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ABSTRAK 
 

 
Nama   : Diana Novia 
Program Studi  : Biologi 
Judul    : Pembuatan Yogurt Nabati melalui Fermentasi Susu       

Kacang Merah (Phaseolus vulgaris) menggunakan Kultur 
Backslop      

 
Penelitian bertujuan untuk menghasilkan produk yogurt nabati hasil fermentasi 
susu kacang merah menggunakan kultur backslop. Kultur backslop yang 
digunakan sebanyak 15% (v/v) berasal dari produk BioYogurt, inkubasi dilakukan 
selama 48 jam pada suhu 38° C. Analisis produk fermentasi meliputi perhitungan 
jumlah bakteri asam laktat, kadar protein, total asam, pH dan uji organoleptik. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada akhir fermentasi jumlah bakteri asam 
laktat  adalah 7,64 log CFU/ml, kadar protein adalah 14,89 mg/ml, kadar total 
asam adalah 1,6%, pH adalah 4,00 dan tingkat kesukaan panelis terhadap produk 
adalah moderate. 
 
Kata kunci  : backslop, fermentasi, kacang merah, organoleptik, yogurt 

xiii + 55 hal; 11 lampiran; 12 gambar; 5 tabel. 
Bibliografi  : 77 (1944--2011) 
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ABSTRACT 
 

 
Name   : Diana Novia 
Study Program : Biology 
Title  : Production of Natural Yogurt from Red Bean  

(Phaseolus vulgaris) Milk Fermentation by using   
 Backslop Culture 

 
The research aims to produce natural yogurt products of the fermented red bean 
milk by backsloping. Backslop culture from BioYogurt used as much as 15% 
(v/v), incubation performed for 48 hours at temperature of 38° C. Analysis 
fermentation products included the calculation of the lactic acid bacteria amount, 
protein content, total acid, pH and levels of panelist’s delight. The results showed 
that at the end of fermentation were, the number of lactic acid bacteria 7,64 log 
CFU/ml, protein content 14,89 mg/ml, total acid 1,6%, pH amount 4,00 and the 
degree of panelist’s delight against the product moderate.  
 
Keywords  : backslop, fermentation, red beans, organoleptic, yoghurt 

xiii + 55 pages ; 11 appendixes; 12 pictures; 5 tables. 
Bibliography  : 77 (1944--2011) 

Pembuatan yogurt..., Diana Novia, FMIPA UI, 2012



DAFTAR ISI 

 

HALAMAN JUDUL .......................................................................................... i 
HALAMAN PERNYATAAN ORISINALITAS ............................................... ii 
LEMBAR PENGESAHAN ................................................................................ iii 
KATA PENGANTAR ........................................................................................ iv 
LEMBAR PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH ........................... vi 
ABSTRAK .......................................................................................................... vii 
ABSTRACT ........................................................................................................ viii 
DAFTAR ISI ....................................................................................................... ix 
DAFTAR TABEL ............................................................................................... xi  
DAFTAR GAMBAR .......................................................................................... xii 
DAFTAR LAMPIRAN ....................................................................................... xiii 
 
1. PENDAHULUAN ....................................................................................... 1 

 
2. TINJAUAN PUSTAKA .............................................................................. 5 

2.1   Fermentasi ............................................................................................. 5 
2.2   Bakteri Asam Laktat .............................................................................. 6 
2.3 Pertumbuhan bakteri .............................................................................. 11 
2.4 Pengaruh Faktor Lingkungan ................................................................ 12 
2.5   Kedelai ................................................................................................... 14 
2.6 Kacang Merah ....................................................................................... 15 
2.7 Uji Organoleptik .................................................................................... 17 
 

3. METODE PENELITIAN ........................................................................... 18 
3.1  Lokasi dan Waktu .................................................................................. 18 
3.2  Alat Dan Bahan ...................................................................................... 18 

3.2.1 Alat ..................................................................................... 18 
3.2.2 Bahan ................................................................................. 18 

3.3 Cara Kerja ............................................................................................ 19 
3.3.1 Pembuatan medium  

de Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB) ............................. 19 
3.3.2 Pembuatan medium  
 de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) .............................. 19 
3.3.3 Metode isolasi .................................................................... 19 
3.3.4 Karakterisasi bakteri .......................................................... 20 

3.3.4.1 Pengamatan Makroskopis .................................................. 20 
3.3.4.2 Pengamatan Mikroskopis ................................................... 20 

3.3.5 Pembuatan kurva pertumbuhan normal bakteri ................. 20 
3.3.6 Uji Biokimia....................................................................... 21 

3.3.6.1 Uji Katalase ........................................................................ 21 
3.3.6.2 Uji Oksidase ....................................................................... 21 
3.3.6.3 Uji Aerob dan Anaerob ...................................................... 21 

3.3.7 Pembuatan susu kacang merah .......................................... 21 
3.3.8 Pembuatan backslop........................................................... 22 
3.3.9 Fermentasi susu kacang merah .......................................... 22 

Pembuatan yogurt..., Diana Novia, FMIPA UI, 2012



3.3.10 Enumerasi sel bakteri ......................................................... 22 
3.3.11 Pembuatan kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA) .. 23 
3.3.12 Pengukuran kadar protein .................................................. 24 
3.3.13 Standarisasi NaOH ............................................................. 24 
3.3.14 Pembuatan 1% Fenolftalein ............................................... 24 
3.3.15 Pengukuran total asam ....................................................... 24 
3.3.16 Pengukuran derajat keasaman (pH) ................................... 25 
3.3.17 Uji Organoleptik ................................................................ 26 
3.3.18 Pengolahan dan analisis data ............................................. 26 

 
4. HASIL DAN PEMBAHASAN ................................................................... 27 

4.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat .................................................................. 27 
4.2 Kurva Pertumbuhan Bakteri .................................................................. 30 
4.3 Kadar Protein ......................................................................................... 34 
4.4 Total Asam Tertitrasi ............................................................................. 35 
4.5 Kadar pH ............................................................................................... 36 
4.6 Uji Organoleptik .................................................................................... 38 

 
5. KESIMPULAN DAN SARAN ................................................................... 41 

5.1 Kesimpulan ........................................................................................... 41 
5.2 Saran ..................................................................................................... 41 
 

DAFTAR REFERENSI .................................................................................... 42 
 
LAMPIRAN ....................................................................................................... 50 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan yogurt..., Diana Novia, FMIPA UI, 2012



DAFTAR TABEL 

 

Tabel 1 Komponen nilai gizi susu kedelai dan susu sapi ............................. 3 
 
Tabel 2.2 Jenis mikroorganisme dan contoh produk yang dihasilkan ............. 8 
 
Tabel 2.6   Komponen nilai gizi kacang merah per 100 g ................................. 16 
 
Tabel 4.1 Pengamatan isolat bakteri I1 dan I2 pada suhu 44° C selama  
 48 Jam dan isolat I3 pada suhu 38° C selama 48 jam pada  
 medium MRSA ................................................................................ 29 
 
Tabel 4.5   Hasil penilaian panelis terhadap yogurt susu kacang merah setelah  
 fermentasi 48 jam ............................................................................ 40 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan yogurt..., Diana Novia, FMIPA UI, 2012



DAFTAR GAMBAR 

 

Gambar 2.2(1) Pemecahan glukosa menjadi asam laktat oleh bakteri 
 homofermentatif melalui jalur glikolisis ................................... 9 
 
Gambar 2.2(2)   Streptococcus thermophilus ...................................................... 10 
 
Gambar 2.2(3)   Lactobacillus bulgaricus ........................................................... 10 
 
Gambar 2.6   Biji kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) ............................... 16 
 
Gambar 3.3.15 Warna merah muda yang muncul saat titrasi asam ................... 25 
 
Gambar 4.1 Hasil pengamatan morfologi isolat bakteri secara mikroskopik 
 dengan metode Gram stain ........................................................ 28 
 
Gambar 4.2(1) Grafik perbandingan pertumbuhan isolat I1 dan I3 pada  
 medium MRSB selama 48 jam pengamatan ............................. 31 
 
Gambar 4.2(2) Grafik pertumbuhan bakteri asam laktat yang berasal dari hasil
 fermentasi susu kacang merah diinkubasi dengan suhu 38° C  
 selama 48 jam pada medium MRSA......................................... 33 
 
Gambar 4.3 Grafik kadar protein (mg/ml) hasil fermentasi susu kacang  
 merah dengan suhu inkubasi 38° C selama 48 jam ................... 34 
 
Gambar 4.4 Grafik persentase total asam hasil fermentasi susu kacang  
 merah dengan suhu inkubasi 38° C selama 48 jam ................... 36 
 
Gambar 4.5(1) Kurva penurunan kadar pH yogurt susu kacang merah selama  
 proses fermentasi ...................................................................... 37 
 
Gambar 4.5(2) Pembentukan gumpalan pada dasar dan permukaan yogurt  
 kacang merah ............................................................................ 38 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan yogurt..., Diana Novia, FMIPA UI, 2012



DAFTAR LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Skema isolasi bakteri asam laktat .............................................. 50 
 
Lampiran 2. Skema pengamatan makroskopik dan mikroskopik .................. 50 
 
Lampiran 3. Skema pembuatan kurva pertumbuhan bakteri ......................... 51 
 
Lampiran 4. Skema pembuatan susu kacang ................................................. 51 
 
Lampiran 5. Skema pembuatan backslop ...................................................... 52 
 
Lampiran 6.  Skema fermentasi susu kacang merah ....................................... 52 
 
Lampiran 7.  Skema perhitungan jumlah koloni bakteri ................................ 53 
 
Lampiran 8. Skema pembuatan kurva standar protein .................................. 53 
 
Lampiran 9. Skema pengukuran kadar protein .............................................. 54 
 
Lampiran 10. Skema analisis total asam tertitrasi ........................................... 54 
 
Lampiran 11. Contoh hasil pengisian kuisioner oleh panelis .......................... 55 
 

Pembuatan yogurt..., Diana Novia, FMIPA UI, 2012



BAB 1 
PENDAHULUAN 

 

Fermentasi merupakan salah satu proses pengolahan makanan yang paling 

umum dan populer di seluruh dunia (Battcock & Azam-Ali 1998: 1). Fermentasi 

menjadi populer karena proses tersebut tidak hanya dapat mengubah makanan 

untuk menjadi lebih awet, namun juga memberikan citarasa, aroma yang enak, 

dan meningkatkan kandungan nutrisi makanan (Surono 2004: 118; Farnworth 

2008: 2). Dua kunci utama dalam fermentasi adalah mikroorganisme dan substrat.  

Mikroorganisme yang berperan dalam fermentasi sangat beraneka ragam, 

contohnya adalah bakteri asam laktat pada produk susu dan khamir pada produk 

minuman beralkohol dan roti (Bamforth 2005: 2). Fermentasi dari khamir 

Saccharomyces cerevisiae yang umum dikonsumsi adalah roti (Ray 2004: 22). 

Fermentasi dari Saccharomyces cerevisiae juga dipakai untuk menghasilkan wine, 

yaitu minuman beralkohol hasil fermentasi dari sari buah anggur (Bamforth 2005: 

89--99).  

Fermentasi telah digunakan selama berabad-abad sebagai proses untuk 

mengubah susu menjadi suatu produk untuk memperpanjang daya simpannya dan 

sejak lama telah dipercaya memiliki manfaat baik bagi kesehatan tubuh (Tamime 

& Robinson 2000: 1; Adams & Moss 2008: 320). Salah satu jenis produk 

fermentasi susu adalah yogurt. Yogurt merupakan produk hasil fermentasi susu 

oleh bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus dan Streptococcus (Farnworth 

2008: 7). Percampuran dari bakteri tersebut dapat menghasilkan citarasa dan 

karakteristik yang berbeda pada produk (Guerin-Danan dkk. 1998: 111).  

Tahun 1993 Chandan & Shahani (lihat Yusmarini & Efendi 2004: 104) 

menyatakan bahwa yogurt merupakan salah satu produk makanan yang sangat 

populer. Yogurt dapat membantu dalam proses pencernaan, mencegah diare, 

mencegah peningkatan kadar kolesterol yang terlalu tinggi, bahkan dapat 

membantu melawan kanker. Yildiz (2010: 16) menyatakan bahwa yogurt aman 

untuk dikonsumsi oleh bayi berumur di atas 6 atau 9 bulan. Yogurt mengandung 

protein, kalsium dan vitamin yang sangat baik untuk pertumbuhan bayi.  

Yogurt merupakan salah satu makanan bergizi pengganti susu. Diketahui 

bahwa banyak orang yang tidak dapat mengkonsumsi susu segar karena 
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kurangnya enzim laktase pada saluran pencernaan untuk mendegradasi laktosa 

yang terdapat dalam susu. Ketidakmampuan tersebut disebut dengan lactose 

intolerance. Penderita lactose intolerance akan mengalami gangguan pencernaan 

apabila mengkonsumsi susu segar (Scrimshaw & Murray 1988: 1079). Laktosa 

pada yogurt telah dipecah menjadi asam laktat sehingga tidak akan menyebabkan 

gangguan pencernaan pada manusia (Tamime 2006: 64--65).  

Metode backslop merupakan salah satu metode dalam proses fermentasi 

skala rumah tangga. Metode tersebut menggunakan kultur dari hasil fermentasi 

sebelumnya. Penggunaan kultur dari hasil fermentasi sebelumnya, bertujuan untuk 

mempercepat proses fermentasi, mempermudah proses aplikasi, dan  

meningkatkan peluang keberhasilan pembuatan produk. Melalui metode backslop, 

diharapkan diperoleh produk fermentasi yang sejenis dalam waktu yang singkat. 

Selain metode backslop, metode controlled fermentation juga dapat digunakan 

dalam pembuatan produk fermentasi. Metode controlled fermentation pada 

umumnya digunakan dalam skala industri dan membutuhkan jumlah 

mikroorganisme murni yang banyak (Ray & Bhunia 2008: 144--145). 

Kacang-kacangan dapat menjadi alternatif sumber protein bagi negara-

negara berkembang (Tamime & Robinson 2000: 421). Jenis kacang yang telah 

banyak diolah untuk dikonsumsi saat ini adalah kacang kedelai. Susu kedelai 

merupakan salah satu produk olahan kacang kedelai sebagai pengganti susu sapi 

(Babu dkk. 2009: 25). Susu kedelai mempunyai nilai gizi yang mirip dengan susu 

sapi sehingga baik digunakan sebagai pengganti susu sapi bagi penderita lactose 

intolerance (Gandhi 2009: 19). Perbandingan komponen nilai gizi susu kedelai 

dengan susu sapi berdasarkan data dari Direktorat Gizi DepKes RI dapat dilihat 

pada Tabel 1.  

Diversifikasi pengolahan pangan berbahan dasar kacang-kacangan masih 

sangat terbatas. Salah satu usaha diversifikasi produk kacang-kacangan adalah 

dengan membuat susu dari kacang-kacangan yang difermentasi sehingga 

menyerupai yogurt dari susu hewan (Widowati & Misgiyarta 2004: 2). Soygurt 

merupakan susu kacang kedelai yang telah difermentasi oleh bakteri 

Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus bulgaricus (Yusmarini & Efendi 

2004: 107). Kedua bakteri tersebut melakukan interaksi yang terbukti dapat 
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mempercepat proses fermentasi dibandingkan dengan fermentasi menggunakan 

kultur tunggal (Bamforth 2005: 169; Tamime 2006: 33).  

 

Tabel 1. Komponen Nilai Gizi Susu Kedelai Dan Susu Sapi 

Komponen Susu kedelai  
(per 100ml) 

Susu sapi  
(per 100ml) 

Kalori 41 kal 61 kal 
Protein 3.5 g 3.2 g 
Lemak 2.5 g 3.5 g 
Karbohidrat 5 g 4.3 g 
Kalsium 50 mg 143 mg 
Fosfor 45 g 60 g 
Besi 0.7 mg 1.7 g 
Vitamin A 200 SI 130 SI 
Vitamin B1 0.08 mg 0.03 mg 
Vitamin C 2 mg 1 mg 
Air  87 g 88.33 g 

  [Sumber: Direktorat Gizi DepKes RI 1989: 5 & 14.] 

Lin dkk. (2005: 7357) melaporkan mengkonsumsi soygurt dapat 

menurunkan Total Cholesterol (TC) dan akumulasi Triglyceride (TG) di hati. 

Namun, pemanfaatan susu kedelai masih terbatas karena bau yang kurang 

disenangi (langu) (Yusmarini & Efendi 2004: 104). Langu merupakan bau khas 

dari kacang-kacangan. Bau tersebut disebabkan oleh kerja enzim lipoksigenase 

pada biji kedelai. Bau langu muncul saat pengolahan yaitu setelah tercampurnya 

lipoksigenase dengan lemak kedelai (Yusmarini & Efendi 2004: 109).  

 Susu kacang kedelai dapat digunakan sebagai alternatif untuk para 

penderita lactose intolerance agar dapat mengkonsumsi susu dengan protein 

tinggi. Namun rasa langu yang dihasilkan dari kacang kedelai menjadi penghalang 

utama tidak disukainya susu nabati tersebut. Fermentasi pada susu kacang kedelai 

diharapkan dapat menghilangkan aroma langu, ternyata tidak berhasil dan aroma 

tersebut tetap melekat pada susu kacang yang telah difermentasi (Yusmarini & 

Efendi 2004: 109). Perlu dilakukan diversifikasi dalam pembuatan yogurt nabati 

agar dapat diterima oleh masyarakat. 

Kacang merah umum terdapat di Indonesia dan harganya relatif 

terjangkau. Widowati & Misgiyarta (2004: 13) menyatakan bahwa hasil olahan 

kacang merah menjadi susu kacang merah memiliki cita rasa yang lebih enak 
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untuk dikonsumsi dibandingkan dengan susu kacang kedelai, kacang tanah, 

kacang hijau dan kacang tunggak. Kacang merah dapat digunakan sebagai salah 

satu bahan pilihan dalam pembuatan yogurt nabati karena rasanya enak dan tidak 

menghasilkan aroma langu. Namun, penelitian tentang fermentasi susu kacang 

merah masih sangat sedikit.  

Pembuatan susu kacang merah hampir sama dengan pembuatan susu 

kacang-kacangan lain seperti susu kedelai dan susu kacang hijau (Widowati & 

Misgiyarta 2004: 4). Fratiwi dkk. (2008: 49) menyatakan bahwa fermentasi susu 

kacang merah memiliki rasa yang hampir sama atau tidak berbeda nyata dengan 

hasil fermentasi susu skim, sampai sekarang kacang merah juga belum banyak 

diteliti untuk diolah menjadi produk fermentasi. Oleh karena itu, penelitian 

penggunaan kacang merah sebagai bahan dasar pembuatan yogurt nabati perlu 

dieksplorasi. 

Penelitian bertujuan untuk menghasilkan produk yogurt nabati dari bahan 

susu kacang merah hasil fermentasi dengan menggunakan kultur backslop. 

Tingkat pertumbuhan bakteri asam laktat pada substrat susu kacang merah hasil 

fermentasi perlu diketahui. Analisis produk yogurt susu kacang merah untuk 

mengetahui kadar protein, total asam, dan pH perlu dilakukan. Selain itu, tingkat 

kesukaan panelis dengan menggunakan uji organoleptik perlu diketahui. 

Hipotesis penelitian adalah produk yogurt nabati dapat dihasilkan dari 

kacang merah hasil fermentasi menggunakan kultur backslop. Proses fermentasi 

akan mempengaruhi jumlah bakteri asam laktat pada substrat susu kacang merah. 

Proses fermentasi akan mempengaruhi kadar protein, total asam dan pH. Yogurt 

kacang merah diduga memiliki rasa yang unik sehingga disukai oleh panelis. 
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BAB 2 
TINJAUAN  PUSTAKA 

 

2.1 Fermentasi 

 

Fermentasi merupakan proses perubahan kimawi, dari senyawa kompleks 

menjadi lebih sederhana dengan bantuan enzim yang dihasilkan oleh 

mikroorganisme (Jay dkk. 2005: 150). Proses tersebut akan menyebabkan 

terjadinya penguraian senyawa-senyawa organik untuk menghasilkan energi 

(Madigan dkk. 2011: 373).  Selain itu, akan terjadi proses pengubahan substrat 

menjadi produk baru oleh mikroorganisme (Bourgaize dkk. 1999: 357). 

Dua kunci utama fermentasi adalah mikroorganisme dan substrat 

(Bamforth 2005: 2). Mikroorganisme dan substrat yang tepat dapat menghasilkan 

produk fermentasi yang diinginkan. Salah satu contohnya adalah pada pembuatan 

vinegar, bakteri dari genus Acetobacter  dipilih untuk memfermentasi substrat 

dari sari buah. Mikroorganisme digunakan untuk fermentasi karena 

mikroorganisme terbukti mudah untuk dibudidayakan, memiliki pertumbuhan 

yang cepat, dapat menggunakan substrat yang murah (termasuk limbah), produk 

yang dihasilkan beragam dan mudah untuk dimanipulasi genetiknya sehingga 

memungkinkan untuk menghasilkan produk baru pada industri fermentasi (Waites 

dkk. 2001: 75).  

Substrat adalah materi organik yang dapat digunakan oleh mikroorganisme 

sebagai sumber nutrien bagi kelangsungan hidup mikroorganisme (Gandjar dkk. 

2006: 44). Substrat dapat berbentuk cair maupun padat. Pemilihan substrat yang 

tepat untuk proses fermentasi penting untuk dilakukan. Substrat yang tepat adalah 

substrat yang dapat memenuhi semua kebutuhan nutrien bagi mikroorganisme 

yang akan dipakai (Waites dkk. 2001: 86).  

Fermentasi dilakukan terhadap suatu bahan makanan untuk mendapatkan 

produk makanan baru yang dapat memperpanjang daya simpan (Farnworth 2008: 

2). Aktifitas mikroorganisme pada fermentasi akan menyebabkan perubahan kadar 

pH dan terbentuk senyawa penghambat seperti alkohol dan bakteriosin yang dapat 

menghambat pertumbuhan mikroorganisme pembusuk (Waites dkk. 2001: 179).  
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Metode fermentasi produk makanan dapat dibagi menjadi 3 metode 

berdasarkan sumber mikroorganisme yang digunakan yaitu natural fermentation, 

back-slopping, dan controlled fermentation. Natural fermentation merupakan 

proses fermentasi yang terjadi secara spontan, melibatkan mikroorganisme 

indigenous, dan memerlukan kondisi lingkungan yang tepat. Kelemahan metode 

tersebut adalah membutuhkan proses yang relatif lama, produk yang dihasilkan 

memiliki mutu tidak stabil, kemungkinan gagal cukup tinggi, serta rentan 

dicemari oleh bakteri patogen (Adams & Nout 2001: 6). 

 Back-slopping merupakan proses fermentasi menggunakan sebagian hasil 

fermentasi produk sebelumnya yang diinokulasikan ke bahan baku baru. Hasil 

produk fermentasi sebelumnya diharapkan mengandung mikroorganisme yang 

dapat melakukan fermentasi pada bahan baku baru sehingga menghasilkan produk 

yang sejenis (Hutkins 2006: 67). Metode tersebut memiliki kelebihan yaitu proses 

fermentasi lebih cepat dan keberhasilan fermentasi cukup tinggi dibandingkan 

dengan natural fermentation. Kelemahan metode back-slop adalah apabila 

digunakan dalam jangka waktu yang lama, kemungkinan akan terjadi penurunan 

mutu produk. Selain itu, tingkat kagagalan metode tersebut cukup tinggi 

dibandingkan dengan controlled fermentation (Ray & Bhunia 2008: 144--145).  

Controlled fermentation merupakan proses fermentasi dengan skala 

industri menggunakan pure culture. Kultur yang digunakan dapat berasal dari 

kultur  tunggal (single culture) atau kultur campuran (mixed culture). Kelebihan 

dari metode ini adalah dapat menghasilkan produk dalam jumlah besar, produk 

yang dihasilkan relatif stabil, dan tingkat kegagalan serta pencemaran oleh bakteri 

patogen relatif rendah (Ray & Bhunia 2008: 145). 

 

2.2 Bakteri Asam Laktat 

 

Proses pembuatan produk susu yang difermentasi melibatkan peranan 

mikroorganisme. Mikroorganisme tersebut dapat berupa bakteri, khamir, kapang 

atau berupa kombinasi mikroorganisme tersebut (Tamime 2006: 12). Bakteri asam 

laktat (BAL) merupakan bakteri yang pada umumnya digunakan dalam fermentasi 

susu (Yildiz 2010: 98). Bakteri tersebut termasuk ke dalam bakteri Gram-positif; 
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berbentuk batang, coccus atau coccobacilli; dapat bertahan pada suhu 4--45° C; 

dan hidup pada pH 4--4,5 namun ada pula yang toleran di atas pH 9 atau di bawah 

pH 3,2 (Bamforth 2005: 32). 

Berdasarkan produk yang dihasilkan selama fermentasi, bakteri asam 

laktat dibedakan menjadi homofermentatif dan heterofermentatif. Bakteri 

homofermentatif  menghasilkan produk fermentasi tunggal yaitu asam laktat, 

sedangkan bakteri heterofermentatif memproduksi asam laktat dan etanol 

(Bamforth 2005: 21; Jay dkk. 2005: 151--153). Percampuran beberapa jenis 

mikroorganisme dapat menghasilkan cita rasa yang unik dan sampai sekarang 

masih terus diteliti (Yildiz 2010: 98). Berdasarkan Tamime (2006: 13), jenis-jenis 

bakteri yang termasuk dalam kelompok homofermentatif dan heterofermentatif 

dapat dilihat pada Tabel 2.2. 

Bakteri homofermentatif akan menghasilkan asam laktat sebagai produk 

utama. Asam laktat tersebut merupakan hasil dari pemecahan glukosa menjadi 

piruvat yang kemudian diubah menjadi asam laktat melalui jalur glikolisis. Skema 

perubahan glukosa menjadi asam laktat melalui jalur glikolisis atau jalur Embden-

Meyerhoff-Parnas (EMP) dapat dilihat pada Gambar 2.2(1). Bila pada suatu 

makanan mengandung gula disakarida seperti laktosa atau sukrosa, maka 

mikroorganisme akan melakukan hidrolisis gula tersebut. Laktosa akan dipecah 

menjadi galaktosa dan glukosa oleh enzim laktase, sedangkan sukrosa akan 

dipecah menjadi glukosa dan fruktosa oleh enzim sukrase (Ray & Bhunia 2008: 

65). 

Bakteri asam laktat yang umumnya digunakan dalam fermentasi susu 

antara lain berasal genus Streptococcus dan Lactobacillus (Tamime 2006: 12). 

Karakteristik bakteri dalam genus Streptococcus adalah berbentuk bulat, 

berukuran lebih kecil dari  2 μm, berstruktur rantai atau berpasangan, non-motil, 

tidak terdapat endospora, Gram positif, fakultatif anaerob, memfermentasi 

karbohidrat untuk menghasilkan asam laktat, katalase negatif dan tumbuh pada 

suhu optimum ±37° C (Gambar 2.2(2)) (Vos dkk. 2009: 708).  
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Tabel 2.2 Jenis Mikroorganisme dan Contoh Produk yang Dihasilkan 

Organisme Starter Produk 
Metabolisme 

Fermentasi 
Laktosa 

Contoh Produk 
Fermentasi Susu 

I. Lactic acid bacteria 
Traditional 
Lactococcus spp. L(+) laktat Homofermentatif Buttermilk, sour 

cream,ymer, 
Nordic milks 

Leuconostoc spp. D(–) laktat, diasetil  Heterofermentatif Buttermilk, sour 
cream,ymer, 
Nordic milks 

Pediococcus acidilactici  DL laktat  Homofermentatif Fermented milk, 
kefir 

Streptococcus thermophilus  L(+) laktat, 
asetaldehid, diasetil 

Homofermentatif Yogurt, skyr, 
labneh,sour 
cream 

Lactobacillus delbrueckii spp.  D(–) 
laktat,acetaldehid, 
diasetil 

Homofermentatif Yogurt, skyr, 
labneh 

Non-traditional 
Lactobacillus spp. DL laktat Homofermentatif Yogurt, 

kefir,buttermilk, 
sour cream 

Lactobacillus spp. DL laktat Heterofermentatif Yogurt, kefir 
Bifi dobacterium spp. L(+) laktat, asetat  Heterofermentatif Yogurt, 

buttermilk, sour 
cream 

Enterococcus spp. L(+) laktat Homofermentatif Fermented milk 
Acetobacter aceti and rasens  Asetat, CO2   Kefir 
II. Yeasts 
Candida spp., Saccharomyces 
spp., Kluyveromyces spp. and 
Debaromyces spp. 

Ethanol, CO2, 
aseton, amil-
alkohol,propanal 

 Skyr, kefir 

III. Moulds 
Geotrichum candidum    Viili, kefir 

   [Sumber: Tamime 2006: 13.] 
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Gambar 2.2(1) Pemecahan Glukosa Menjadi Asam Laktat Oleh  

Bakteri Homofermentatif Melalui Jalur Glikolisis 
[Sumber: Tamime 2006: 17.] 

 

ATP 
 
ADP 
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Gambar 2.2(2) Streptococcus thermohilus 
[Sumber: SCIMAT 2007: 1.] 

Taksonomi Streptococcus berdasarkan Vos dkk. (2009: 655) adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Procariota 

Filum  : Firmicutes 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Lactobacillales 

Famili  : Streptococcaceae 

Genus  : Streptococcus 

 

  
Gambar 2.2(3) Lactobacillus bulgaricus 

  [Sumber: SCIMAT 2006: 1.] 

2μm 

2μm 
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Lactobacillus merupakan bakteri Gram positif, tidak menghasilkan spora, 

berbentuk batang atau dapat berupa coccobacilli (Gambar 2.2(3)), dan fakultatif 

anaerob. Lactobacillus tumbuh pada suhu optimum 30--40° C, dan tumbuh 

optimal pada pH 5,5--6,2 (Vos dkk. 2009: 465).  

Taksonomi Lactobacillus berdasarkan Vos dkk. (2009: 464--465) adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Procariota 

Filum  : Firmicutes 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Lactobacillales 

Famili  : Lactobacillaceae 

Genus  : Lactobacillus 

 

2.3 Pertumbuhan Bakteri 

 

Bakteri yang diinokulasi ke dalam substrat baru mengalami beberapa 

tahap fase pertumbuhan. Penggabungan fase-fase pertumbuhan bakteri tersebut 

akan membentuk suatu kurva pertumbuhan. Fase-fase pertumbuhan tersebut 

terbagi menjadi 4 fase yaitu: fase lag, fase log, fase stasioner dan fase kematian 

(Perry dkk. 2007: 129).  

Fase lag merupakan suatu fase di mana bakteri akan beradaptasi dengan 

mengeluarkan enzim-enzim untuk memecah substrat kompleks menjadi lebih 

sederhana agar dapat digunakan sebagai bahan makanan dan penghasil energi 

untuk membelah diri (Tamime & Robinson 2000: 622; Madigan dkk. 2010: 126). 

Fase lag dapat berlangsung dengan singkat, tetapi dapat pula membutuhkan waktu 

lama. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh medium pertumbuhan yang digunakan. 

Semakin kompleks suatu substrat maka semakin lama waktu yang dibutuhkan 

untuk menguraikannya (Jay 2005: 45; Madigan dkk. 2011: 1023). Ciri fase lag 

adalah tidak adanya pertambahan jumlah bakteri (Perry dkk. 2002: 130). 

Fase log merupakan fase ketika bakteri mulai membelah dan tumbuh 

(Tortora dkk. 2010: 173). Fase log merupakan suatu periode dimana sel berada 

pada kondisi optimal, sehingga pada fase tersebut terjadi pembelahan sel secara 
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cepat (Tamime & Robinson 2000: 622). Laju pertumbuhan pada fase log sangat 

dipengaruhi oleh faktor lingkungan (suhu dan komposisi medium) (Madigan dkk. 

2011: 126).  

Fase stasioner merupakan fase ketika jumlah sel yang dibentuk seimbang 

dengan jumlah sel yang mati (Tortora dkk. 2010: 173). Fase stasioner dapat terjadi 

karena keterbatasan sumber nutrien pada substrat atau karena akumulasi produk 

sampingan yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Madigan dkk. 2011: 

126). Bakteri yang telah mencapai fase stasioner akhir akan memasuki fase 

kematian. Ciri dari fase kematian adalah terjadinya penurunan jumlah populasi 

bakteri hingga mencapai tingkat yang stabil. Setelah sebagian besar bakteri mati, 

sebagian kecil bakteri yang bertahan hidup dapat bertahan sampai berbulan-bulan 

tergantung jenisnya (Brooks dkk. 2007: 55). Kematian bakteri pada fase kematian 

umumnya disertai dengan terjadinya lisis sel (Madigan dkk. 2011: 126).  

 

2.4 Pengaruh Faktor Lingkungan 

 

Faktor lingkungan berperan penting dalam keberhasilan suatu proses 

fermentasi. Faktor lingkungan yang dapat mempengaruhi pertumbuhan 

mikroorganisme meliputi suhu, pH, Aw, dan oksigen (Madigan dkk. 2011: 132).  

Suhu merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi pertumbuhan 

mikroorganisme saat fermentasi. Suhu dapat mempengaruhi komponen sel 

mikroorganisme, terutama pada enzim yang sangat mudah terdenaturasi pada suhu 

tinggi (Bamforth 2005: 10--15). Suhu minimun merupakan batas suhu terendah 

mikroorganisme masih dapat tumbuh. Suhu optimum merupakan suhu yang tepat 

untuk pertumbuhan optimal mikroorganisme. Suhu maksimum merupakan batas 

suhu tertinggi mikroorganisme masih dapat tumbuh (Brock & Madigan 1991: 

321). Berdasarkan kemampuan toleransi mikroorganisme terhadap suhu, 

mikroorganisme dapat digolongkan menjadi 3 jenis, yaitu thermophiles, 

psychrophiles, dan mesophiles. Thermophiles merupakan mikroorganisme yang 

tumbuh pada suhu tinggi (> 50° C), psychrotrophiles tumbuh pada suhu rendah 

(0--7° C), dan mesophiles tumbuh pada suhu sedang (30--35° C) (Spencer & 

Spencer 2001: 4; Bamforth 2005: 10).  
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Setiap mikroorganisme memiliki pH optimum untuk tumbuh (Bamforth 

2005: 12). Berdasarkan toleransi terhadap pH, mikroorganisme dapat digolongkan 

menjadi beberapa jenis, yaitu acidophilic dan alkalinophilic. Mikroorganisme 

yang dapat hidup pada pH rendah disebut acidophilic. Beberapa mikroorganisme 

dikatakan alkalinophilic apabila dapat tumbuh pada pH  tinggi (> 10) (Brock & 

Madigan 1991: 328).  

Semua organisme memerlukan air untuk dapat hidup. Pertumbuhan 

mikroorganisme dipengaruhi oleh Water activity (Aw) di lingkungan. Water 

activity merupakan perbandingan antara tekanan uap air pada air murni dengan 

tekanan uap air pada larutan yang mengandung mikroorganisme (Bamforth 2005: 

14). Kandungan terlarut mempengaruhi nilai Aw. Hal tersebut disebabkan oleh 

afinitas yang tinggi terhadap zat terlarut seperti kadar gula, garam atau substansi 

lain, sehingga air yang tersedia menjadi lebih sulit untuk dimanfaatkan oleh 

mikroorganisme (Madigan dkk. 2011: 141). Halophiles merupakan 

mikroorganisme yang dapat bertahan hidup pada lingkungan dengan kadar garam 

tinggi, osmophiles merupakan mikroorganisme yang dapat hidup pada lingkungan 

dengan kadar gula tinggi, mikroorganisme yang dapat bertahan hidup pada 

lingkungan kering disebut xerophiles (Brock & Madigan 1991: 329; Bamforth 

2005: 14; Adams & Moss 2008: 40). 

Mikroorganisme dapat digolongkan menjadi beberapa jenis berdasarkan 

perlu tidaknya oksigen. Obligate aerobes yaitu mikroorganisme yang mutlak 

memerlukan oksigen sebagai aseptor elektron terakhir. Facultative anaerobes 

yaitu mikroorganisme yang dapat menggunakan oksigen sebagai aseptor elektron 

terakhir namun dapat menggantinya apabila tidak terdapat oksigen. 

Microaerophiles merupakan mikroorganisme yang memerlukan oksigen namun 

dalam jumlah yang sedikit dan tidak melebihi 2--10% v/v. Aerotolerant 

anaerobes merupakan mikroorganisme yang tidak dapat menggunakan oksigen 

untuk metabolisme namun tetap dapat tumbuh pada lingkungan yang beroksigen. 

Obligate anaerobes merupakan mikroorganisme yang akan mati bila terpapar 

oksigen (Bamforth 2005: 14; Madigan dkk. 2011: 144). 
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2.5 Kacang Kedelai 

 

Kacang kedelai (Glycine max L. Merr) merupakan salah satu jenis kacang 

yang paling umum dikonsumsi orang Asia (Tamang & Kailasapathy 2010: 192). 

Jepang merupakan salah satu negara pengimport kedelai terbesar di Asia dan lebih 

dari 80% digunakan untuk memproduksi makanan (Farnworth 2008: 269). 

Kurosu, shoyu, miso dan natto merupakan produk makanan hasil fermentasi 

kacang kedelai di Jepang, makanan tersebut diproduksi secara tradisional melalui 

fermentasi mikroorganisme (Murooka & Yamshita 2008: 791).  

Farnworth (2008: 54) menyatakan bahwa produk berbahan kedelai 

dibutuhkan oleh konsumen yang alergi terhadap susu sapi dan yang merupakan 

seorang vegetarian. Kedelai juga merupakan substrat yang baik untuk 

pertumbuhan bakteri probiotik, namun tidak untuk Lactobacillus bulgaricus. 

Berdasarkan Bozanic dkk. (2011: 55), hal tersebut terjadi karena kurangnya 

aktivitas enzim α-galaktosidase pada L. bulgaricus, namun L. bulgaricus dapat 

tumbuh dengan baik pada substrat kacang kedelai apabila dicampur dengan 

Streptococcus thermophillus.  

Komponen karbohidrat utama pada kacang-kacangan adalah rafinosa dan 

stakiosa (Tamang & Kailasapathy 2010: 341). Chang dkk. (2010: 110) 

melaporkan bahwa rafinosa dan stakiosa merupakan komponen prebiotik sehingga 

dapat mendukung pertumbuhan bakteri probiotik dalam yogurt kedelai. Kunaepah 

(2008: 2--3) menyatakan bahwa kandungan gula alami kacang yang dapat 

dimanfaatkan oleh mikroorganisme dalam pembuatan soygurt sangat terbatas 

sehingga diperlukan penambahan gula sebagai sumber karbon. 

Gandhi (2009: 13) melaporkan bahwa kacang kedelai dengan ukuran yang 

lebih besar, lebih kaya akan protein dan mengadung minyak lebih sedikit, jenis 

kacang kedelai tersebut lebih banyak dijadikan tofu dan susu kedelai. Olsen dkk. 

(2004: 254) melaporkan bahwa susu kedelai yang mengandung isoflavon dapat 

mencegah terjadinya osteorporosis pada tulang belakang wanita yang telah 

menopause.  
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2.6 Kacang Merah 

 

 Kacang merah merupakan sumber protein yang murah untuk negara maju 

dan negara berkembang (Granito dkk. 2002: 230). Selain mengandung protein 

dengan kadar tinggi, kacang merah juga mengandung banyak mineral dan vitamin 

B (Tabel 2.6). Kacang merah merupakan sumber serat makanan (Huges 1991: 

124) dan dapat mengurangi risiko penyakit jantung dan kanker usus besar 

(Broughton dkk. 2003: 61).  

Kacang merah mengandung lebih dari 50% protein globulin, 30% albumin 

dan 30% glutein dari total protein. Komposisi asam amino dari ketiga protein 

tersebut adalah, albumin kaya sistin, glutein kaya metionin, dan asam glutamik 

terdapat pada glutein dan globulin (Baudoin & Maquet 1999: 221). Selain 

mengandung asam-asam amino tersebut kacang merah juga mengandung lisin 

yang kadarnya menurun sampai 46% pada kacang merah yang dimasak (Granito 

& A´ lvarez 2006: 1169). 

Kacang merah mengandung jenis karbohidrat yang berbeda dengan susu 

sapi. Karbohidrat pada kacang merah terdiri dari golongan oligosakarida, 

sedangkan pada susu sapi merupakan laktosa (Yusmarini & Efendi 2004: 105). 

Reddy dkk. (1980  lihat Granito dkk. 2005: 128) menyatakan bahwa α-galaktosida 

(rafinosa, stakiosa, dan verbaskosa) dari oligosakarida diduga merupakan faktor 

antinutrisi yang menyebabkan perut kembung. Han & Baik (2006: 433) dan 

Barampama & Simard (1994: 833) melaporkan perendaman, pemasakan atau 

fermentasi dapat meningkatkan kadar nutrisi dari kacang merah dengan mengurai 

senyawa oligosakarida.  

Oligosakarida merupakan salah satu jenis prebiotik. Prebiotik merupakan 

komponen makanan yang tidak dapat dicerna dan resistan terhadapat enzim pada 

sistem pencernaan manusia serta dapat lolos ke usus, kemudian mengalami 

fermentasi sehingga menghasilkan nutrisi untuk bakteri pada usus. Penggabungan 

antara probiotik dengan prebiotik disebut dengan sinbiotik. Saat ini, sedang 

dilakukan perkembangan pembuatan produk sinbiotik berupa yogurt, yaitu dengan 

cara memasukkan oligosakarida ke dalam yogurt probiotik (Tamang & 

Kailasapathy 2010: 378--386). 
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Tabel 2.6 Komponen Nilai Gizi Kacang Merah Per 100 g 

Komponen Jumlah 
Kalori 336 kal 
Protein 23.1 g 
Lemak 1.7 g 

Karbohidrat 59.5 g 
Kalsium 80 mg 
Fosfor 400 mg 
Besi 5.0 mg 

Vitamin B1 0.6 mg 
Air 12 g 

[Sumber: Direktorat Gizi DepKes RI 1989: 5&14.] 

 

 
Gambar 2.6 Biji Kacang Merah  

(Phaseolus vulgaris) 

Taksonomi kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) berdasarkan Backer & 

Brink (1963: 639) adalah sebagai berikut:  

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Rosales 

Famili  : Papilionaceae 

Genus  : Phaseolus 

Speseies : Phaseolus vulgaris  
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2.7 Uji Organoleptik 

 

Penerimaan konsumen terhadap suatu produk makanan dapat dilihat 

dengan melakukan uji organoleptik (Rahayu 2003: 199). Uji organoleptik dapat 

meliputi rasa, aroma, tingkat kepedasan, dan tingkat kepahitan (Mailer & 

Beckingham 2006: 4).  Uji organoleptik melibatkan penggunaan indera manusia 

(penglihatan, penciuman, sentuhan, dan pengecapan) untuk mengevaluasi suatu 

produk makanan layak atau tidak untuk dikonsumsi (Nuka 2006: 111). Uji 

organoleptik bersifat subjektif dan berorientasi pada persepsi manusia (Marcuse 

1944: 214). Keunggulan uji organoleptik adalah mudah untuk diaplikasikan dan 

biayanya relatif murah (Ubisimail 2010: 23).  

Dua metode yang umumnya digunakan untuk mengevaluasi produk 

makanan pada uji organoleptik adalah: (1) uji kecendrungan kesukaan konsumen 

tidak terlatih, bertujuan untuk mengetahui tingkat kesukaan konsumen ketika 

diberikan suatu produk makanan; (2) Pembentukan panel dengan orang-orang 

yang telah terlatih, bertugas memberikan nilai terhadap sampel produk. Uji 

organoleptik sebaiknya dilakukan oleh orang-orang dengan kualifikasi dan terlatih 

dalam uji tersebut sehingga penilaian terhadap produk yang diuji bersifat objektif 

(Nuka 2006: 111).  
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BAB 3 
METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Lokasi dan Waktu  

 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen 

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Indonesia.  

Penelitian mulai bulan Maret--Juli 2011 dan September--Desember 2011. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

3.2.1 Alat 

 

Alat-alat yang digunakan adalah lemari pendingin [Gassio], kompor listrik 

[Sanyo], autoklaf [Hirayama], oven [Heraeus], inkubator statis [Imperial II], 

blender [Philips], pemanas air [Sharp], timbangan digital [And EW-300 G], 

kamera digital [Canon], spektrofotometer [Optima SP-3000+], kuvet, transfer 

box, gelas Erlenmeyer, gelas beaker, gelas ukur, cawan petri, tabung reaksi, jarum 

tanam bulat (ose), mikropipet, microtips 0,2 ml, microtips 1 μl, tabung ependorf, 

pipet, botol alkohol, spatel Drygalski, batang pengaduk, spatula, pembakar 

spirtus, labu takar, panci, kain saring (cheesecloth), dan botol selai.  

 

3.2.2 Bahan 

 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian tersebut adalah kacang merah 

segar [AR], yogurt plain [Bio Yogurt], medium de Man Rogosa Sharpe (MRS) 

[Oxoid], agar [Britania], Bovine Serum Albumin (BSA) [Sigma], akuades, reagen 

Bradford [Sigma], fenolftalein [Merck], NaOH [Merck], kertas pH 0--14 

Universalindikator [Merck], Oksidase strip test [Liofilchem], kertas tissu, alkohol, 

dan spiritus. 
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3.3 Cara Kerja 

 

3.3.1 Pembuatan medium de Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB)  

 

 Sebanyak 50 g MRS broth dilarutkan dalam akuades hingga volume 

mencapai 1.000 ml, kemudian dipanaskan sambil diaduk hingga homogen. 

Medium disterilisasi pada autoklaf dengan suhu 1210 C, tekanan 2 atm, selama 15 

menit (Barrow & Feltham 1993: 205). 

 

3.3.2 Pembuatan medium de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA)  

 

 Sebanyak 50 g MRS ditambahkan dengan 2% agar, kemudian dilarutkan 

dalam akuades hingga volume mencapai 1.000 ml, kemudian dipanaskan sambil 

diaduk hingga homogen. Medium disterilisasi pada autoklaf dengan suhu 1210 C, 

tekanan 2 atm, selama 15 menit. MRS agar kemudian dituangkan sebanyak 15--20 

ml ke dalam cawan petri dan dibiarkan mengeras (Barrow & Feltham 1993: 205). 

 

3.3.3 Metode isolasi 

 

 Bakteri diisolasi dari yogurt plain yang diencerkan terlebih dahulu. 

Sebanyak 1 g sampel diencerkan sampai 105, 106, dan 107. Tiap pengenceran 

diambil sebanyak 0,1 ml untuk ditumbuhkan pada medium MRS agar. Koloni 

bakteri yang tumbuh pada medium MRS agar diambil dengan menggunakan ose 

dan diinokulasikan secara streak kuadran pada cawan petri yang mengandung 

medium MRS agar. Koloni bakteri yang terpisah diambil kembali menggunakan 

ose dan digoreskan secara streak pada medium MRS miring (Benson 2001: 85). 

Bakteri yang berhasil diisolasi diinkubasi pada suhu 38 dan 44° C.  
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3.3.4 Karakterisasi bakteri 

 

3.3.4.1 Pengamatan Makroskopik 

 

 Koloni bakteri diinokulasi secara streak pada medium MRS dalam cawan 

petri dan diinkubasi pada suhu 38 dan 44° C. Pengamatan secara makroskopik 

meliputi ukuran koloni, warna koloni, bentuk koloni, tepi koloni dan permukaan 

koloni. 

 

3.3.4.2 Pengamatan Mikroskopik 

 

 Pengamatan mikroskopik dilakukan dengan membuat pengecatan Gram, 

bentuk sel dan ukuran sel. Sebanyak 2--3 tetesan larutan Gram A (Hucker’s 

Crystal Violet) diteteskan pada olesan bakteri, kemudian dibiarkan selama 1 

menit. Setelah itu olesan bakteri dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan 

dengan kertas isap. Preparat kemudian ditetesi larutan Gram B (Lugol’s Iodine) 

dan dibiarkan selama 1 menit.  Setelah dicuci dengan air mengalir dan 

dikeringkan, preparat ditetesi larutan larutan Gram C (alkohol aseton) selama 30 

detik, kemudian dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan. Preparat kemudian 

ditetesi larutan Gram D (safranin) selama 30 detik, dicuci dan dikeringkan. 

Preparat kemudian diamati di bawah mikroskop. Bakteri Gram positif akan 

berwarna ungu, sedangkan bakteri Gram negatif akan berwarna merah (Gandjar 

dkk. 1992: 32). 

 

3.3.5 Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri 

 

 Isolat bakteri ditumbuhkan pada medium MRS broth (MRSB) dengan pH 

6 dan 5, kemudian diinkubasi pada suhu 38° dan 44° C. Medium MRSB dengan 

pH 6 dan diinkubasi pada suhu 38° C digunakan untuk menumbuhkan bakteri 

diduga Streptococcus sedangkan medium MRSB dengan pH 5 dan diinkubasi 

pada suhu 44° C digunakan untuk menumbuhkan bakteri diduga Lactobacillus. 

Medium MRSB kemudian diinkubasi pada inkubator shaker selama 48 jam 
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dengan suhu berkisar antara 38--42° C. Bakteri diamati pertumbuhan koloni pada 

jam ke-0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, dan 48 dengan metode Total Plate Count 

(TPC). 

 

3.3.6 Uji Biokimia 

 

3.3.6.1 Uji katalase 

 

Satu ose isolat bakteri yang berumur 24 jam diletakkan di atas gelas objek 

yang telah terdapat tetesan H2O2 3%. Reaksi positif terjadi apabila terbentuk 

gelembung-gelembung udara. 

 

3.3.6.2 Uji oksidase 

 

 Sebanyak satu ose bakteri diinokulasikan pada permukaan strip dan 

diratakan. Timbulnya warna ungu kebiruan selama kurang dari 30 detik 

menandakan enzim sitokrom oksidase bakteri tersebut aktif. 

 

3.3.6.3 Uji aerob & anaerob 

 

 Isolat bakteri yang telah diamati morfologinya secara mikroskopis 

ditumbuhkan pada medium MRS agar (MRSA) miring. Tabung yang berisi isolat 

bakteri diinkubasi di dalam anaerobic jar pada inkubator dengan suhu 44°C untuk 

menguji pertumbuhan anaerob, untuk menguji pertumbuhan aerob isolat bakteri 

ditumbuhkan pada medium MRSA dan diinkubasi dengan suhu 44° C. 

 

3.3.7  Pembuatan susu kacang merah 

 

 Kacang merah yang dibeli dari pasar swalayan sebanyak 1000 g direndam 

dalam akuades selama 8 jam dengan perbandingan kacang : akuades 1:4 (b/v). 

Kacang merah yang sudah direndam dibersihkan sampai bersih dan direbus 

dengan suhu tidak lebih dari 80° C selama 45 menit sampai kacang menjadi 
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setengah lunak. Kulit kacang dikupas kemudian kacang diblender sampai halus 

dan diberi penambahan akuades dengan perbandingan kacang : akuades 1 : 8 

(b/v). Susu kacang merah  disaring dengan kain saring (cheesecloth), ditambahkan 

5% sukrosa dan dimasukkan ke dalam botol steril dengan volume 300 ml 

sebanyak 150 ml per botol (Kunaepah 2008: 36).  

 

3.3.8  Pembuatan backslop 

 

 Backslop diambil dari yogurt plain. Sebanyak 15% (v/v) yogurt plain 

dimasukkan ke dalam 150 ml susu kacang merah dalam botol steril yang memiliki 

volume 300 ml, diinkubasi selama 24 jam pada inkubator dengan suhu 38° C 

sehingga dihasilkan backslop 1. Sebanyak 15% (v/v) backslop 1 dimasukkan ke 

dalam 150 ml susu kacang merah kemudian diinkubasi pada inkubator selama 24 

jam dengan suhu 38° C untuk menghasilkan backslop 2, yang akan dijadikan 

backslop untuk fermentasi susu kacang merah selanjutnya (Samsumaharto & 

Puspawati 2008: 265). 

 

3.3.9 Fermentasi susu kacang merah 

 

 Susu kacang merah dipanaskan pada suhu 80° C selama 15 menit, 

kemudian setelah dingin, sebanyak 150 ml susu kacang merah dimasukkan ke 

dalam botol steril yang memiliki volume 300 ml. Backslop 2 sebanyak  15% (v/v) 

diinokulasikan ke dalam susu kacang merah. Fermentasi susu kacang merah 

dilakukan selama 48 jam pada inkubator dengan suhu 38° C. Selama proses 

fermentasi dilakukan analisis meliputi enumerasi sel bakteri, kadar protein, total 

asam tertitrasi, dan derajat keasaman (pH). Sampel diambil pada fermentasi jam 

ke-0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, dan 48 (Widowati & Misgiyarta 2004: 4). 

 

3.3.10 Enumerasi sel bakteri 

 

Selama proses fermentasi dilakukan perhitungan jumlah bakteri asam 

laktat yang terdapat di dalam susu kacang merah. Metode Total Plate Count 
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(TPC) dan medium de Man Rogosa Sharpe (MRS) dipakai untuk menghitung 

jumlah bakteri yang hidup. Tortora dkk. (2010: 174) menyatakan bahwa metode 

TPC merupakan metode untuk menghitung sel bakteri hidup dengan cara 

menghitung koloni-koloni yang terbentuk. 

Sampel diambil sebanyak 1 ml kemudian diencerkan dalam 99 ml akuades 

steril (10-2).  Kemudian diencerkan sampai 10-7. Faktor pengenceran yang 

digunakan adalah 10-5, 10-6, dan 10-7. Setiap faktor pengenceran diambil 0,1 ml 

menggunakan pipet steril kemudian diinokulasikan ke dalam cawan petri berisi 

medium MRS agar dan diratakan dengan spatel Drygalski. Setiap seri 

pengenceran dibuat tiga pengulangan. Biakan diinkubasi pada inkubator dengan 

suhu 38°C selama 48 jam, kemudian dilakukan perhitungan jumlah koloni bakteri 

yang tumbuh dipermukaan medium.  

Berdasarkan Gandjar dkk. (1992: 39--40), perhitungan jumlah koloni per 

ml dilakukan dengan rumus: 

 

Jumlah koloni per ml (CFU/ml) =
jumlah koloni

faktor pengenceran x vol. yang diinokulasi
 

 

 

3.3.11 Pembuatan kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA) 

 

 Kurva standar protein dibuat dengan mengukur kadar absorbansi larutan 

standar BSA dengan kosentrasi 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; dan 2 μg/ml. 

Sebanyak 0.2 ml larutan standar ditambahkan 1 ml reagen Bradford, 

dihomogenkan dan diinkubasi selama 10 menit kemudian diukur absorbansinya 

dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm. Selanjutnya dibuat 

grafik larutan standar protein (Kruger 2002: 16). Akuades digunakan sebagai 

blanko. 
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3.3.12 Pengukuran kadar protein 

 

 Sebanyak 0,2 ml sampel ditambahkan 1 ml reagen Bradford, 

dihomogenkan dan diinkubasi selama 10 menit kemudian diukur absorbansinya 

dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm (Kruger 2002: 16). 

Akuades digunakan sebagai blanko. 

 

3.3.13  Standarisasi NaOH 

 

 Sebanyak 0,5 g kalium ftalat (C6H5KO4) dipanaskan pada suhu 110 °C 

selama 4 jam. Kalium ftalat tersebut selanjutnya dimasukkan ke dalam labu 

Erlenmeyer 100 l dan dilarutkan dengan akuades sampai mencapai volume 25 ml. 

Larutan dipanaskan hingga larut dan dibuat tiga kali ulangan. Indikator 

phenolpthalein ditambahkan sebanyak 2 tetes ke dalam larutan tersebut. Larutan 

dititrasi dengan larutan NaOH sampai timbul warna merah muda Perhitungan 

Molaritas NaOH menggunakan rumus sebagai berikut: 

 

Molaritas larutan NaOH =
g kalium �lalat

0,2042 x ml NaOH
 

 

3.3.14 Pembuatan 1% Fenolftalein 

 

 Fenolftalein ditimbang sebanyak 0,1 g, kemudian dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer 150 ml. Fenolftalein dilarutkan dalam 10 ml etanol dan mulut ditutup 

dengan aluminium foil. 

 

3.3.15 Pengukuran total asam  

 

Sampel 10 ml dimasukkan ke dalam labu takar 100 ml dan diencerkan 

sampai tanda tera dengan akuades. Sampel yang sudah diencerkan diambil 

sebanyak 5 ml dipindahkan ke dalam Erlenmeyer 100 ml dan ditambahkan 2 tetes 

fenolftalein 1% (v/v). Titrasi dilakukan dengan menggunakan larutan NaOH 0,1 N 
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sampai timbul warna merah muda (Gambar 3.3.15). Total asam tertitrasi dihitung 

dengan rumus: 

 

Total asam tertitrasi =
ml 0,1 N NaOH x 0,009 x 100 x Faktor Pengenceran

ml sampel
 

 

(Misgiyarta & Widowati 2003: 5) 

 

  
 

Gambar 3.3.15 Warna merah 

muda yang muncul saat 

titrasi asam 

3.3.16  Pengukuran derajat keasaman (pH) 

   

 Pengukuran derajat keasaman menggunakan kertas pH 0--14 

Universalindikator [Merck]. Kertas pH dicelupkan ke dalam sampel selama 10 

detik. Setelah kertas dikeringkan selama 2 detik, dicocokkan warna dengan warna 

standar sehingga nilai pH dapat ditentukan. 
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3.3.17  Uji Organoleptik 

 

 Uji organoleptik dilakukan oleh 19 orang panelis yang tidak terlatih. 

Panelis dipilih secara acak dari Mahasiswa Departemen Biologi FMIPA, UI. 

Panelis diminta untuk menilai rasa, aroma dan tingkat kesukaan masing-masing 

sampel pada lembaran kuesioner yang telah disajikan, dengan kisaran nilai 

terendah adalah 1 (sangat tidak disukai) dan nilai tertinggi adalah 5 (sangat 

disukai) (Chang dkk. 2010: 109). 

 

3.3.18 Pengolahan dan analisis data 

 

Data yang dianalisis secara deskriptif dengan membuat tabulasi dan grafik. 

Data yang diperoleh merupakan data kuantitatif yang meliputi data hasil 

perhitungan koloni bakteri, data hasil pengukuran protein, data hasil perhitungan 

total asam, data hasil pengamatan terhadap pH, dan data hasil uji organoleptik.  
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BAB 4 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat 

 

 Sebanyak  3 isolat bakteri asam laktat berhasil diisolasi dari yogurt plain 

(I1, I2, dan I3). Isolasi bakteri asam laktat bertujuan untuk mengetahui dan 

memastikan genus bakteri yang terdapat pada backslop. Medium yang digunakan 

saat isolasi adalah de Man Rogosa Sharpe (MRS). Pemilihan medium tersebut 

dilakukan karena medium diduga sesuai untuk pertumbuhan bakteri asam laktat 

yang berasal dari backslop. Zahoor dkk. (2003: 47) menyatakan bahwa MRS 

merupakan medium yang paling umum digunakan untuk menumbuhkan bakteri 

asam laktat, meliputi genus: Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, dan 

Leuconoctoc. Atlas (2010: 1231) menyatakan bahwa MRS mengandung berbagai 

nutrien, meliputi karbon, nitrogen, vitamin, dan mineral yang menunjang 

pertumbuhan bakteri asam laktat. Berdasarkan Becton, Dickison & Company 

(2003: 1), medium MRS mengandung sodium asetat dan amonium sitrat yang 

berfungsi sebagai inhibitor untuk bakteri selain Lactobacillus. Selain itu, sodium 

asetat berfungsi sebagai buffer sehingga pH yang rendah dapat dipertahankan. 

Kadar pH yang rendah tersebut tidak dapat ditoleransi oleh mikroorganisme selain 

Lactobacillus. 

Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang pada umumnya menyukai 

suasana asam untuk dapat tumbuh. Oleh sebab itu, pembuatan medium dengan pH 

yang sesuai perlu dilakukan. Medium de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) yang 

diasamkan sampai pH 5 diduga dapat digunakan untuk menumbuhkan genus 

Lactobacillus. Medium MRSA tanpa pengasaman diduga dapat digunakan untuk 

menumbuhkan genus Streptococcus. Berdasarkan Hutkins & Nannen (1993: 

2354--2355), Lactobacillus memiliki pH maksimum untuk tumbuh 5,8 sedangkan 

Streptococcus memiliki pH maksimum 7,5 untuk dapat tumbuh. Saccaro dkk. 

(2011: 3903) melaporkan bahwa tidak terdapat pertumbuhan Lactobacillus pada 

medium MRSA dengan pH 6,2 tetapi pertumbuhan terlihat pada medium dengan 

pH 5,2.  

 

27 
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Suhu juga merupakan faktor penting dalam pertumbuhan bakteri. Suhu 

inkubasi bakteri yang tidak sesuai diduga dapat menyebabkan pertumbuhan 

bakteri menjadi terhambat. Medium yang berisi bakteri Streptococcus diinkubasi 

pada suhu 38° C sedangkan medium yang mengandung bakteri Lactobacillus 

diinkubasi pada suhu 44° C. Pemilihan kedua suhu tersebut didasarkan pada 

Heller (2001: 376S). Heller (2001: 376S) menyatakan bahwa suhu optimum untuk 

pertumbuhan S. thermophilus adalah 40° C, sedangkan suhu optimum untuk 

pertumbuhan L. bulgaricus adalah 45° C.  

 

 

Keterangan: 

a. Bakteri Isolat I1 

b. Bakteri Isolat I2 

c. Bakteri Isolat I3 

 

 

Gambar 4.1 Hasil Pengamatan Morfologi Isolat Bakteri Secara  
Mikroskopik dengan Metode Gram Stain 

Pengamatan morfologi isolat dilakukan untuk mendeskripsikan karakter 

bakteri tersebut. Hasil pengamatan isolat I1 dan I2 dapat dilihat pada Tabel 4.1. 

Isolat I1 dan I2 diinkubasi pada suhu 44° C selama 48 jam. Hasil pengamatan 

isolat I1 dan I2 secara mikroskopik menunjukkan bahwa isolat bakteri berbentuk 

batang, Gram positif, struktur membentuk rantai, bersifat non-motil, dan hanya 

tumbuh pada medium MRS pada suasana asam (pH 5). Isolat I1 berukuran 5--9 

μm (Gambar 4.1a), sedangkan isolat I2 berukuran 3--4 μm (Gambar 4.1b).  

 

a
 

b 

c 
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Tabel 4.1. Hasil Pengamatan Isolat Bakteri I1 dan I2 pada Suhu 44° C Selama  
48 Jam dan Isolat I3 pada Suhu 38° C Selama 48 Jam pada Medium MRSA 

 Isolat 
 I1 I2 I3 
a. Pengamatan secara 
Mikroskopik 

   

Bentuk Batang Batang Bulat 
Pengecatan Gram + + + 
Ukuran sel (μm) 5--9x0,5 3--4x1  1 
Motilitas √ √ √ 
    
b. Pengamatan secara 
Makroskopik 

   

Ukuran koloni (mm) 1,5--2,0 1,5--2,0 0,5 
Bentuk koloni irregular irregular irregular 
Tepi koloni entire entire entire 
Permukaan koloni convex convex convex 
Warna koloni putih putih Putih 
    
c. Uji Biokimia    
Katalase - - - 
Oksidase - - - 
    
Tumbuh aerob √ √ √ 
Tumbuh anaerob √ √ √ 

Keterangan:  √ = ada 

  -  = tidak ada 

  + = Gram positif 

 

Pengamatan secara makroskopik menunjukkan bahwa isolat I1 dan I2 

memiliki ukuran diameter koloni 1,5--2,0 mm, katalase negatif, oksidase negatif, 

warna koloni putih, irregular, entire, dan convex. Berdasarkan hasil pengamatan 

morfologi tersebut, diduga bakteri I1 dan I2 berasal dari genus Lactobacillus. Hasil 

pengamatan morfologi yang dilakukan sesuai dengan deskripsi Lactobacillus yang 

dilakukan Vos dkk. (2009: 465) dan Sameen dkk. (2010: 233). Vos dkk. (2009: 

465) menyatakan bahwa Lactobacillus memiliki sel berbentuk batang, dengan 

ukuran bervariasi, pada umumnya membentuk rantai, bersifat non-motil, 

merupakan Gram positif, uji katalase negatif, uji oksidase negatif dan dapat hidup 
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pada kondisi aerob maupun anaerob. Berdasarkan Sameen dkk. (2010: 233), 

Lactobacillus yang diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37° C di medium MRS 

dapat hidup pada kondisi aerob maupun anaerob, memiliki ukuran koloni 1,5--2,0 

mm, convex, dan entire. 

Hasil pengamatan isolat I3 dapat dilihat pada Tabel 4.1. Isolat bakteri I3 

ditumbuhkan pada medium MRSA dengan suhu inkubasi 38 °C selama 48 jam. 

Hasil pengamatan morfologi isolat I3 menunjukkan bahwa ukuran diameter koloni 

0,5 mm, uji katalase negatif, uji oksidase negatif, dapat hidup pada kondisi aerob 

maupun anaerob, berwarna putih, irregular, entire, dan convex. Hasil pengamatan 

morfologi secara mikroskopis isolat I3 dapat dilihat pada Gambar 4.1c. Hasil 

pengamatan morfologi menunjukkan bahwa bakteri berbentuk bulat, Gram positif, 

membentuk struktur rantai, dan non-motil. Berdasarkan hasil pengamatan 

morfologi tersebut, diduga bakteri I3 berasal dari genus Streptococcus. 

Hasil pengamatan morfologi yang dilakukan sesuai dengan deskripsi 

bakteri Streptococcus berdasarkan Barrow & Feltham (1993: 59), Vos dkk. (2009: 

656), dan Sameen dkk. (2010: 233). Barrow & Feltham (1993: 59) menyatakan 

bahwa Streptococcus memiliki ciri Gram positif, berbentuk bulat (coccus), dan 

non-motil. Vos dkk. (2009: 656) menyatakan bahwa koloni Streptococcus  

berukuran 0,5-1,0 mm setelah 24 jam inkubasi pada suhu 37 °C dan dapat hidup 

pada kondisi anaerob maupun aerob.  

Berdasarkan Tomi (komunikasi pribadi, 30 November 2011), diketahui 

bahwa BioYoghurt yang digunakan sebagai backslop mengandung 3 jenis bakteri 

asam laktat, yaitu Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus dan 

Lactobacillus acidophillus. 

 

4.2  Kurva Pertumbuhan Bakteri 

  

 Pembuatan kurva pertumbuhan bertujuan untuk mengukur perubahan 

jumlah isolat bakteri I1 dan I3 yang ditumbuhkan pada medium MRSB selama 48 

jam. Perbandingan pertumbuhan isolat bakteri I1 dan I3 dapat dilihat pada Gambar 

4.2(1). Setelah inkubasi 24 jam, isolat bakteri I3 tidak dapat hidup, hal tersebut 

diduga karena bakteri tersebut membentuk asam. Asam yang terbentuk 
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menyebabkan terjadinya penurunan kadar pH medium dari 6 menjadi 4,5 setelah 

48 jam fermentasi. Pembentukan asam sehingga menyebabkan kadar pH menjadi 

rendah diduga merupakan penghambat pertumbuhan isolat I3 pada medium MRS.  

 

 
Gambar 4.2(1) Grafik Perbandingan Pertumbuhan Isolat I1 dan I3 pada Medium 

MRSB Selama 48 Jam Pengamatan 

Berdasarkan Guss & Delwiche (1954: 715), pada akhir inkubasi (48 jam) 

pertumbuhan Streptococcus pada medium hanya meningkat sedikit dan terjadi 

penurunan kadar pH menjadi 4,4. Proses fermentasi menjadi penghambat 

pertumbuhan Streptococcus, pemanfaatan medium menyebabkan pembentukan 

asam yang merupakan faktor penyebab berhentinya pertumbuhan. 

CondaLab(a) (2010: 1) melaporkan bahwa medium MRS mengandung 

amonium sitrat yang pada kadar pH rendah dapat menjadi penghambat 

pertumbuhan bakteri lain selain bakteri dari genus Lactobacillus. Medium MRS 

juga mengandung sodium asetat yang akan mempertahankan suasana asam pada 

medium. Gabungan dari kedua komponen tersebut menjadikan medium MRS 

dapat digolongkan menjadi medium selektif. 

Berdasarkan CondaLab(b) (2010: 1), medium M17 merupakan medium 

yang tepat bagi pertumbuhan Streptococcus hal tersebut disebabkan karena 

medium M17 mengandung sodium gliserofotfat. Sodium gliserofosfat merupakan 

suatu buffer yang dapat mempertahankan pH medium di atas 5,7 sehingga tidak 
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menyebabkan kerusakan sel Streptococcus. Bakteri dari genus Streptococcus 

memerlukan medium yang mengandung komponen buffer. Komponen buffer 

tersebut harus dapat mempertahankan kadar pH medium tetap berada di atas 5,7. 

Hal tersebut disebabkan karena bakteri dari genus Streptococcus merupakan 

bakteri yang dapat menghasilkan asam dengan cepat, namun kadar asam yang 

terlalu tinggi dapat menyebabkan kerusakan sel Streptococcus dan dapat 

menghambat pembentukan sel baru.  

  Isolat I1 menunjukkan terjadinya pertumbuhan yang cukup signifikan dari 

jam ke-6 sampai ke-24, diduga pada jam tersebut merupakan fase log dari isolat 

tersebut. Penurunan jumlah bakteri terjadi pada jam ke-30 sampai jam ke-36. 

Kemudian kembali meningkat pada jam ke-42. Pertumbuhan mengindikasikan 

bahwa isolat I1 dapat memanfaatkan nutrien pada substrat kacang merah. 

Penurunan yang terjadi diduga dapat disebabkan oleh berkurangnya nutrien 

sehingga mengakibatkan terjadinya lisis sel dan kematian pada isolat I1. Brooks 

dkk. (2007: 55) menyatakan bahwa saat nutrisi pada substrat sudah hampir habis, 

sebagian besar sel bakteri akan mati dan mengalami lisis sel. Nutrisi yang 

dikeluarkan dari sel akan dimanfaatkan oleh sebagian kecil bakteri untuk bertahan 

hidup.  

Pembuatan kurva pertumbuhan bertujuan untuk mengukur perubahan 

jumlah bakteri asam laktat yang terdapat di dalam yogurt susu kacang merah 

selama 48 jam. Grafik  pertumbuhan (Gambar 4.2(2)) menunjukkan bahwa bakteri 

asam laktat (BAL) tidak mengalami peningkatan jumlah secara logaritmik. Hal 

tersebut mengindikasikan bakteri asam laktat tidak dapat memanfaatkan substrat 

yang ada secara optimal. Diduga bakteri asam laktat tidak dapat memanfaatkan 

karbohidrat yang terdapat pada susu kacang merah berupa rafinosa dan stakiosa 

sebagai sumber energi. Selain itu diduga pula penambahan sukrosa 5% juga 

mempengaruhi pertumbuhan bakteri asam laktat pada susu kacang merah karena 

sukrosa diduga merupakan satu-satunya karbohidrat yang dapat digunakan 

sebagai sumber energi. Streptococcus diduga merupakan satu-satunya bakteri 

asam laktat di susu kacang merah yang dapat menggunakan sukrosa untuk 

menghasilkan energi. Sukrosa diduga akan dipecah menjadi glukosa dan fruktosa, 
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kemudian Lactobacillus diduga akan menggunakan glukosa yang terbentuk untuk 

menghasilkan energi. 

 
Gambar 4.2(2) Grafik Pertumbuhan Bakteri Asam Laktat yang Berasal dari 

Hasil Fermentasi Susu Kacang Merah Diinkubasi dengan Suhu 38° C Selama  
48 Jam pada Medium MRSA 

Berdasarkan Tortora dkk. (2010: 172), kurva pertumbuhan dapat mewakili 

aktivitas pertumbuhan mikroorganisme. Kurva tersebut merupakan gabungan dari 

beberapa fase pertumbuhan, meliputi fase lag, fase log, fase stasioner, dan fase 

kematian. Pertumbuhan identik dengan aktivitas metabolisme dan pemanfaatan 

nutrien. Berdasarkan Madigan dkk. (2011: 123) pertumbuhan logaritmik adalah 

suatu fase pertumbuhan dimana terjadinya pertambahan bakteri secara 

eksponensial disertai dengan pembelahan sel secara konstan pada jangka waktu 

tertentu. Berdasarkan Granito & A´ lvarez (2006: 1168) penambahan sukrosa 

pada proses fermentasi perlu dilakukan sebagai sumber energi bagi bakteri asam 

laktat. Trindade dkk. (2001: 101) melaporkan bahwa pertumbuhan bakteri asam 

laktat pada susu kacang kedelai sepenuhnya bergantung pada kemampuan untuk 

melakukan fermentasi karbohidrat yang terdapat pada substrat. Selain itu, 

Streptococcus thermophilus merupakan bakteri asam laktat yang dapat 

memanfaatkan sukrosa sebagai sumber energi sedangkan Lactobacillus 

bulgaricus tidak dapat menggunakannya. Vos dkk. (2009: 486) menyatakan 

bahwa Lactobacillus bulgaricus hanya dapat  melakukan fermentasi terhadap 

laktosa dan glukosa. Ray & Bhunia (2008: 65) menyatakan bahwa sukrosa pada 
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suatu substrat akan dipecah oleh enzim sukrase menjadi glukosa dan fruktosa 

sehingga dapat digunakan sebagai sumber energi oleh mikroorganisme. 

 

4.3  Kadar Protein 

 

Hasil perhitungan kadar protein menggunakan metode Bradford dapat 

dilihat pada Gambar 4.2. Metode Bradford diduga dapat mengikat protein lisin 

pada kacang merah. Kruger (2002: 15) menyatakan bahwa reagen Coomassie 

Brilliant Blue merupakan pewarna yang dapat mengikat asam-asam amino 

terutama arginin, lisin, dan histidin pada protein.  

 

 
Gambar 4.3 Grafik Kadar Protein (mg/ml) Hasil Fermentasi Susu Kacang Merah 

dengan Suhu Inkubasi 38° C Selama 48 Jam 

Protein pada kacang merah diduga masih berupa protein kompleks 

sehingga perlu dilakukan suatu proses yang dapat mengubah protein tersebut 

menjadi lebih sederhana. Pemanasan susu kacang merah diduga dapat 

menyebabkan pemecahan struktur protein menjadi lebih sederhana. Struktur 

protein yang lebih sederhana diduga lebih mudah untuk dihidrolisis oleh 

Lactobacillus. Berdasarkan Zakaria & Suciono (1996: 8), pemanasan pada suhu 

80 °C  akan menyebabkan terjadinya denaturasi protein, terutama protein albumin 

dan globulin sehingga dapat merusak struktur kompleks protein. Struktur protein 
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kompleks yang telah diubah menjadi lebih sederhana akan lebih mudah untuk 

dihidrolisis oleh Lactobacillus. 

Hasil fermentasi selama 48 jam menunjukkan peningkatan kadar protein 

pada yogurt susu kacang merah (Gambar 4.3). Penyebab peningkatan kadar 

protein diduga berasal dari degradasi protein oleh enzim-enzim protease yang 

dihasilkan bakteri. Selain itu, lisis sel juga dapat menyebabkan peningkatan kadar 

protein. Protein-protein yang terdapat di dalam sel bakteri diduga akan keluar dan 

bercampur dengan substrat sehingga mengakibatkan terjadinya peningkatan kadar 

protein pada substrat. Berdasarkan Granito & A´ lvarez (2006: 6), protein yang 

didegradasi oleh proteinase dan peptidase akan menyebabkan pelepasan asam-

asam amino dan rantai pendek peptida. Menurut Yusmarini & Efendi (2004: 107--

108), komponen utama penyusun sel mikroorganisme adalah protein sehingga 

semakin banyak sel yang lisis maka semakin tinggi kadar protein pada soygurt. 

 

4.4  Total Asam Tertirasi 

 

Hasil pengamatan total asam dapat dilihat pada Gambar 4.4(1). Gambar 

4.4(1) menunjukkan bahwa terjadinya peningkatan total asam pada fermentasi 

yogurt susu kacang merah. Pembentukan asam diduga berasal dari hasil 

pemecahan karbohidrat oleh bakteri asam laktat pada susu kacang merah. Jay 

(2005: 165) melaporkan bahwa kombinasi dari bakteri Lactobacillus bulgaricus 

dan Streptococcus thermophilus berperan penting dalam peningkatan kadar asam 

pada yogurt susu sapi. Streptococcus akan tumbuh lebih cepat di awal fermentasi 

dari pada Lactobacillus dan berperan dalam peningkatan kadar asam (sekitar 

0,5%) sedangkan Lactobacillus berperan penting dalam pembentukan asetaldehit. 

Berdasarkan Ray & Bhunia (2008: 69), pembentukan asetaldehit merupakan hasil 

dari pemecahan threonin oleh genus Lactobacillus untuk memberikan rasa asam 

pada yogurt. 

Kacang merah diduga mengandung sumber karbon yang sangat terbatas 

untuk mendukung pertumbuhan bakteri asam laktat. Oleh sebab itu, perlu 

dilakukan penambahan sumber karbon pada substrat susu kacang merah berupa 

sukrosa. Sukrosa diduga memiliki struktur yang mudah untuk dipecah oleh bakteri 
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asam laktat. Selain itu, sukrosa juga mudah diperoleh dan harganya relatif 

terjangkau. 

 
Gambar 4.4 Grafik Persentase Total Asam Hasil Fermentasi Susu Kacang Merah 

dengan Suhu Inkubasi 38° C Selama 48 Jam Pengamatan 

Yusmarini & Efendi (2004: 2) melaporkan bahwa sukrosa merupakan 

jenis gula yang umum ditambahkan dalam pembuatan yogurt. Sukrosa dibutuhkan 

oleh Streptococcus sebagai sumber karbon untuk melakukan aktivitas 

metabolisme sehingga suasana asam dapat terbentuk pada substrat. Kondisi asam 

yang sesuai akan memungkinkan pertumbuhan Lactobacillus. Berdasarkan 

Trindade dkk. (2001: 102) pembentukan asam tertinggi Streptococcus terjadi pada 

soygurt dengan penambahan sukrosa sebanyak 2,5% dibandingkan dengan tanpa 

sukrosa. Kadar asam yang tinggi akan mengakibatkan penurunan kadar pH 

sehingga memungkinkan Lactobacillus untuk tumbuh. Vos dkk.( 2009: 484 & 

708) menyebutkan bahwa S. thermophilus dapat menghasilkan asam dari hasil 

fermentasi sukrosa, sedangkan  L. bulgaricus tidak dapat menfermentasi sukrosa. 

Namun L. bulgaricus dapat memanfaatkan glukosa dari hasil pemecahan sukrosa 

oleh enzim sukrase yang dihasilkan oleh S. thermophilus. 

 

4.5  Kadar pH 

 

Hasil pengamatan terhadap perubahan kadar pH yogurt kacang merah 

dapat dilihat pada Gambar 4.5(1). Hasil pengamatan menunjukkan terjadinya 

0,30 
0,40 

0,60 

1,00 

0,70 

1,20 

1,50 
1,70 

1,60 

0,00 
0,20 
0,40 
0,60 
0,80 
1,00 
1,20 
1,40 
1,60 
1,80 

0 6 12 18 24 30 36 42 48 

%
 to

ta
l a

sa
m

 

jam ke- 

Pembuatan yogurt..., Diana Novia, FMIPA UI, 2012



penurunan kadar pH selama proses fermentasi. Penurunan kadar pH diduga terkait 

dengan peningkatan kadar total asam. Penurunan pH mengindikasikan terjadinya 

peningkatan kadar total asam pada substrat. Berdasarkan Ray & Bhunia (2008: 

57) kenaikan atau penurunan kadar total asam berbanding terbalik dengan dengan 

pH. Yusmarini & Efendi (2004: 3) melaporkan bahwa pembentukan asam dari 

hasil penambahan berbagai jenis gula terbukti memberikan dampak yang berbeda 

terhadap penurunan pH. Penambahan sukrosa ke dalam substrat memberikan 

kontribusi yang paling banyak terhadap penurunan pH.  

Kadar pH diduga dapat mempengaruhi aktivitas metabolisme bakteri dan 

viabilitas bakteri. Aktivitas metabolisme bakteri asam laktat diduga memiliki 

kaitan erat terhadap peningkatan asam dan penurunan pH. Berdasarkan Madigan 

dkk. (2011: 140), kadar pH memiliki peran penting pada pertumbuhan dan 

kelangsungan hidup sel-sel mikroorganisme. Berdasarkan Ray & Bhunia (2008: 

58), setiap organisme memiliki kadar pH tertentu untuk tumbuh dengan optimal. 

Ketika pH mengalami penurunan melebihi batas minimum suatu mikroorganisme, 

maka mikroorganisme tersebut tidak hanya akan berhenti untuk tumbuh namun 

akan kehilangan viabilitasnya. 

 

 
Gambar 4.5(1) Kurva Penurunan Kadar pH pada Yogurt Susu Kacang Merah  

Selama Proses Fermentasi 

Pengamatan terhadap pembentukan gumpalan pada substrat dilakukan 

secara visual. Hasil pengamatan dapat dilihat pada Gambar 4.5(2). Hasil 
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pengamatan terhadap substrat menunjukkan adanya gumpalan-gumpalan 

berwarna putih di bagian dasar dan di permukaan botol. Gumpalan pada bagian 

dasar diduga merupakan hasil penggumpalan protein. Penggumpalan pada dasar 

diduga terjadi karena penurunan pH substrat yang mengakibatkan denaturasi 

protein. Gumpalan pada bagian permukaan diduga merupakan komponen pada 

kacang merah yang berat jenisnya lebih kecil dibandingkan dengan air. Ketika 

komponen tersebut beragregasi dengan sel bakteri, sel bakteri yang beragregasi 

akan memperbanyak diri sehingga berat jenis komponen tersebut meningkat.  Hal 

tersebut menyebabkan hasil agregasi turun ke dasar botol. 

 

 
  Keterangan:    
  (        ) : Gumpalan yang terbentuk 

 
 

Gambar 4.5(2) Pembentukan Gumpalan pada Dasar Yogurt  
Kacang Merah Setelah Inkubasi 18 Jam 

Menurut Bozanic dkk. (2011: 2), pH 4,6 merupakan titik isoelektrikal 

protein pada kacang kacang kedelai. Phadungath (2005: 6) melaporkan bahwa, 

pengasaman susu sapi hingga mencapai pH < 5 dapat mengakibatkan protein 

mencapai titik isoelektrik sehingga akan terjadi perubahan bentuk struktur pada 

kasein yang menyebabkan susu sapi menjadi kental. Yildiz (2010: 101) 

melaporkan bahwa pada awal fermentasi, Streptococcus berperan untuk 
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menurunkan pH hingga 5. Pertumbuhan Lactobacillus kemudian mengakibatkan 

penurunan pH menjadi 4. Seiring dengan penurunan pH maka yogurt akan 

menjadi kental. Saputra & Darmansyah (2010: 3) melaporkan bahwa, bakteri 

dapat menyatu dengan komponen yang terdapat pada suatu substrat yang berada 

di atas permukaan substrat. Bakteri yang menyatu dengan komponen tersebut 

kemudian akan mengalami pertambahan jumlah koloni. 

 

4.6 Uji Organoleptik 

 

Uji organoleptik dilakukan oleh 19 orang panelis yang tidak terlatih. 

Panelis berasal dari kalangan dosen dan mahasiswa di Departemen Biologi 

FMIPA UI. Panelis diminta untuk mencicipi yogurt susu kacang merah kemudian 

mengisi kuisioner yang telah disediakan (Lampiran 9).  

Rasa, aroma dan tekstur adalah kunci utama kesuksesan pembuatan 

produk yogurt. Pencampuran beberapa jenis bakteri akan mempengaruhi rasa atau 

aroma yogurt sehingga menghasilkan rasa atau aroma khas. Penambahan gula 

diduga dapat mempengaruhi cita rasa pada produk yogurt. Berdasarkan Yildiz 

(2010: 254), produk gugus karbonil yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat 

seperti asetaldehit, aseton, asetoin, dan diasetil membentuk suatu karakteristik 

rasa/aroma khas pada yogurt. 

Hasil pengisian kuisioner dapat dilihat pada Tabel 4.6. Uji organoleptik 

menunjukkan bahwa tingkat kesukaan panelis terhadap rasa yogurt adalah 2,89; 

terhadap aroma adalah 2,95; terhadap rasa asam adalah 3,16 dan terhadap yogurt 

kacang merah mencapai angka 3,11. Hasil tersebut menunjukkan bahwa tingkat 

kesukaan panelis terhadap produk yogurt kacang merah yang dihasilkan adalah 

moderate. 
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Tabel 4.6 Hasil Penilaian Panelis Terhadap Yogurt Susu Kacang Merah Setelah  
Fermentasi 48 Jam 

Panelis Rasa Aroma Asam Tingkat kesukaan 
1 3 2 3 3 
2 3 4 4 4 
3 2 2 4 3 
4 2 3 2 2 
5 2 2 3 3 
6 3 2 3 2 
7 3 3 2 3 
8 3 3 4 3 
9 4 3 4 3 
10 2 3 3 3 
11 2 3 3 2 
12 4 4 5 4 
13 3 3 2 3 
14 2 4 3 3 
15 3 3 4 4 
16 3 3 2 3 
17 3 2 2 3 
18 3 4 4 4 
19 4 3 3 4 

Rata-rata 2,84 2,95 3,16 3,11 
SD 0,69 0,71 0,90 0,66 
 

Berdasarkan Kokali (1996: 39), soygurt yang paling disukai oleh panelis 

adalah soygurt dengan penambahan sukrosa sebanyak 12%. Yusmarini & Efendi 

(2004: 6) melaporkan bahwa terdapat perbedaan yang sangat nyata dari panelis 

terhadap tingkat kesukaan soygurt yang telah diberi penambahan beberapa jenis 

gula. Soygurt yang diberi penambahan sukrosa sebanyak 7% memiliki rasa yang 

tidak terlalu asam dan masih berasa manis sehingga kurang disukai oleh panelis. 

Soygurt tersebut lebih disukai oleh panelis dibandingkan dengan soygurt yang 

diberi penambahan glukosa atau laktosa. 
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BAB 5 
KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 KESIMPULAN 

 

1. Yogurt nabati dapat dihasilkan dari fermentasi susu kacang merah 

menggunakan kultur backslop. 

2. Jumlah bakteri asam laktat pada akhir fermentasi adalah 7,64 log CFU/ml. 

3. Kadar protein pada akhir fermentasi adalah 14,89 mg/ml, kadar total asam 

akhir adalah 1,6%, dan pH akhir adalah 4,00. 

4. Tingkat kesukaan panelis terhadap produk adalah moderate.  

 

5.2 SARAN 

 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai optimasi penambahan gula 

pada yogurt susu kacang merah sehingga menghasilkan produk yang lebih 

disukai oleh panelis. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kombinasi bakteri asam 

laktat yang tepat sehingga dapat menghasilkan produk dengan cita rasa yang 

lebih enak sehingga disukai oleh panelis. 
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LAMPIRAN 
 

Lampiran 1. Skema isolasi bakteri asam laktat 

 
 

Lampiran 2. Skema pengamatan makroskopik dan mikroskopik
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Lampiran 3. Skema pembuatan kurva pertumbuhan bakteri 

 
 

Lampiran 4. Skema pembuatan susu kacang 

 
 

 

 

 

30 ml Susu kacang 
merah 200 ml 
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Lampiran 5. Skema pembuatan backslop 

 
 

Lampiran 6. Skema fermentasi susu kacang merah 
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Lampiran 7. Skema perhitungan jumlah koloni bakteri 

 
 

Lampiran 8. Skema pembuatan kurva standar protein 
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Lampiran 9. Skema pengukuran kadar protein 

 
 

Lampiran 10. Skema analisis total asam tertitrasi 
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Lampiran 11. Contoh hasil pengisian kuisioner oleh panelis 
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