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ABSTRAK 

Kebanyakan makanan yang di ambil di seluruh dunia adalah dihasilkan melalui proses 
fermentasi yang semulajadi. Namun terlalu sedikit maklumat yang wujud mengenai 
mikroorganisma yang terlibat dan ini mengakibatkan kualiti produk dan kawalan proses 
sukar. Oi dalam kajian ini mikroflora bagi minuman tradisional terfermentasi Sabah iaitu 
tapai di kaji dan beberapa spesis yis dan bakteria asid laktik telah dikenalpasti serta 
dikuantifikasikan. Secara keseluruhannya, kaedah pemencilan piring curahan banyak 
digunakan di dalam kajian ini. Selain itu, analisis fizikokimia seperti nilai pH, keasidan 
dan kandungan alkohol dijalankan bagi mengkaitkan kehadiran mikroorganisma setiap 
hari fermentasi sehinggalah produk tapai dihasilkan. Sebelum kajian terhadap tapai 
dijalankan, pemencilan mikroorganisma turut dilakukan ke atas ragi (sasad) iaitu kultur 
pemula bagi tapai. Hasil daripada kajian tersebut mendapati kultur pemula ragi 
mengandungi mikroorganisma yang bertanggungjawab di dalam fermentasi tapai. Ujian 
biokimia dilakukan ke atas koloni- koloni tunggal yang berjaya dipencilkan dan spes is 
yang dikenalpasti adalah Pichia fermentant, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces 
marxianus, Kloeckera apiculata, Hanseniaspora valbyensis dan Torulaspora delbrueckii. 
Satu jenis koloni pula tidak dapat dikenalpasti selepas ujian biokimia tetapi dijangkakan 
sebagai kulat selepas diinokulasi semula ke dalam RBCA dan didapati tidak tumbuh. 
8agi pemencilan mikroorganisma ke atas tapai mendapati koloni Pichia fermentant, 
Saccharomyces cereVISlae, Kluyveromyces marxianus, Kloeckera apiculata, 
Hanseniaspora valbyensis, Torulaspora delbrueckii dan Candida stellata bagi yis dan 
genera Leuconostoc, Pediococcus dan Lactobacillus bagi bakteria asid laktik telah 
tumbuh. Selain itu, kehadiran kulat dan enterobacteriaceae juga telah di kesan. Namun 
demikian, kehadiran bakteria asid laktik, kulat dan enterobacteriacea hanya di peringkat 
awal fermentasi sahaja iaitu dari hari 0 - 6. Kehadiran di peringkat awal fermentasi 
tersebut dikaitkan dengan kandungan alkohol yang semakin meningkat dan pH yang 
semakin menurun. Pertumbuhan kulat telah terbantut pada pH 4.4, bakteria asid laktik 
dan enterobacteriacea pada pH 3.7. Disimpulkan bahawa bakteria asid laktik, kulat dan 
enterobacteriacea tidak dapat tumbuh pada pH kurang daripada 4 dan kepekatan 
alkohol lebih daripada 15 peratus. Mikroorganisma yang didapati dominan pada 
peringkat awal fermentasi (0 - 8 hari) adalah kulat, Kloeckera apiculata dan 
Hanseniaspora valbyensis di mana kedominasian tersebut bertukar kepada spesis 
Pichia fermentant, Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbrueckii dan Candida 
stel/ata selepas hari ke 8. Apabila kandungan alkohol mencapai 26.04 %, dominasi 
fermentasi telah di ambil alih oleh Saccharomyces cerevisiae sahaja. Pertumbuhan yis 
lain pula semakin menurun. Peratus kandungan alkohol akhir bagi tapai adalah 26.22 % 
di mana ini telah melampaui peratusan yang telah ditetapkan oleh Peraturan Makanan 
Malaysia 1985 iaitu sebanyak 12 % alkohol untuk wain. 
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF MICROFLORA IN SABAH'S TRADITIONAL 

FERMENTED ALCOHOLIC BEVERAGE, TAPAI 

ABSTRACT 

Many of the indigenous foods consumed around the world are produced by natural 
fermentation . Information is not always available about the microorganisms involved, 
which makes it very difficult to mantain product quality and processing controls . In this 
work the microflora of the traditional Sabah fermented alcoholic beverage, tapai was 
investigated and some of the yeast and lactic acid bacteria strains involved have been 
identified and quantified. As a whole, physicochemical analysis namely pH value, acidity 
and alcohol percentage value was determined to relate the microorgnisms presence 
every fermentation day until the tapai product is produced. Before the isolation is done 
on the tapai, isolation of microorganisms is also conducted on the ragi (sasad) which is 
the starter culture for tapaL Results show that the starter culture for tapai consist of 
microorganisms responsible for the fermentation of tapaL Biochemical tests conducted 
on the isolated colonies revealed yeast species of Pichia fermentant, Saccharomyces 
cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Kloeckera apiculata, Hanseniaspora valbyensis 
and Torulaspora delbrueckii. One colony was unable to be identified after the series of 
biochemical tests but is suggested to be mould after it was reinoculated on RBCA and 
was unable to grow. For the isolation of microorganism in tapai , it was found that yeast 
species colonies of Pichia fermentant, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces 
marxianus, Kloeckera apiculata, Hanseniaspora valbyensis, Torulaspora delbrueckii and 
Candida stellata and lactic acid bacteria genus colonies of Leuconostoc, Pediococcus 
and Lactobacillus grew well. Apart from that, mould and enterobacteriacea presence was 
also found . But the presence of lactic acid bacteria, mould and enterobacteriacea lasted 
only for the early stages of fermentation which is day 0 - 6 and is related to the 
increasement of alcoholic content and decreasement of the pH value. The growth of 
mould was inhibited at the pH value of 4.4, lactic acid bacteria and enterobacteriacea at 
3.7. It is summarized that lactic acid bacteria, mould and enterobacteriacea colonies 
were unable to grow well at the pH value of less than 4 and alcohol content of more than 
15 %. The predominant microorganisms during the early stages of fermentation (day 0 -
8) were mOUld, Kloeckera apiculata and Hanseniaspora valbyensis whereas the 
predomination switched to the species of Pichia fermentant, Kluyveromyces marxianus, 
Torulaspora delbrueckii and Candida stellata after day 8 of fermentation . When the 
alcoholic content reached 26.04 % the predominance of the fermentation was replaced 
by Saccharomyces cerevisiae alone. The other yeast species growth begins to 
decrease. The final alcohol content for tapai is 26.22 % which exceeds the standard 
percentage of Peraturan Makanan Malaysia 1985 which is 12 % for wine. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

Tapai atau nasi terfermentasi adalah sejenis makanan asli di benua Asia Tenggara di 

mana ia juga dikenali sebagai tape di Indonesia, binubudan atau binuburan di Filipina 

dan krachae atau khao di Thailand. la biasanya digunakan sebagai hidangan pencuci 

mulut selepas menjamu selera dengan makanan berat. Sekiranya tapai dihasilkan 

daripada nasi pulut maka ia dikenali sebagai tapai pulut dan jika berasaskan daripada 

ubi kayu maka ia dikenali sebagai tapai ubi (Lam, 1989). 

Oi Sabah, tapai adalah sejenis minuman beralkohol terfermentasi yang sinonim 

dengan suku kaum terbesar di Sabah iaitu Kadazandusun dan Murut yang mana biasa 

menetap di bahagian kawasan pantai barat. Selain daripada menjadi pengasas kepada 

pembuatan minuman tapai, suku kaum ini juga sangat arif dengan selok- belok 

pembuatan minuman beralkohol terfermentasi tradisional ini di mana terdapat lebih 

kurang tujuh jenis minuman beralkohol yang lain iaitu lihing, montoku / talak, sikat, bahar 

/ tuak, sagantang, kinomol dan tapai. Kesemua jenis minuman tersebut mempunyai 

rasa , tekstur dan kandungan alkoholnya yang tersendiri (Jackson, 1995). Minuman-

minuman terse but biasanya dihidangkan semasa majlis- majlis keramaian dan perayaan 

seperti hari lahir, perkahwinan, Pesta Menuai, pengkebumian atau acara lain. Pada 

waktu itu minuman tapai, montoku, lihing dan bahar amat mudah diperolehi. Selain itu, 

tapai juga boleh diperolehi di luar kawasan pantai barat seperti di kawasan pendalaman 

dan lain- lain lagi tetapi jumlahnya agak sedikit. Ini disebabkan saiz pasaran minuman 
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tradisional terfermentasi di Sabah adalah kecil dan tergolong di dalam industri kecil 

sederhana (Jackson, 1995). 

Di Sabah, minuman beralkohol terfermentasi tidak dikomersialkan berbanding 

dengan negara- negara lain. Hal ini mungkin disebabkan oleh sikap pengusaha yang 

belum berani menceburkan diri ke bidang ini. Di negara lain seperti Jepun, minuman 

beralkohol terfermentasi yang hampir serupa dengan tapai adalah sake manakala di 

Indonesia pula adalah tuwak (Walker, 1999). Minuman- minuman beralkohol yang lain 

termasuklah bir, wain, likuor, spirit dan lain- lain lagi. 

Asas yang digunakan dalam menghasilkan minuman tapai di Sabah dan 

minuman beralkohol lain di luar negara adalah sama tetapi perbezaan ketara di lihat 

pada bahan mentah, kekuatan kultur pemula dan teknik pemprosesan yang digunakan. 

Bagi minuman seperti sake dan tuwak terdapat dua bahagian proses utama iaitu 

pemeraman dan penyulingan manakala bagi tapai hanya melibatkan proses pemeraman 

sahaja. Langkah pemeraman terse but melibatkan pencampuran nasi dengan ragi 

(kultur pemula) dan kemudian dieramkan. Walau bagaimanapun, proses ini merupakan 

satu proses yang tidak terkawal kerana ragi yang digunakan tidak mempunyai 

kandungan standard. Pembuatan ragi tersebut adalah bergantung kepada ramuan 

keluarga (turun- temurun). Proses pemeraman tapai pula tidak mempunyai jangka hayat 

tamat pemeraman dan tempoh minimum pemeraman adalah 1-2 minggu. 

Walaupun terdapat kajian yang menguji peratusan kandungan alkohol di dalam 

tapai tetapi tiada kajian khusus tentang mikroflora yang terdapat di dalamnya. Oleh 

yang demikian, secara keseluruhannya objektif kajian ini adalah : 
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1. Memencilkan dan mengenalpasti mikroflora yang terdapat di dalam ragi (kultur 

pemula) yang digunakan untuk menghasilkan tapai. 

2. Memencilkan dan mengenalpasti mikroflora yang terdapat di dalam tapai. 

3. Mengkaji dan menganalisis komposisi kimia di dalam tapai seperti pH, keasidan, 

dan kandungan alkohol (peratus etanol). 
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BAB 2 

ULASAN KEPUSTAKAAN 

2.1 Makanan Terfermentasi 

Terdapat banyak mikroorganisma terutamanya bakteria yang boleh mengakibatkan 

kerosakan kepada makanan. Proses- proses yang boleh mengelakkan kerosakan 

makanan adalah seperti kaedah pengeringan, pengetinan, penyejukan dan fermentasi 

(Frazier, 1967). Teknologi yang kurang pada masa dahulu menjadikan kaedah 

fermentasi dan pengeringan sebagai kaedah utama untuk mengawet dan menyimpan 

lebihan makanan. 

Proses fermentasi berlaku melalui pertumbuhan satu atau lebih mikroorganisma 

tetapi merencatkan pertumbuhan bakteria perosak lain (Frazier, 1967). Contohnya 

penambahan kultur pemula yis kepada nasi untuk menghasilkan alkohol. Yis yang 

bertindak sebagai mikroflora utama di dalam nasi merencatkan pertumbuhan 

mikroorganisma lain seperti kulat dan bakteria asid laktik melalui kepekatan alkohol yang 

semakin meningkat. Produk yang dihasilkan akan mengalami perubahan dari segi 

tekstur dan rasa. Makanan dan minuman terfermentasi yang lain adalah seperti yogurt, 

keju, pekasam dan lain- lain lagi. 
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Selain itu, proses fermentasi juga boleh berlaku dengan semulajadi di dalam 

makanan. Semua jenis makanan mempunyai mikroorganisma yang hadir secara 

semulajadi di dalamnya. Contohnya produk sauerkraut, sayur yang digunakan 

mempunyai mikroorganisma yang hadir secara semulajadi. Garam ditambahkan untuk 

merencatkan pertumbuhan mikroorganisma lain seperti yis dan kulat. Penambahan 

garam juga memberikan sedikit rasa kepada hasil akhir produk selepas fermentasi. 

8eberapa produk lain menambahkan cuka di mana ia berfungsi untuk menurunkan pH 

makanan supaya lebih rendah dan mampu untuk merencatkan pertumbuhan bakteria 

perosak yang mempunyai kerentanan terhadap asid yang rendah. 

2.1.1 Proses Penapaian 

Proses penapaian adalah sebahagian daripada proses fermentasi. Proses ini telah lama 

digunakan dahulu untuk menggunakan sepenuhnya nasi yang berlebihan dan 

menghasilkan produk makanan yang baru. 

Proses penapaian di Sabah digolongkan ke dalam industri kecil sederhana (IKS) 

berdasarkan kepada jumlah penghasilan dan pemasaran yang tidak besar (Jackson, 

1995). Walaupun keadaan pasaran yang tampak jelas dipenuhi dengan produk proses 

penapaian tetapi jumlah pengeksportan ke luar negara dan pengimportan negara asing 

adalah rendah (Jackson, 1995). Keadaan ini jelas membuktikan saiz industri yang kecil 

dan sifat peniaga bumiputera Sabah yang belum cukup pengalaman dalam perniagaan. 

Proses penapaian berlaku dalam keadaan aerobik (tanpa oksigen) dan 

sebahagian pula berlaku secara anaerobik. Substrat karbohidrat kompleks nasi 
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dipecahkan kepada gula ringkas dan ditukarkan kepada produk sampingan lain seperti 

alkohol, karbon dioksida dan tenaga oleh yis. Mikroflora yis tidak hadir secara semulajadi 

di dalam nasi dan ditambahkan melalui kultur pemula dalam ragi (Lam, 1989). Langkah 

asas proses penapaian adalah ditunjukkan dalam persamaan kimia seperti berikut : 

Enzim Zymase 

Glukosa ~ Alkohol + Karbon dioksida + Tenaga 

Selain daripada menghasilkan produk sampingan yang diingini, tindakbalas yis 

terhadap nasi juga mengakibatkan perubahan- perubahan yang lain. Tekstur substrat 

nasi yang digunakan akan menjadi lembut serta mengeluarkan cecair dan sebahagian 

daripadanya hancur (Lam, 1989). 

2.2 Fermentasi Minuman Beralkohol 

Minuman beralkohol wujud di seluruh pelusuk dunia di dalam bentuk, kandungan 

alkohol , warna dan rasa yang berlainan. Faktor yang mengakibatkan perbezaan tersebut 

adalah faktor geografi (kawasan dan negara) dan kebudayaan yang berbeza- beza 

(Birch et. al., 1978). Namun, asas proses menghasilkan minuman beralkohol masih 

menggunakan proses penapaian sebagai tapak utama. 

Dalam proses menghasilkan minuman terfermentasi beralkohol, hasil yang 

terbentuk adalah alkohol, karbon dioksida dan tenaga. Alkohol yang dihasilkan juga 

dikenali dalam istilah lain sebagai etil alkohol. Etil alkohol yang dihasilkan oleh 

tindakbalas yis dengan substrat gula ringkas adalah gabungan daripada unsur- unsur 
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kimia karbon, hidrogen dan oksigen (Birch et. a/., 1978). Substrat- substrat yang boleh 

ditindakbalaskan oleh yis adalah daripada sumber karbohidrat seperti nasi, bijirin , ubi-

ubian, jagung, gandum dan lain- lain lagi . Selain itu, buah- buahan yang dihancurkan 

dan <1ieramkan dalam jangka masa tertentu juga mampu untuk menghasilkan alkohol. 

Menurut Foster (1979), alkohol yang dihasilkan dalam proses penapaian anggur untuk 

menghasilkan wain merah adalah baik untuk kesihatan jantung dan membekalkan lebih 

kurang 7 kalori per gram tenaga . Selain daripada hadir dalam bentuk minuman 

terfermentasi beralkohol, etil alkohol juga hadir dalam bentuk cecair yang digunakan 

dalam makmal, penyahaslian alkohol, farmasi, wangi- wangian dan sintesis organik. 

Kesemua jenis minuman- minuman terfermentasi beralkohol boleh digolongkan 

di dalam 3 kumpulan utama iaitu bir, spirit dan wain (Foster, 1979). Walaupun proses 

yang digunakan untuk menghasilkan minuman- minuman tersebut hampir sam a tetapi 

perbezaan ketara dapat di lihat dari segi bahan yang digunakan dan jangka masa 

fermentasi. 

2.2.1 Piawaian Umum Minuman Beralkohol 

Oaripada piawaian yang disediakan di dalam Akta Makanan 1983 dan Peraturan 

Makanan Malaysia 1985, minuman beralkohol adalah likuor yang mengandungi lebih 

daripada 2 % i / i alkohol dan ini termasuk makanan yang standardnya ditetapkan di 

dalam peraturan 362 hingga 384 dan peraturan 386 tetapi spirit ternyahasli atau apa-

apa sediaan yang mengandungi lebih daripada 2 % i / i alkohol yang di akui sifat 

perubatannya adalah dikecualikan. 
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Jadual 2.1 : Tiga kumpulan umum minuman beralkohol beserta dengan contoh. 

JENIS SUBSTRAT (PROSES) PERATUS CONTOH 

ALKOHOL 

Bir Gandum (Penapaian dan 2-8% Carlsberg, Anchor 

Pembruan) dan Tiger Beer 

Spirit Gandum (Penapaian dan 40 - 50 % Wiski, Gin dan Vodka 

Penyulingan) 

Wain Buah anggur 8-12 % Red wine dan White 

(Penapaian) wine 

Sumber : Aliah Abd. Rahim et. aI., 1997. 

Selain itu, minuman- minuman beralkohol hendaklah mempamerkan pernyataan 

bertulis dengan jelas pada pembungkusan. Perlabelan tersebut mesti menyatakan 

peratusan alkohol atau alkohol mutlak. 
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2.3 Minuman Beralkohol di Peringkat Antarabangsa 

2.3.1 Wain 

Wain adalah minuman terfermentasi yang berasal daripada benua Eropah. la melibatkan 

penggunaan buah- buahan sebagai substrat karbohidrat utama terutamanya buah 

anggur. Spesis buah anggur yang paling banyak digunakan adalah daripada jenis Vitis 

Vinifera (Amerine dan Berg, 1972). 

Penghasilan wain melibatkan pengekstrakan jus buah (must) dengan 

menghancurkan buah, fermentasi alkohol oleh yis (kultur eksogenus atau endogenus), 

pematangan, klarifikasi dan pembungkusan. Proses menghancurkan buah akan diikuti 

dengan proses pelembutan di mana ia memudahkan pengekstrakan bahagian yang 

diperlukan daripada biji dan kulit. Pengekstrakan ini dimulakan oleh tindakbalas enzim 

hidrolitik yang dikeluarkan oleh sel yang telah tercedera semasa penghancuran. 

Wain merah adalah dihasilkan daripada fermentasi jus anggur hitam, yang 

terkandung di dalam kulitnya. Sekiranya kulit anggur hitam dikeluarkan atau anggur putih 

digunakan maka wain putih akan dihasilkan. Wain Rose pula dihasilkan jika kesemua 

kulit anggur hitam dialihkan sebelum kesemua pigmen diekstrakkan. Fermentasi 

malolaktik boleh dijalankan untuk mendekarboksilasikan asid L- malik kepada asid L-

laktik yang akan menyebabkan penurunan keasidan wain. Sifat organoleptik wain adalah 

bergantung kepada anggur yang digunakan dan aktiviti yis dan bakteria yang terlibat. 

Tindakbalas enzim anggur dan mikroorganisma semasa pematangan juga menyumbang 

kepada pencirian wain. 
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Fermentasi wain mengambil jangka masa selama 3 hingga 5 hari tetapi ada 

proses fermentasi yang diteruskan sehingga 3 dan 4 minggu pad a suhu 21 DC hingga 32 

DC. Mikroorganisma yang terlibat dalam proses fermentasi wain adalah seperti spesis 

Candida, Hansenula, Kloeckera, pichia, Schizosaccharomyces dan Torulopsis (Amerine 

et. al., 1966). 

2.3.2 Sir 

Sir adalah minuman beralkohol terfermentasi yang juga berasal daripada benua Eropah. 

Minuman bir merupakan minuman beralkohol yang paling kuat dan popular pada masa 

dahulu di mana ia adalah pengasas kepada minuman- minuman beralkohol yang 

dibungkus dan dipasarkan dalam jumlah yang besar (Foster, 1979). 

Minuman bir menggunakan barli sebagai sumber karbohidrat di mana ia dibrukan 

bagi menghasilkan alkohol. Sumber karbohidrat tambahan biasanya ditambahkan iaitu 

adjunk dalam perkadaran yang berlainan (Ibrahim et. al., 1996). Terdapat 5 langkah 

utama di dalam penghasilan bir iaitu proses pemaltan, pelumatan, fermentasi , 

pematangan dan kemasan (Smith, 1997). 

Pad a peringkat pemaltaan, substrat barli di rendam di dalam air dan digaulkan di 

dalam tong berputar. Ini adalah bertujuan untuk percambahan barli tersebut di mana 

pembentukan enzim pendegredan kanji (amilase) dan pendegredan protein (protease) 

berlaku. Perlakuan pemanasan secara perlahan dilakukan di mana suhu meningkat 
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