rendah untuk mencegah pertumbuhan bakteri patogen selama proses penyimpanan jangka panjang. Pada optimasi selanjutnya dihasilkan keju yang tidak bertekstur padat. Tekstur keju dipengaruhi oleh kadar protein, air, lemak, aktivitas enzim, dan asam yang dihasilkan selama fermentasi. Kadar asam laktat yang rendah dapat menghalangi proses koagulasi. Kondisi pH yang tepat (asam) dan aktivitas enzim yang cukup penting untuk memicu agregasi misel kasein yang kemudian membentuk struktur seperti jala untuk memerangkap lemak susu sehingga terbentuk curd yang lunak. Kadar lemak berlebih juga mampu menghalangi struktur kasein tidak tersusun kuat. 
Dari evaluasi organoleptik, formula terbaik didapatkan dari penambahan kombinasi starter bakteri konsentrasi 10% dan enzim bromelin 6% (F3). Selanjutnya hasil optimasi dengan formulasi terbaik dilakukan evaluasi rendemen, uji kadar pH, analisis protein kualitatif dan uji hedonik. Berdasarkan uji organoleptic, keju dari Formula 3 memiliki tekstur lembut, warna putih kekuningan, memiliki rasa yang cenderung asin, dan beraroma khas kacang tolo. Keju dengan tekstur lunak atau empuk disebabkan oleh rendahnya kandungan protein dari kacang tolo jika dibandingkan dengan jenis kacang lain. Selain itu struktur keju yang dihasilkan dipengaruhi kandungan kasein dalam kacang tolo yang sedikit. Penambahan garam mampu memberikan rasa asin yang sama seperti keju hewani.
Pemeriksaan kadar rendemen dilakukan untuk mengetahui berat keju yang diperoleh dari berat bahan yang digunakan. Rendemen merupakan persentase bagian bahan baku yang dapat digunakan atau dimanfaatkan terhadap total bahan baku (Kusumawati dkk., 2008). Rendemen diperoleh dari penurunan berat keju akibat hilangnya air karena penguapan, kelembaban relatif, suhu lingkungan, serta pembebasan CO2 dari proses glikolisis maupun proteolisis (Riahi, 2007). Penggunaan kacang tolo sebanyak 200 gram menghasilkan rendemen sebanyak 36,78% dengan replikasi penimbangan sebanyak 3 kali. Hasil rendemen tersebut telah memenuhi persyaratan, yaitu persentase rendemen >10%. Semakin tinggi nilai rendemen menunjukkan produk yang dihasilkan semakin ekonomis (Sariyanto, 2005). Pada umumnya rendemen keju yang dihasilkan 10% dari berat susu, artinya dari 10 liter susu dapat dihasilkan 1 kg keju segar (Soekarto, 1990). Tingginya persentase rendemen pada penelitian ini berkaitan erat dengan proses penanganan setelah terbentuknya curd, yaitu tidak dilakukan proses penekanan selama penyaringan. Hal ini berbeda dengan rendemen keju segar Minas (keju Brazil) yang hanya sebesar 4,3 – 9,6% (Buriti et al., 2005). Penelitian McSweeney (2007) membuktikan bahwa selain persentase kandungan protein dan lemak dalam susu, proses penanganan susu juga perlu diperhatikan untuk memaksimalkan rendemen. 
Karakteristik yang tidak kalah penting terkait mutu susu pada produksi keju adalah pH. Nilai pH yang tinggi menciptakan kondisi yang kurang menguntungkan saat proses penggumpalan keju yang seharusnya membutuhkan pH rendah atau asam (Kelly, 2007). Faktor yang mengendalikan pH keju adalah aktivitas dari bakteri asam laktat (McSweeney, 2007). Bakteri asam laktat mengubah karbohidrat untuk menghasilkan molekul organik seperti asam laktat, asetat, dan propionat (Salminen et al., 2004). Nilai pH keju nabati yang dihasilkan rata-rata mencapai 6,0. Dengan demikian, tingkat keasaman keju tersebut masuk ke dalam rentang ketentuan, yaitu antara 5,6-6,6. 
Kultur tunggal maupun campuran bakteri L. acidophilus diketahui mampu menurunkan nilai pH keju lunak. Meskipun L. acidophilus memiliki karakteristik pertumbuhan yang lambat dalam susu, namun isolat tersebut memproduksi asam laktat dalam jumlah besar, sehingga tepat sebagai faktor pengasam (Vedamuthu, 2006). Kandungan asam laktat pada keju yang memanfaatkan L. acidophilus bersifat stabil selama penyimpanan karena sebagian besar laktosa hilang bersama whey dan tersisa sedikit di dalam keju (Ong et al., 2007).
Analisis kadar protein kualitatif pada sampel keju lunak menggunakan metode biuret. Prinsip dari metode biuret adalah ikatan peptida dapat membentuk senyawa kompleks berwarna ungu dengan penambahan CuSO4 dalam keadaan basa (Carprette, 2005). Sampel yang diuji terbukti memiliki kandungan protein, ditandai dengan munculnya warna ungu setelah terjadi reaksi. 
Penilaian organoleptik dan penerimaan masyarakat terhadap produk dilakukan dengan melibatkan 20 panelis. Panelis yang dipilih memiliki kriteria agak terlatih. Uji organoleptik dipilih untuk penilaian produk karena diketahui cukup teliti dan dapat dipercaya. Setelah panelis diminta untuk menguji produk yang diberikan, keju bertekstur lembut menjadi preferensi semua panelis (100%). Pada indikator warna, diperoleh persentase kesukaan yang terdiri dari 5% warna putih, 15% warna kuning dan 80% warna putih kekuningan. Panelis menunjukkan kesukaan pada rasa asin (75%) rasa asin, dan sisanya pada rasa asam. Dari segi aroma, persentase kesukaan terbesar yaitu pada keju dengan aroma kacang tolo. Dari uji hedonik kemudian dilakukan analisis data menggunakan spss chi square. Sesuai dengan hasil analisis, tidak ada perbedaan yang signifikan karena P>0.05 pada analisis chi square.
SIMPULAN 
Perbedaan konsentrasi kombinasi starter bakteri dan enzim bromelin berpengaruh dalam pembuatan keju nabati kacang tolo. Konsentrasi kombinasi starter kultur kadar 10% dan enzim bromelin (rennet) sebanyak 6% menghasilkan keju kacang tolo yang memenuhi ketentuan karakteristik sensori yang sesuai. 
SARAN

Pengujian konsentrasi lain kombinasi starter bakteri dan enzim perlu dilakukan untuk mengoptimalkan keju yang dihasilkan. Selain itu, penelitian lebih lanjut diperlukan untuk menentukan kadar protein dan lemak secara kuantitaif. 
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