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ABSTRAK 

Selama ini suhu dan waktu pasteurisasi yang digunakan masih mengacu pada produk lain karena 
belum ada data tentang suhu dan waktu optimal pasteurisasi puree mangga CV. Indramayu 
sehingga perlu dilakukan penelitian untuk menghitung kecukupan panasnya, Penelitian ini 
bertujuan untuk mengisolasi dan menguji kethanan panas mikroba penyebab kerusakan puree 
mangga melalui perhitungan nilai D dan z. Uji ketahanan panas dilakukm dengan metode tabung 
pada suhu pemanasan 55, 65, 75 dm 85 OC selama 5, 10, 15 dan 20 menit. Dua isolat dominan 
yang diperoleh dari masing-masing kelompok yaitu isolat bakteri A dan isolat bakteri B, isolat 
khamir C dan isolat khamir E, isolat kapang G dan isolate kapang W. Wasil penelitian 
menunjukkan bahwa isolat bakteri A mempunyai ketahanan panas yang lebih tinggi dari isolat 
bakteri B, isolat khamir C mempunyai ketahanan panas lebih tinggi dari isolat khamir E, dan isolat 
kapang W mempunyai ketahanm panas lebih tinggi dari kapang G .  Sementara itu mikroba tunggal 
hasil isolasi mempunyai ketdhanan panas lebih rendah daripada populasi mikroba yang secara 
atami terdapat pada puree mangga. Dari uji ketahanan panas diperoieh bahwa mikrobs yang paling 
tahan panas adalah bakteri populasi alami dengan nilai z sebesar 52,91 OC. 

Kata kunci: Ketahanan panas mikroba, isolasi, pasteurisasi, puree mangga 

ABSTRACT 

Optimum time and temperature for pasteurization of mango puree CV. lndrmayu is still un- 
unavailable, so it requires doing the research on this area. Evaluation of heat resistant 
microorganism isolated from rotten mango puree was conducted to determine the D and z value. 
Mango puree was pasteurized at 55, 65, 75 and 85 OC for 5, 10, 15 and 20 minutes. Two 
predominant isolates of each group are: isolates of bacteria A and B, isolates yeast C and E, 
isolates mold G and W. The result showed that isolate of bacteria A has higher heat resistant than 
isolate of bacteria B. Isolate of yeast C has higher heat resistant than isolate of yeast E. Isolate of 
mold W has higher heat resistant than isolate of mold 6. The single microorganism isolate has 
lower heat resistant than the natural population microorganism in mango puree. The natural 
population bacteria of mango puree has highest heat resistant with z value of 52.9 1 OC. 

Keywords: Heat resistant microorganism, isolation, pasteurization, mango puree. 

Potensi dan produktivitas buah mangga (Mangifera indica L.) di Indonesia cukup 
tinggi. Total produksi mangga pada tahun 2002 mencapai 1.402.906 ton (BPS, 2002), 
sedangkan ekspor buall mangga segar masih rendah yaitu 0,1% dari total produksinya. 
Hal ini berakibat produksi sangat melimpah pada musim panen khususnya di Cirebon, 
Jawa Barat. Disisi lain untuk memenuhi kebutuhan industti pengolahan buah Indonesia 
sampai saat ini masih mengimpor puree. Impor puree mangga di Indonesia terus 
me~~ingkat  hingga mencapai 60  ton pada tahun 2002. 
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Dengan latar belakang tersebut, pengolahan mangga menjadi puree merupakan 
salah satu alternatif yang terbaik sekaligus dapat meningkatkan nilai ekonomis buah 
mangga. Puree mangga merupakan bahan baku makanan dan minuman yang lebih tallan 
'disimpan dan mudah didistribusikan dibandingkan dengan buah segarnya. Puree mangga 
sangat dibutuhkan oleh industri makanan dan minuman sebagai bahan baku untuk produk 
olahan yang memerlukan flavor dan rasa buah alarni, dimana akhir-akhir ini rnasyarakat 
mulai meninggalkan flavor sintesis. Untuk memperpanjang masa simpan , puree mangga 
perlu dipasteurisasi. Namun demikian setelah pasteurisasi kadang-kadang puree 
mengalami kerusakan karena suhu dan waktu pasteurisasi tidak dilakukan berdasarkan 
kecukupan panasnya. Kerusakan padapuree mangga utamanya disebabkan oleh mikroba 
yang masih tersisa setelah pasteurisasi. 

Untuk mengatasi perrnasalahan tersebut maka proses pasteurisasi sebaiknya 
didasarkan pada kecukupan panasnya. Dalam menghitung kecukupan panas diperlukan 
data mikroba yang paling tahan panas yang dinyatakan dengan nilai z. Penelitian ini 
bertujuan untuk rnengisolasi dan menguji ketahanan panas mikroba (nilai D dan z )  
yang menyebabkan kerusakan pada puree mangga. 

BAWAN DAN METODE 

Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium PAU, Institut Pertanian Bogor dan 
Laboratorium Balai Besar Penelitian Pascapanen Pertanian Pasar Minggu, pada bullan 
Januari d d  Oktober 2004. Bahan baku yang digunakan adalah buah mangga Indramayu, 
sedangkan aiat pasteurisasi yang digunakan adalah pasteurizer dengan kapasitas 50 kg 
puree rnangga. 

Tahapan penelitian adalait~ isoiasi mikroba, penentuan kurva pert~l~nbuhan 
mikroba dan pengujian ketahanan panas mikroba. 

Isolasi Mikroba 

1. lsolasl bakteri patel, 1994) 

IsoIasi bakteri dilakukan dengan cara memilih koloni-koloni spesifik yang 
tumbuh pada medium NA. Koloni-koloni tersebut diambil dengan jarum ose steril, 
kemudian dilakukan pemurnian isolat bakteri pada agar cawan NA dengan rnetode 
goresan kuadran sebanyak 3-5 kali, sampai diperoleh pertumbuhan koloni-koloni yang 
seragam dan mumi. Selanjutnya isolat-isolat tersebut ditumbuhkan pada agar miring NA 
(37OC selama 2 hari) lalu disimpan dalam lemari pendingin "sebagai stok isolat bakteri. 
Isolat tersebut kemudian diidentifikasi rnelaiui pewarnaan Cram. 

2. Isolasl kapang dan khamir Paulay ,  61989) 

Sarnpel diencerkan dengan NaCl 0,85% (pH 7,2) kemudian dimasukkan ke 
tabung pengencer. Selanjutnya dipersiapkan satu seri pengenceran desimal. Sebanyak 0,l 
ml dari pengenceran dipupuk klating) pada media yang steril yang telah dipersiapkan. 
Dari setiap contoh dipilih tiga tingkat pengenceran yang berurutan untuk dipupuk 
@lati@ secara duplo. Media yang digunakan adalah APDA yaitu PDA yang telah 
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ditambahkan asam tartrat 10% untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Inkubasi 
dilakukatl pada suhu 30°C selama 2 hari. Selanjutnya dipilih cawan-cawan petri dengan 
pertumbuhan koloni yang dominan untuk diisolasi. Kemudian untuk pemurnian 
dilakukan gores kuadran sebanyak 3-5 kali . Koloni yang sudah murni dipindahkan ke 
agar miring PDA dan dilakukan pengamatan mikroskopis dengan metode slide culture 
untuk kapang dan pengamatan sel sertapseudomiselium untuk khamir. Isolat kapang dan 
khamir yang diperofeh disimpan dalam lemari pendingin untuk pengujian. Sebelum 
dilakukan pengujian, setiap isolat yang akan diuji terlebih dulu dipindahkan ke agar 
miring PDA yang baru dan diinkubasikan pada suhu 30°C selama 2 hari. 

3. Kurva Pertumbuhan umtuk rnenentukan akhir fase log (LLP) 

Pembuatan kurva pertumbuhan dilakukan dengan menghitung jumlah koloni 
setelah diplating dan diinkubasi pada kisaran waktu bertingkat. lsolat terlebih dahulu 
dibiakkan dalarn medium cair MB untuk bakteri dan diinkubasi selama 24 jam, sedangkan 
untuk khamir dengan medium PDB dan diinkubasi selama 48 jam. Selanjutnya dilakukan 
pengenceran sampai dengan 10' dan diambil sebanyak 100 pL lalu dimasukkan dalam 10 
rnl medium NB (bakteri) dan PDB (khamir). Prosedur yang sama dibuat sebanyak jumlah 
waktu pengamatan yaitu 16 kali. Pengamatan dilakukan selarna 2 hari,dengan selang 
waktu 2 jam pada hari pertama dan selang 8 jam pada hari kedua. Setiap wakfii 
pengamatan diiakukan plating dengan .seri pengenceran berkisar antara 10' sampai 
dengan 10' dan diinkubasi selama 1-2 hari dan selanjutnya dihihng jumlah koloninya. 
Data jumlah koloni (CFU) di plot dengan waktu pengamatan maka akan diperoleh kurva 
pefiumbuhan. 

Untuk kapang, kurva pertumbuhan dibuat dengan menimbang berat rniselia. 
Isofat kapang dibiakkan dalam PDA miring selama 5 hari kemudian ditambahkan 10 mi 
larutan pengencer steril untuk melepaskan sporanya. Caranya adalah dengan 
menambahkan 3 ml terlebih dahulu Ialu dilepas sporanya dengan jarum ose dari agar 
miring dan ditambahkan 7 ml lagi sampai terbentuk suspensi inokulum. 'Untuk 
melarutkan spora ditambahkan tween 20 sebany& 0,1% dan divortex mixer sekitar tiga 
menit. Untuk mengetahui jumlah spora awal dilakukan dengan hemacytometer. 
Diharapkan jumlah spora akan mencapai sekitar 10' spora per mi suspensi. Selanjutnya 
dilakukan pengenceran sampai dengan lo6 dan dipipet sebanyak I ml serta dan 
dimasukkan dalam media cair PDB 100 mi dalam erlenmeyer 300 mi. Setelah ditutup 
dengan kapas kemudian diinkubasi dalam orbital shaker dengan kecepatan 1500 rpm. 
Dengan prosedur yang sama dibuat sebanyak 7 buah untuk 7 kali pengamatan. 
Pengamatan dilakukan setiap hari dengan menimbang jumlah miselia. Kurva 
pertumbuhan dibuat dengan memplot log berat misetia dan hari pengamatan. Akhir fase 
log ditentukan yaitu setelah kurva mencapai akhir fase eksponensial dan akan masuk ke 
fase stasioner. 

4. Pengujian ketahanan panas rnikrsba WamazaM et  al, 1997) 

Pengukuran ketahanan panas isolat mikroba dilakukan dengan menggunakan 
metode tabung. Sebelum diuji ketahanan panasnya, masing-masing isolat bakteri 
ditumbuhkan dan diperbanyak pada medium cair Nutrient Broth IPJB) untuk bakteri, 
sedangkan untuk kapang dan khamir diperbanyak pada medium PDB. Perbanyakan 
bakteri pada medium cair NB dilakukan dengan menginokulasikan satu ose penuh kultur 
bakteri ke dalam 10 ml NB steril lalu diinkubasikan pada 37°C sesuai fase LLP (lure log 
phase) yang dicapai pada masing-masing isolat mikroba pada pembuatan kurva 
pefium buhan. 
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Prosedur pengujian ketahanan panas isolat mikroba adalah sebagai berikut: 
sejumlah tabung reaksi bertutup berukuran sedang diisi dengan 9 ml puree mangga 
disterilisasi dalam otoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Tabung-tabung segera 
didinginkan dalam air mengalir sampai tercapai suhu kamar dan ditambahkan 1 ml isorat 
mikroba secara aseptis dan di vortex mixer selama 2-3 rnenit. Uji ketahanan panas 
dilakukan seeara terpisah untuk masing-masing isolat mikroba. Uji ketahanan panas 
bakteri dan kapanohamir populasi alarni adalah dengan langsung mengisikan sebanyak 
10 ml puree mangga yang tidak disterilisasi pada tabung reaksi bertutup. Pemanasan 
dilakukan pada waterbath dengan suhu puree 55,65,75 dan 85°C seiama 5,10,15 dan 20 
menit. Pengukuran bagian dalam puree dilakukan dengan mencelupkan tennometer 
langsung ke tengah-tengah puree kontrol. Setelah suhu kontrol puree tercapai maka 
dengan cepat tabung-tabung uji dimasukkan dalarn waterbath dan ditunggu sampai waktu 
perlakuan. Suhu dipertahankan dengan menambah atau mengurangi air dalam penangas. 
Untuk masing-masing jenis mikroba, suhu dan waktu pemanasan yang berbeda difakukan 
secara duplo. 

Setelah waktu pemanasan tercapai, tabung segera diangkat dan didingillkan 
dengan air dingin rnengalir hingga mencapai suhu 30°C. Selanjutnya dilakukan plating 
dengan seri pengenceran 10-' sampai 10" dengan perbandingan sampel dan pengencer 
adalah 1 ml berbanding 9 mI. Perhitungan jumlah koloni dilakukan dengan hitungan 
cawan (metode bang) menggunakan medium NA untuk bakteri dan PDA untuk kapang 
dan khamir. Perhitungan jumlah koloni dilakukan untuk setiap jenis mikroba yang diuji 
'pada masing-masing suhu dan waktu pemanasan, termasuk perhitungan jumlah sel awal 
(tanpa pemanasan) 

Log N log D 

I (a) 1 (b) 

Garnbar 1 Penentuan nilai D dan nilai z a) Nilai D, b) Nilai z 

(Heldman dan Singh, 2001). 

Nilai D ditentukan dengan rnembuat plot antara waktu (t) dan log jumlah mikroba 
(log N) (Cambar la) dirnana nilai T) merupakan jarak antara tl dengan t2 untuk satu 
siklus log. Nilai z ditenQkan dengan membuat plot antara log nilai D dan suhu (T) 
(Garnbar I b) dimana nilai z merupakan jarak antara TI dengan 72.  

e 

MASIL DAN PENISANASAN 

lsoiat bakteri nonspora terdiri dari dua macam koloni yaitu: bakteri koloni bulat 
kecil yang disebut isolat bakteri A dan bakteri koloni melebar yang disebut isolat bakteri 
B. Isolat bakteri A mempunyai koloni bulat dengan ukuran relatif kecil dan benvarna 
coklat muda dan mempunyai Gram positif (Gambar 2a). Isolat bakteri B mempunyai 
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koloni melebar di permukaan cawan seperti lilin meleieh, sel berbentuk batang dan 
mempunyai Gram negatif (Garnbar 2b). Bakteri-bakteri ini diduga berasal dari bahan 
baku, peralataan dan juga manusia. Hal ini dimungkinkan terjadi mengingat pada proses 
pembuatan puree mangga sendiri tidak dilakukan pengupasan kulit dan seialu terjadi 
kontak dengan alat dan manusia, di samping itu proses pasteurisasi tidak membunuh 
semua bakteri. 

Menurut Shearer et al. (2002) bakteri yang sering mengkontaminasi buah mangga 
segar adalah kelompok bakteri Gram negatif yang meliputi Salmonella sp dan E,co!i dan 
juga kelompok bakteri Gram positif yaitu Listeria sp. Selanjutnya dilaporkan bahwa pada 
produk jus buah-buahan, ketiga bakteri tersebut menjadi target untuk inaktivasi. 
Sedangkan Shaw ( 1  994) menyebutkan bahwa bakteri yang sering mengkontaminasi pada 
pengoiahan buah mangga "adalah Coliform. Bakteri-bakteri yang tumbuh pada puree 
mangga diduga adalah golongan bakteri temodurik karena rnasih dapat bertahan pada 
suhu yang reIatif tinggi yaitw suhu pernanasan 75°C. Menurut Supardi dan Sukmto  
(1999) dibutuhkan suhu lebih dari 60°C selama 10-20 rnenit untuk membunuh golongan 
bakteri ini. Pasteurisasi 76°C selarna 30 menit mash memungkinkan adanya mikroba 
terrnodurik seperti Mkrococcus dan Streptococcus serta galur lainnya. 

Isolat Kkarnis 

Isolat khamir yang diperoleh terdiri dari ernpat macam koloni yaitu: khamir 
koloni bulat kecil yang disebut isolat khamir C, khamir koloni bulat besar yang disebut 
isolat khamir D , khamir kotoni bulat bermata yang disebut isofat kharnir E, dan kharnii 
koloni titik-titik kecil yang disebut isolat khamir F. Isolat-isotat khamir tersebut 
semuanya berwarna putih. Dari keempat isolat tersebut diketahui bahwa ada dua isolat 
yang dorninan yaitu isolat khamir C dan isolat khamir E. Uji ketahanan panas diiakukan 
terhadap kedua isolat yang dominan tersebut. 

Isolat khamir C mempunyai ciri-ciri koloni berbentuk bulat, ukuran kecil 
berwarna putih susu. Sel khamir ini behentuk oval memanjang dengan ukuran sel relatif 
lebih kecil dan membentuk pseudomiseliunt (Gambar 2c). Isolat khamir D mempunyai 
ciri-ciri bentuk koloni bulat, ukuran besar b e n v m a  putih susu agak ~ o k l a t  muda, sel 
kharnir ini berbentuk bulat besar dan tidak membentuk pseudomiselium (Gambai Id). 
Isolat kharnir E mernpunyai koloni berbentuk bulat dimana ditengahnya terdapat mafa 
berwarna putih, sel kharnk ini berbentuk oval dan membentukpseudomiseIium (Gamb* 
2e). 

Isolat khamir F mempunyai koloni berupa titik-titik bemama putih, sel 
khagbmir ini berbentuk silinder memanjang dan mernbentuk pseudomiselium (Gambar 
20.  Menurut Supardi dan Sukamto (19991, khamir yang tumbuh pada puree mangga 
adalah khamir yang bersifat asidofilik yairu dapat hidup dan mmbuh gada pH asam 
dimana kharnir ini marnpu tumbuh sampai kisaran pHminimal 1,s - 2,O. 

Torok dan King (1991) dan Shearer et a!. (2002) menyebutkan bahwa lebih dari 
239 khamir telah diidentifikasi sebagai perusak pada produk olahan buah-buahan seperti 
konsentrat dan sayuran di USA diantaanya temasuk Cmdida dan Sacharomyces. 
Barnet et a!. (2000) juga melaporkan bahwa khamir ini ini sering ditemukan dalam buah- 
buahan, jus buah dan vinegar. Kharnir biasanya rnenyebabkan kerusakan pada puree 
mangga yaitu 'dengan terjadinya penyimpangan flavor d m  penampakan akibat adanya 
fermentasi. Puree mangga yang dikemas dalam botol dan telah disirnpan beberapa hari 
apabila dibuka tutupnya akan terjadi letupan gas dan berbusa, setelah itu puree akan 
tumpah. Hal ini diduga karena adanya aktivitas khamir yang rnemfermentasi glukosa 
yang diubah menjadi GO2 dan alkohoi. Hal ini sesuai dengan pendapat Fardiaz (1992) 
bahwa sifat dari khamir khususnya Sacharontyces sp antua  lain adalah m m p u  
memfementasi hampir 70% glukosa dalarn substrat dan akan diubah menjadi C 0 2  dan 
aikohol. 
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Isolat Mapang 

Isolat kapang yang diperoleh terdiri dari tiga macam koloni yaitu: kapang koloni 
abu-abu yang disebut isolat kapang C, kapang koloni hitam yang disebut isofat kapang It 
dan kapang koloni hijau yang disebut isolat kapang I. Dari ketiga isolat tersebut 
diketahui bahwa ada dua isolat yang dominan yaitu isolat kapang C dan isolat kapang I!. 
Ciri-ciri isolat kapang G adalah mempunyai koloni bulat benvarna putih abu-abu dan 
seteleh beberapa hari maka tumbuh miselia seperti untaian kapas di atas permukaan 
media, berwarna putih bila masih berumur muda kemudian berubah warn8 menjadi abu- 
abu . Gambar isolat kapang ini dapat dilihat pada Gambar 2g. Melihat ciri-ciri fisiknya 
diduga kapang tersebut adalah golongan Rhizopus sp. Ciri spesifik lainnya adalah hifa 
nonseptat, mempunyai stolon dan rhizoid yang berwarna gelap jika sudah tua, spora~~gia 
biasanya besar dan benvarna hitarn dan mempunyai pertumbuhan yang cepat dimana 
mernbentuk miselium seperti kapas (Barnet et al. 2000). Sedangkan isolat kapang I-;i 
mempunyai koloni butat hitam dan bila sudah berumur tua akan terlihat banyak spora. 
Gambar isolat kapang ini dapat dilihat pada Gambar 2h. Melihat ciri-cirinya kapang 
tersebut diduga adalah golongan Asperflus sp. Xapang ini .mempunyai kepala pembawa 
konidia yang besar yang dipak seeara padat, bulat dan benvarna hitam. Konidianya kasar 
dan mengandung banyak pigmen. Ciri spesifik lainnya antara lain adalah hifa septat dan 
miselium bercabang, koloninya kompak (Fardiaz, 1992). 

Isolat kapang I adalah berbentuk bulat dan benvarna hijau . Gambar isolat kapang 
ini dapat dilihat pada Gambar 2i. Melihat ciri-cirinya kapang tersebut diduga adalah 
golongan Penicillium sp. Ciri-ciri spesifik Peniciflium adalah hi fa septat, m iseliurn 
bercabang dan biasanya tidak berwarna, konidia pada waktu masih muda berwarna hijau 
kemudian berubah menjadi kebiruan atau kecoklatan (Barnett et al. 2000). Kapang 
menyebabkan kemsakan pada puree mangga karena biasanya tumbuh di pemukaan 
puree mangga. Akibatnya akan merusak penampakan akibat timbulnya hifa dan bisa 
mengubah warna asli dari puree mangga. Kapang-kapang ini biasanya bersifat aerobik, 
oleh karena masih adanya oksigen di dalam botol pengemas karena tidak divakum pada 
waktu pengemasan. Kapang-kapang tersebut berasal dari bahan baku yaitu b u d  mangga 
pada waktu proses, dimana menumt Ray (2000) kapang-kapang yang terdapat pada buah- 
buahan yang menyebabkan kebusukan adalah IZhizopus, Aspergillus, Penicilfium dan 
lain-lain. 

Gambar 2a tsolat bakteri A Gambar 2b lsolat bakteri B 

Gambar 2c lsolat khamir G Garnbar 2d lsolat kharnir e) 
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Gambar 2e lsolat kharnlr E Garnbar 2F lsolat khamir F 

Gambar 29 lsolat kapang 6 Gambar 2h lsolat kapang H 

Gambar 21 lsolat kapang I 

Gambar 2. Isolat mikroba 

Kuwa PerQumbuhan Isolat 

Sebelurn dilakukan uji ketzhanan panas terhadap isolat-isolat, terlebih dahulu 
dibuat kurva penumbuhamya untuk menentukan akhir fase lognya (LLP). Hal ini 
dimaksudkan agar isolat kultur uji memiliki tipe dan karakteristik yang seragam., 
Mikroba yang berada pada fase stasioner pada umumnya lebih toleran kepada lingkungan 
dibandingkan dengan mikroba yang tumbuh pada fare log. Kurva penumbuhm suatu 
mikroba adalah spesifik terganNng jenis dan spesiesnya. Demikian halnya waktu 
tercapainya akhir fase log suatu mikroba juga berbeda antar mikroba. Hasil pengamatan 
menunjukkan bahwa fase LLP yang paling cepat dicapai pada bakteri kemudian khamir 
dan kapang. Waktu untuk mencapai akhir fase log isolat mikroba puree mangga dapat 
dilihat pada Tabel 1. 
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Tabel 1 .  Waktu untuk mencapai akhir fase log isolat mikrobapuree mangga 

Isolat Akhir fase log (LLP) 

Isolat bakteri A 11 jam 

Isolat bakteri B 1 l jam 

Isolat khamir C 21 jam 

isolat khamir E 23 jam 

lsolat kapang G 6 hari 

Isolat kapang W 5 hari 

Untuk mendapatkan keseragaman fase maka isolat mikroba yang akan diuji 
ketahanan panasnya diinkubasi terlebih dahulu pada medium cair pada suhu pertumbuhan 
yang optimal sarnpai tercapai waktu pada akhir fase Iognya. 

Ketabanan Panas Mikroba 

Isolat bakteri A mempunyai nilai D $an z lebih rendah daripada isolat bakteri B 
(Tabel 2). Hal ini kemungkinan disebabkan karena isolat bakteri B adalah bakteri Gram 
negatif, sedangkan isolat bakteri A adafah bakteri Gram positif. Perbedaan struktur 
dinding sei menyebabkan perbedaan daya tahan bakteri terhadap gangguan lingkungan. 
Bakteri Gram positif mempunyai dinding sel yang sangat tebal dirnana 90% dari dinding 
selnya terdiri dari lapisan peptidoglikan, sedangkan lapisan tipis lainnya adalal~ asam 
tgikoat (Fardiaz, 1992). Peptidogtikan terdiri dari asam N-asetil muramat dan N-asetil 
glukosamin serta ikatan-ikatan asam amino yang kuat. Faktor tersebut menyebabkan 
bakteri Cram positif mempunyai ketahanan yang lebih baik terhadap gangguan fisik 
(panas) daripada bakteri Gram negatif (Supardi dan Sukamto, 1999). 

Tabel 2 Rekapitulasi nilai D dan z isolat mikrobapuree rnangga 

NiIai D (menit) Nilai z 
No Mikroba D55"C D6S°C D75"C D85"C (OC) 

1 Bakteri tidak membentuk spora 
- isolat bakteri A 8.76 2.5 0.99 2 1.23 
- isolat bakteri B 5.87 1.2 1 5.04 

2 Khamir 
- isolat khamir C 7.94 3.73 1.19 24.39 
- isolat khamir E 7.98 2.57 , - 20.28 

3 Kapang 
- isola: kapang G 29.59 5.92 2.12 17.48 
- isolat kapang W 29.85 9.86 2.56 18.76 

4 Mikroba populasi alami 
- Bakteri 12.92 8.58 4.96 3.7 52.91 
- Khamir / Kapang 11.9 7.29 4.3 1 3.51 54.95 

Nilai D dan z isolat bakteri tersebut di atas lebih tinggi daripada yang disebutkan 
di pustaka, dimana Mazzota (2001) melaporkan bahwa nilai D56OC Saln?onella adalah 
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2,43 menit, D60°C adalah 0,44 menit, D62"G adalah 0,28 menit dengan nilai z sebesar 
6,2"C dalam medium pemanasan jus mggur dengan pH adalah 3,9. Sementara itu 
Murhadi (1994) melaporkan bahwa niiai D65OC dari S. aureus adalah 2,89 menit, D7S°C 
adalah 0,08 menit dan nilai z nya adalah 6,4OC pada kalio daging sapi. 

Hal tersebut di atas terjadi karena adanya perbedaan medium pemanasan dimana 
puree mangga mempunyai konsistensi ymg lebih pekat dari pada jus dan kalio sehingga 
berpengaruh terhadap permbatan panasnya yang akan menjadi lebih lambat. Data lain 
yang menyebutkan bahwa medium pemanasan berpengaruh terhadap ketahanm panas 
mikroba adalah seperti yang dilaporkan oleh Mazzota dan Doyle (2000) bahwa 
S.fyphimurium pada medium TSB mempunyai nilai DSS°C sebesar 14 menit sedangkan 
pada medium phosphat D5S0G adalah 3,7 rnenit. Selain itu perbedaan ketahanan panas 
mikroba diduga karena adany.a perbedaan galur, tipe percobaan, kondisi kultur dm dosis 
panas yang diterima. 

Kefahanan panas khamir 

Nilai D dan z isoiat khamir G lebih tinggi bila dibandingkan dengan isolat 
khamir E berarti isolat khamir C lebih tahan panas daripada isolat khamir E (TabeI 2). 
Isolat khamir hasil penelitian mempunyai ketahanan panas yang lebih tinggi dari yang 
disebutka1.1 di pustaka, seperti yang dilaporkan oleh Tchango er a!. (1997) bahwa pada 
media jus nenas (pH 3.93, Candida pelliculum mempunyai nilai D dan nilai z adaiah 
D6S°C sebesar 3,2 menit, D75OC sebesar 1,s menit dan nilzi z sebesar 31,7S°C. 
Sedangkan pada nectar jambu biji (pH 3,15) mempunyai D65OC sebesar 2,49 dan nilai z 
sebesar 34,84OC. 

Selain itu Shearer et al. (2002), melaporkar~ bahwa nilai D dan z S . cereviceae 
juga bervariasi. Pada media jus ape! (pH 3 3 ,  nilai D57OC sebesar 32 menit, D6O0C 
sebesar 6,9 menit, D63"C sebesar 2,1 menit dan nilai z sebesar 5,1°C. Sedangkan pada jus 
buah lainnya (pH 2,8), nilai D57"C adalah 9,4 menit, D60°C adalah 2,8 menit dan D63"C 
adatah 0,4 menit dengan nilai z sebesar 5,ti0C. Pada 0,1 M buffer citrat (pH 4,0), nilai 
D60°C adalah 2,8 menit dengan nilai z sebesar 3,5OC. Garza et al. (1994), juga 
melaporkan bahwa D60°C dari S. cereviceae dalam puree peach (pH 3 3 )  adalah 0,53 
menit. 

Dari data tersebut dapat dilihat bahwa nilai D dan z khamir adalah bervariasi 
tergantung dari galur, jenis media pemanasan maupun pHnya. Hal ini seperti yang 
dilaporkan oleh Mazzota dan Doyle (2000) serta Garza et al. (1994) bahwa faktor-faktor 
yang menyebabkan perbedaan ketahanan panas mikroba adalah karena adanya perbedaan 
galur, media pemanasan, tipe percobaan, kondisi kultur dan dosis panas. Puree mangga 
hasil penelitian ini memiliki pH antara 4,12 - 4,2 yang mendekati pH dari jus nenas, 
sehingga nilai D untuk isolat khamir adalah mendekati hasil penelitian Tchango et a?. 
( 1997). 

Ketahanan panas kapang 

Nilai D dan z isolat kapang H yang diduga sebagai Rhizopus sp yang lebih rendah 
dibandingkan dengan isolat kapang G yang diduga sebagai sebagai AspergiIlus sp (Tabel 
2). Hasil penelitian Shearer et al. (2002) menyebutkan bahwa A. niger dalam medium 
pemanasan 0,lM buffer citrat (pH 4,0) mempunyai niiai D60°G sebesar 0,449 menit 
dengan nilai z sebesar 3,6"C. Sedangkan menetrut Smson et al. (1981), nilai D60°C A. 
niger adalah 2,2 rnenit. Tingginya nilai D dan z isolat kapang dari puree mangga hasil 
penelitian diduga karena faktor media pemanasan seperti halnya pada bakteri dan khamir. 
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Ketahanan panas populasi mikroba alami pada puree mangga 

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa mikroba puree mangga ketika berada 
dalam keadaan tunggal mempunyai ketahanan panas yang jauh lebih rendah 
dibandingkan dengan populasi mikroba alami yang bercampur bersama-sama dengan 
mikroba lainnya dalam puree mangga (Tabel 2). Hal ini terjadi akibat adanya kompetisi 
mikroba pada puree mangga sehingga berpengaruh terhadap toleransi panas yang 
diterima. Mazzota (2001) melaporkan bahwa kehadiran mikroba yang lain pada uji 
ketahanan panas Salmonella memberikan efek proteksi terhadap kerusakan panas. Seiain 
itu disebutkan tejadinya perbedaan ketahanan panas antara mikroba tunggallmurni dan 
populasi mikroba aiami adalah karena perbedaan karakteristik media, perubahan total 
dadatan, keasarnan dan Aw. Padatan yang tinggi dan pH rendah akan meningkatkan 
ketahanan panas mikroba. Hal ini dimungkinkan terjadi pada puree mangga, pada 
mikroba tunggal medianya adalah puree mangga yang melewati proses sterilisasi dulu 
sebelum ditambahkan isolat mikroba uji. Pemanasan pada proses sterilisasi 
mengakibatkan terjadinya penurunan viskositas oleh karena rusaknya pektin yang 
awalnya larut sehingga mengakibatkan transfer panas menjadi lebih cepat. OIIe ef a/. 
(1996), menyebutkan bahwa polisakarida yang farut pada pulp mangga adalah berupa 
senyawa pektin yang mempunyai derajat esterifikasi tinggi, selain itu senyawa pektin 
juga terdapat pada dinding sel pulp mangga. 

Perbedaan ketahanan panas antara mikroba tunggal dan populasi mikroba aiami 
diduga juga berhubungan dengan metaboiit sel dimana apabila jumlah mikroba besar 
'maka metabolitnya juga besar. Menurut Fardiaz (1992) metabolit ini biasanya berupa 
senyawa protein dimana protein bersif~t melindungi bakteri terhadap panas karena 
protein adalah koloid yang menurunkan hantaran panas. 

Bakteri yang berhasil diisolasi dari puree mangga yang telah rusak terdiri dari 
dua macam koloni yaitu isolat bakteri A yang mempunyai Gram positif dan isolat bakteri 
B yang mempunyai Gram negatif. Isolat khamir yang diperoleh terdiri dari ernpat 
macam yaitu isolat khamir C, isolat khamir D, isolat kharnir E, dan isolat khamir F, 
dimana dua isolat khamir yang dominan adalah isolat khamir C dan isolat khamir E. 
Isolat kapang yang diperoleh terdiri dari tiga macam koloni yaitu isolat kapang 4; yang 
diduga adalah golongan Rhizopus sp.,isolat kapang H yang diduga adalah gotongan 
Aspergillus sp. dan isolat kapang I yang diduga adalah golongan Penicillium sp. Dari 
ketiga isolat tersebut diketahui bahwa ada dua isolat yang dorninan yaitu isolat kapang G 
dan isolat kapang N.Isolat-isolat mikroba mempunyai karakteristik ketahanan panas 
yang berbeda-beda. Isolat-isolat bakteri mempunyai ketahanan panas yang lebih rendah 
daripada mikroba populasi alami yang terdapat pada pureecmangga. Bakteri populasi 
alami mempunyai ketahanan panas yang paling tinggi dengan nilai z sebesar 52,91 O C .  
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