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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitan mengenai pengaruh perbandingan
kacang merah dengan air terhadap mutu yoghurt kacang merah.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah | actobacillus bulgarnicus
dan Strepfococcus thermophilus dapat memfermentasi susu kacang
merah dan berapa perbandingan kacang merah dengan air untuk
menghasilkan yoghurt dengan muiu yang baik. Parameter yang diukur
adalah kadar total asam laktat, organoleptik, nilai pH, efek antibakteri,
jumiah bakteri asam laktat dan kadar gula reduksi. Penelitian ini
menggunakan lima perbandingan kacang merah dan air yaitu 1: 4, 1: 6,1
- 8, 1 :10 dan 1 : 12. Total asam laktat ditentukan dengan metode
alkalimetri, gula reduksi dilakukan dengan metode luff schoorl,
organoleptik dengan uji hedonik, nilai pH dengan menggunakan kertas pH
universal, efek antibakteri dengan metode difusi kemudian diukur zona
hambatnya dan jumlah bakteri asam laktat dengan medium Glucose Yeast
Pepton Agar (GYPA) yang ditambahkan CaCOs; kemudian dihitung
dengan menggunakan metode Standard Plate Count (SPC). Berdasarkan
hasil analisis, konsentrasi asam laktat tertinggi dan gula reduksi terendah
diperoleh pada perbandingan 1:4 yaitu 0,75% dan 0,49%. Untuk asam
laktat terendah dan gula reduksi tertinggi pada perbandingan 1:12 yaitu
0.61% dan 1,31%. Dari uji hedonik paling disenangi yoghurt kacang
merah pada perbandingan 1 : 8 dengan rata-rata skor 14,7. Sedangkan
jumlah bakteri asam laktat paling tinggi pada perbandingan 1 : 12 yaitu 3,0
x 10° sel/iml.
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ABSTRACT

A research on the effect of water ratio of red beans and red beans
for the quality of yoghurt had been done. This study aimed to know can
L actobacillus bulgaricus and Streplococcus thermophilus ferment milk and
red beans on what is the ratio of red beans and water that produces a
good quality yoghurt. Parameters measured were the total concentration
of lactic acid, organcleptic, pH value, antibacterial effects, the amount of
lactic acid bacteria and reducing sugar content. This study uses five red
beans and water ratiois 1: 4, 1: 6, 1: 8, 1: 10 and 1: 12. Total lactic acid is
determined using alkalimetri, reducing sugar analysis was conducted
using Schoorl Luff, organoleptic the hedonic test, the pH value using
universal pH paper, the antibacterial effect by diffusion method and then
measured the resisting zone and the amount of lactic acid bacteria with
medium Peptones Glucose Yeast Agar { GYPA) were added CaCOs then
calculated using the Standard Plate Count (SPC). Based on the analysis,
the concentration for total lactic acid and reducing sugar was obtained at
the lowest ratio of 1:4 that is 0.75% and 0.49%, For the result, the lowest
lactic acid and reducing sugar with the highest ratio of 1:12 is 0.61% and
1.31%. Hedonic test of the most popular of red beans in comparison
yoghurt 1: 8 with an average score of 14.7. While the amount of lactic acid
bacteria on the highest ratio of 1: 12 is 3.0 x 108 cells/ml.
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BAB |

PENDAHULUAN

Selama ini pemenuhan kebutuhan susu cenderung berupa susu
hewani. terutama yang berasal dari ternak sapi dan sebagian kecil dari
ternak kambing. Sementara dari sisi lain, orang belum terbiasa
memanfaatkan atau minum susu nabati misalnya susu kedelai. Kacang-
kacangan dapat diolah menjadi berbagai produk pangan, seperti tepung,
susu, konsentrat protein, dan lain-lain. Kacang-kacangan merupakan
sumber protein yang baik, dengan kandungan protein berkisar antara 20-
450 Selain itu kacang-kacangan juga merupakan sumber lemak, vitamin,
mineral dan serat pangan (1, 2).

Kacang merah terkenal sebagai sumber protein nabati, karena itu
peranannya dalam usaha perbaikan gizi sangatlah penting. Disamping
kaya akan protein, biji kacang merah juga merupakan sumber karbohidrat,
mineral dan vitamin. Dibandingkan kacang-kacangan lainnya, kacang
merah memiliki kadar karbohidrat yang tertinggi, kadar protein yang setara
kacang hijau, kadar lemak yang jauh lebih rendah dibandingkan kacang
kedelai dan kacang tanah, serta memiliki kadar serat yang setara dengan
kacang hijau, kedelai dan kacang tanah (2).

Kacang merah kering memiliki kandungan protein yang sangat
tinggi, yaitu mencapai 22 3 %. Dibandingkan dengan sumber protein
hewani, keunggulan kacang merah adalah bebas kolesterol, sehingga

aman untuk dikonsumsi oleh semua golongan masyarakat dari berbagai



kelompok umur. Protein kacang merah juga dapat digunakan untuk
menurunkan kadar kolesterol LDL, serta meningkatkan kadar kolesterol
HOL yang bersifat baik bagi kesehatan (2).

Yoghurt merupakan salah satu produk makanan yang sangat
populer saat ini. Selain sebagai makanan, produk yang dibuat dari susu ini
dianggap sebagai produk yang dapat membantu pencernaan, mencegah
diare dan mencegah peningkatan kadar kolesterol darah yang terlalu
tinggi. Fermentasi dapat menimbulkan cita rasa baru dan membentuk
tekstur berupa makanan sehingga mampu memperbaiki penerimaan
produk. Selama fermentasi akan terbentuk asam-asam organik yang
menimbulkan citarasa khas pada yoghurt (3).

Keseimbangan mikroflora usus dapat menjadi tolak ukur kondisi
kesehatan manusia yang dapat diperbaiki dengan meningkatkan
keseimbangan bakteri usus ke arah yang menguntungkan dengan
bantuan probiotik. Bakteri asam laktat merupakan probiotik yang
mempunyai berbagai manfaat bagi kesehatan, antara lain dapat menekan
pertumbuhan bakteri patogen, virug dan jamur, mampu membantu
menurunkan kadar kolesterol darah, meningkatkan kekebalan tubuh dan
dapat menghambat perkembangan beberapa sel kanker (4).

Meskipun kacang-kacangan dan biji-bijfian berminyak banyak
mengandung protein dalam jumlah relatif tinggi (> 15%), tetapi yang telah

dimanfaatkan untuk konsumsi manusia baru sedikit sekali. Diantara sekian



banyak jenis kacang-kacangan, nampaknya baru kedelai yang telah
digunakan secara luas sebagai sumber protein nabati (5).

Sesuai uraian di atas maka masalah yang timbul yaitu apakah
bakteri asam laktat dapat memfermentasi susu kacang merah dan berapa
perbandingan kacang merah dengan air yang menghasilkan yoghurt
kacang merah dengan kriteria yaitu pH 4 — 5, jumlah bakteri asam laktat
10* - 10" koloni/ml dan total asamnya adalah tidak kurang dari 0,5% (6).

Berdasarkan hal tersebut di atas, maka akan dilakukan penelitian
pengaruh perbandingan kacang merah dengan air terhadap mutu yoghurt
kacang merah dengan menggunakan bakteri Lactobacillus bulgaricus dan
Streptococcus  thermophillus  dengan  tujuan mengetahui  apakah
Lactobacillus bulgaricus dan Sirepfococcus thermophilus dapat
memfermentasi susu kacang merah dan berapa perbandingan kacang

merah dengan air untuk menghasilkan yoghurt dengan mutu yang baik.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

II.1 Kacang Merah

Kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) atau biasa disebut kacang
jogo bukan merupakan tanaman asli Indonesia. Tanaman ini berasal dari
Meksiko Selatan, Amerika Selatan dan dataran Cina. Selanjutnya
tanaman tersebut menyebar ke daerah lain seperti Indonesia, Malaysia,
Afrika Timur, dan Afrika Barat. Di Indonesia, daerah yang banyak ditanami
kacang merah adalah Lembang (Bandung), Pacet (Cipanas), Bogor, dan
Pulau Lombok (2).

Biji kacang jogo berwarna merah atau merah berbintik-bintik putih.
Oleh karena itu dalam kehidupan sehari-hari kacang jogo juga disebut
sebagai kacang merah. Biasanya yang dimanfaatkan dari kacang merah
adalah bijinya. Biji kacang merah merupakan bahan makanan yang
mempunyai energi tinggi dan sekaligus sumber protein nabati yang
potensial (2).

Tabel 1. Komposisi zat gizi per 100 gram kacang merah kering

Zat Gizi Kadar per 100 g
I Protein (g) 22,3
Karbohidrat (g) 61,2
Lemak (g) 1.5
Vitamin A (SI) 30




Thiamin / vitamin B1 (mg) 0,5
Riboflavin / vitamin B2 (mg) 0,2
Niacin {mg) 2.2

Kalsium (mg) 260

Fosfor (mg) 410

Besi (mg) 5.8

= Mangan (mg) 194
Tembaga (mg) 0,95

]’_ Natrium (ma) 15

Tanaman kacang merah terkenal sebagai sumber protein nabati,
karena itu peranannya dalam usaha perbaikan gizi sangatlah penting.
Disamping kaya akan protein, biji kacang merah juga merupakan sumber
karbohidrat, mineral dan vitamin (2).

Dibandingkan kacang-kacangan lainnya, kacang merah memiliki
kadar karbohidrat yang tertinggi, kadar protein yang setara kacang hijau,
kadar lemak yang jauh lebih rendah dibandingkan kacang kedelai dan
kacang tanah, serta memiliki kadar serat yang setara dengan kacang
hijau, kedelai, dan kacang tanah. Kadar serat pada kacang merah jauh
lebih tinggi dibandingkan beras, jagung, sorgum dan gandum.
Dibandingkan dengan sumber protein hewani, keunggulan kacang merah
adalah bebas kolesterol, sehingga aman untuk dikonsumsi oleh semua

golongan masyarakat dari berbagai kelompok umur. Protein kacang



merah juga dapat digunakan untuk menurunkan kadar kolesterol LDL
yang bersifat jahat bagi kesehatan manusia, serta meningkatkan kadar
kolesterol HDL yang bersifat baik bagi kesehatan manusia (2).

Menurut Advisory Committe on Technology Innovation (1878},
konsumsi kacang merah dalam jumliah yang cukup akan menyuplai
kebutuhan asam amino lisin dan leusin di dalam tubuh. Menurut
rekomendasi dari Institute of Medicine’s Food and Nutrition, salah satu
indikator protein berkualitas baik adalah kandungan leusinnya minimal 25
mg per gram protein. Pada kacang merah kadar leusinnya adalah 76,16
mg per gram protein. Leusin sangat diperiukan untuk pertumbuhan anak-
anak dan menjaga keseimbangan nitrogen pada orang dewasa. Leusin
juga berguna untuk perombakan dan pembentukan protein ofot. Oleh
karena itu, kacang merah dapat digunakan untuk memenuhi kebutuhan
protein nabati (2).

Kandungan karbohidrat pada kacang merah juga sangat tinggi yaitu
61%. Kadar lemak pada kacang merah relatif rendah, yaitu 1,5%. Adapun
komponen lemak dari kacang merah terdiri darl asam lemak jenuh 19%
dan asam lemak tidak jenuh 63,3%. Kacang merah merupakan sumber
mineral yang baik. Komposisi mineral kacang merah kering adalah fosfor,
kalsium, mangan, besi, tembaga, dan natrium (2).

Kacang merah merupakan sumber fosfor yang baik. Namun,
sebagian besar fosfor pada kacang merah mentah berada dalam bentuk

asam fitat, yang umumnya terdistribusi merata dalam semua bagian biji.



Senyawa fitat sulit dicerna, sehingga fosfor dalam asam fitat tidak dapat
digunakan oleh tubuh. Kemampuan asam fitat untuk mengikat ion-ion
metal akan hilang bila grup fosfatnya terhidrolisis oleh enzim fitase,
menghasilkan inositol dan asam fosfat sehingga meningkatkan
ketersediaan fosfor bagi tubuh. Perlakuan perendaman dan perebusan
dapat menurunkan kadar asam fitat kacang merah. Perlakuan lain yang
dapat menghilangkan asam fitat dan meningkatkan ketersediaan fosfor
adalah fermentasi (2).

Kacang merah mentah juga mengandung tripsin inhibitor
(antitripsin). Antitripsin adalah senyawa protein yang bersifat sebagai
antinutrisi, yaitu mempunyai kemampuan untuk menghambat aktivitas
enzim tripsin di dalam saluran pencernaan. Proses pemanasan dapat
menginaktifkan antitripsin  tersebut. Perebusan lebih efekdif untuk
menghancurkan antitripsin dibandingkan dengan pengukusan, terutama
bila direndam terlebih dahulu dalam air selama beberapa waktu (2).

Masalah utama dalam pengolahan kacang merah adalah
terdapatnya senyawa anti gizi dan senyawa off-flavor (menimbulkan bau
langu, rasa pahit dan rasa kapur). Cara yang dapat dilakukan untuk
mrnghilangkan bau langu yaitu (2) :

a. Menggunakan air panas (suhu 80 — 100°C) pada penggilingan

b. Perendaman dalam air panas selama 10 — 15 menit sebelum digiling



11.1.1 Klasifikasi (7)

Kerajaan  : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Anak Divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Anak Kelas : Dialypetalae

Bangsa : Rosales

Suku : Papilionaceae
Marga : Phaseolus

Jenis : Phaseolus vulgans L.

I.1.2 Morfologi Tanaman Kacang Merah (7)

Habitus semak, berakar tunggang, daun majemuk beranak daun
tiga, pertulangan anak daun menyirip, bunga majemuk berbentuk Kupu-
kupu. Buah polong-polongan, wama biji merah kecoklatan.

Il.2 Yoghurt

Istilah “yoghurt” berasal dari bahasa Turki, yang berarti susu asam.
Yoghurt adalah produk susu fermentasi semi solid yang dihasilkan metalut
proses fermentasi susu dengan menggunakan bakteri asam lakiat. Méialui
perubahan kimiawi yang terjadi selama proses fermentasi dihasilkan suatu
produk yang mempunya tekstur, flavor dan rasa yang khas. Selain ifu
juga mengandung nila nutrisi yang lebih baik dibandingkan susu segar.
Pada pembuatan yoghurt digunakan kultur starter campuran Lacfobacilus

bedgaricus dan Strepfococcus thermophifus dengan perbandingarn 1.1 (8],



Berdasarkan pada tingkat keasamannya produk-produk fermentasi
susu dikelompokkan menjadi 4 jenis, yaitu (9) :
a. Berasam rendah misalnya, susu krim dan susu mentega
b. Berasam sedang misalnya, yoghurt, yakult dan susu asidofilus
¢. Berasam tinggi misalnya, susu bulgarikus
d. Mengandung campuran asam dan alkohol misalnya, kefir
Yoghurt mempunyai rasa asam yang sedang dengan konsistensi
lembut dari gel kental dengan citarasa almon. Citarasa yang enak adalah
hasil kerjasama protokooperatif antara kedua bakteri yoghurt, yang
dipengaruhi oleh suhu inkubasi dan asam yang dihasilkan. Senyawa-
senyawa volatile dalam jumiah kecil termasuk asam asetat, diasetil dan
asetaldehida dihasilkan oleh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
membentuk citarasa khas yoghurt (10).
Pada dasamya dapat dibedakan 3 jenis yoghurt ditinjau dari
karateristik struktur fisiknya, yaitu (8) :
1. Fimm yoghurt
Yoghuit dengan konsisiensi gel padat yang dikemas sehingga
untuk mengonsumsinya harus menggunakan sendok.
2. Stirred yoghurt
Pada saat proses dilakukan pengadukan sehingga get pecah dan
kemudian didinginkan dan dikemas setelah terjadi penggumpalan kembali.

Selama dalam kemasan akan terjadi peningkatan viskositas dan produk
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mempunyai tekstur yang cukup padat. Biasanya ditambahkan bahan

pengental.
3. Drinking yoghurt

Hampir sama dengan Stimed yoghurt tetapi produk telah
dihomogenisasi sehingga konsistensi menjadi encer, selanjutnya dikemas.
Pada yoghurt jenis ini tidak ditambahkan bahan pengental tetapi
ditambahkan stabiliser.

11.3 Manfaat Produk Susu Fermentasi

Selama proses fermentasi terjadi perubahan biokimia dari substrat
akibat aktivitas bakteri starter. Kandungan gizi produk fermentasi hampir
sama dengan gizi susu bahan baku. Kelebihannya adalah asam yang
terbentuk dapat memperpanjang masa simpan, mencegah pertumbuhan
mikroorganisme pembusuk sehingga mencegah kerusakan produk, dan
mencegah pertumbuhan mikroorganisme patogen sehingga meningkatkan
keamanan produk. Di samping itu metabolit-metabalit yang dihasilkan
selama proses fermentasi, terutama peplida-peptida, dilaporkan
mempunyai efek terapeutik (8).

Bakteri asam laktat dalam produk fermentasi mempunyai berbagai
manfaat untuk kesehatan karena mikroba-mikroba probiotik yang
digunakan dapat memperbaiki keseimbangan mikroflora saluran
pencemaan. Salah satu mekanismenya adalah sebagai probiotik yang
dapat menekan pertumbuhan bakteri penyebab penyakit saluran
pencemaan, karena bakteri asam laktat memproduksi senyawa
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antimikroba, antara lain bakteriosin, hidrogen percksida, dan berbagai

antibiotik. Bakteri asam laktat membentuk koloni dan menciptakan

lingkungan dalam saluran pencemaan sedemikian rupa sehingga terjadi
kompetisi dalam pemenuhan kebutuhan nutrisi, di samping juga tempat
perlekatan yang kemudian mengakibatkan pertumbuban bakier

patogenyang masuk ke tubuh dapat terhambat (8).

Keuntungan dan manfaat dari yoghurt yaitu (11) :

1. Yoghurt dapat menghasilkan zat-zat gizi yang dipestukan oleh hati
sehingga berguna untuk mencegah penyakit kanker.

2 Mikroba pada yoghurt bermanfaat —enfuk membantyy proses
pencemaan di dalam tubub.

3. Yoghurt memiliki gizi yang lebih tinggi dibanding susu segar.
Kandungan lemaknya jauh febiht rendah sehingga cocok bagi mereka
yang sedang menjalankan dict rendals kalori.

4. Yoghurt juga dapat membant proses penyembuhan lambung dan
usus yang luka.

5. ‘fng#mﬂmmﬁapdmembmm menurunican kadar kolesterol
dalam darah.

lt.4 Teknologi Fermentasi

Teknologi fermentasi tefaty membuka lembarar bars dalanr upaya
manusia untuk memanfaatkan bahan-bahas: yang murab harganya dan
bernilai tinggi dan berguna bagi kesejahteraan umat manusia. Lebih lanjut

lagi kemajuan-kemajuan: yang dicapai dibidang teknologr fermentast telalr
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memungkinkan manusia untuk memproduksi berbagai jenis produk yang
tidak dapat atau sulit diproduksi metaiui proses kimia (12},

Teknologi fermentasi merupakan iimu dan teknik terapan yang saat
ini berkembang pesat. Teknologi fermentasi mempunyai bidang cakupan
yang luas, yaitu mulai dari teknik produksi makanan fermentasi, minuman
beralkohol, produksi biomassa (inokulum protein sel tunggal). produksi
asam-asam organik, asam-asam amino, enzim, vitarmir, antibiofik, dan
sebagainya sampai pada teknik penanganan limbak {12}

Fermentasi berasal dari bahasa lafin ferfere yang artinya
mendidihkan, yaitu berdasarkan itmu kimia terbentuknya gas-gas dari
suatis cairan kimia yang pengertiansya berbeda dengam air mendidify. Gas
yang terbentuk adalah karbondioksida (11}

Berkat banyaknya penelitian yang dilakukan para ahli maka
fermentasi adalah reaksi oksidasi reduksi, dimana zat yang dicksidasi
(pemberi elektron} maupun zat yang direduksi (penerima elektron) adalah
zat organik dengan melibatkan mikroorganisme seperti bakteri, kapang
dam ragi (1 1)

Proses fermentasi dalam pengolahan pangan FAEMpLHTYE
beberapa keunfungan-keuntungari, antara lain (2)

1 Proses fermentasi dapat dilakukan pada kondisi pH damn sube normat,
sehingga tetap mempertahanikar (atau sering bahkan meningkatican}

nifai gizi dan organolepfik produk pangan
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2. Karateristik flavor dan aroma produk yang dihasilkan bersifat khas,
tidak dapat diproduksi dengan teknik/metoda pengolahan lainnya
3. Memerlukan konsumen energi yang relatif rendah karena dilakukan
pada kisaran suhu normal
Pada saat ini. industri farmasi dibagi menjadi empat kelompok (13) :
1. Industri fermentasi yang menghasilkan biomassa sel mikroorganisme
seperti industri ragi roti dan produk sel tunggal
5 Industi fermentasi yang menghasilkan enzim mikrobial seperti
amilase, protease, katalase, lipase, selulase, dan lain-lain
2 Industri fermentasi yang menghasilkan metabolit tertentu, misalnya
alkohol, gliserol, asam cuka, glutamat, lisin, polisakarida, vitamin, dan
lain-lain
4 Industri fermentasi yang menghasilkan senyawa-senyawa kimia
tertentu dengan proses transformask seperti steroida, antibiotika,
prostaglandin, dan lain-lain
II.5 Fermentasi Asam Laktat
Fermentasi terbagi dua tipe berdasarkan tipe kebuiuhan akan
oksigen yaitu tipe aerobik dan anaerobik. Tipe aerobik adalah fermentasi
yang pada prosesnya memeriukan oksigen. Semua organisme untuk
hidupnya memefiukan sumber enefgi yang diperoleh darn hasil
metabolisme bahan pangan, dimana organisme itu berada.
Mikroorganisme adalah organisme yang memeriukan energi tersebut.

Bahan energi yang paling panyak digunakan mikroorganisme ik
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tumbuh adalah glukosa. Dengan adanya oksigen maka mikroorganisme

dapat mencerna glukosa menghasilkan air, karbondioksida dan sejumlah
besar energi (11).

Sedangkan tipe anaerobik adalah fermentasi yang pada prosesnya
tidak memerlukan oksigen. Beberapa mikroorganisme dapat mencema
bahan energinya tanpa adanya oksigen. Jadi hanya sebagian bahan
energi itu dipecah, yang dihasilkan adalah sebagian dari energi,
karbondioksida dan air, termasuk sejumlah asam laktat, asetat, etanol,
asam vilatile, alkohol dan ester (11).

Asam laktat dibedakan atas dua isomer, yaitu bentuk D{-) dan L{+).
Kedua bentuk isomer asam laktat dapat dipolimerisasi dan polimer
dengan sifat yang berbeda dapat dihasilkan tergantung pada
komposisinya. Produksi asam laktat dihasilkan oleh bakteri asam laktat
melalui fermentasi. Produksi fermentasi memiliki keuntungan, yakni oleh
karena kemampuan strain bakter asam laktat akan dihasilkan satu isomer
yang secara optik akan dapat diperoleh produk yang murni. Produk secara
sintetis akan selalu menghasilkan campuran asam laktat (8).

Prinsip fermentasi asam laktat secara umum yaitu (14) :

1. Dari Lakton
a. Laktosa berubah menjadi glukosa atau fruktosa 1,6 difosfat yang
kamudian dirombak menjadi gliseraldehid 3-fosfat dan dihidrogen
aseton fosfat, selanjutnya gliseraldehid akan diubah berturut-turut

menjadi 1,3 difosfat, asam gliserat, 3 fosfat asam gliserat, 2 fosfat




srouh aczan gukosa Dengan asanva OREpen MEta MIkavasRne
damat MeNcema QiLkoSa Manghasilan S, Kahonduksoa Gan Saaemia
besar enamgl (11

Sedangkan tipe anasrobik adalah fermentasi yang pada prosesimya
tidak memerukan oksigen. Beberapa mikroomganizme dapal menceima
bahan energinya tanpa adanya oksigen. Jadi hanya sebagian bahan
energi itu dipecah, yang dihasilkan adalah sebagian  daii  enenl,
karbondioksida dan air, termasuk sejumlah asam laklat, aselal, elanol,
asam vilatile, alkohol dan ester (11).

Asam laktat dibedakan atas dua isomer, yaitu bentuk D(-) dan L{+).
Kedua bentuk isomer asam laktat dapat dipolimerisasi dan polimer
dengan sifat yang berbeda dapat dihasilkan tergantung pada
komposisinya. Produksi asam laktat dihasilkan oleh bakteri asam laktat
melalui fermentasi. Produksi fermentasi memiliki keuntungan, yakni oleh
karena kemampuan strain bakteri asam laktat akan dihasilkan satu isomer
yang secara optik akan dapat diperoleh produk yang murni. Produk secara
sintetis akan selalu menghasilkan campuran asam laktat (8).

Prinsip fermentasi asam laktat secara umum yaitu (14) :

1. Dari Lakton
2 Laktosa berubah menjadi glukosa atau fruktosa 1.6 difosfat yang
kemudian dirombak menjadi gliseraldehid 3-fosfat dan dihidrogen
aseton fosfat, selanjutnya gliseraldehid akan diubah berturut-turut

menjadi 1,3 difosfat, asam gliserat, 3 fosfat asam gliserat, 2 fosfat




tumbuh adalah glukosa. Dengan adanya oksigen maka mikroorganisme
dapat mencerna glukosa menghasilkan air, karbondioksida dan sejumlah
besar energi (11).

Sedangkan tipe anaerobik adalah fermentasi yang pada prosesnya
tidak memerlukan oksigen. Beberapa mikroorganisme dapat mencerna
bahan energinya tanpa adanya oksigen. Jadi hanya sebagian bahan
energi itu dipecah, yang dihasilkan adalah sebagian dari energi,
karbondicksida dan air, termasuk sejumlah asam laktat, asetat, etanal,
asam vilatile, alkohol dan ester (11).

Asam laktat dibedakan atas dua isomer, yaitu bentuk D(-) dan L(+).
Kedua bentuk isomer asam laktat dapat dipolimerisasi dan polimer
dengan sifat yang berbeda dapat dihasilkan tergantung pada
komposisinya. Produksi asam laktat dihasilkan oleh bakteri asam laktat
melalui fermentasi. Produksi fermentasi memiliki keuntungan, yakni oleh
karena kemampuan strain bakteri asam laktat akan dihasilkan satu isomer
yang secara optik akan dapat diperoleh produk yang mumi. Produk secara
sintetis akan selalu menghasilkan campuran asam laktat (B).

Prinsip fermentasi asam laktat secara umum yaitu (14) :

1. Dari Lakton
a. Laktosa berubah menjadi glukosa atau fruktosa 1,6 difosfat yang
kemudian dirombak menjadi gliseraldehid 3-fosfat dan dihidrogen
aseton fosfat, selanjutnya gliseraldehid akan diubah berturut-turut

menjadi 1,3 difosfat, asam gliserat, 3 fosfat asam gliserat, 2 fosfat
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asam gliserat, fosfoenol asam piruvat dan terakhir terbentuk asam
lakiat.

b. Laktosa menjadi laktosa fosfat, kemudian galaktosa fosfat,
selanjutnya dirombak menjadi gliseraldehid 3 fosfat dan dihidrogen
aseton fosfat seperti pada prinsip pertama. Perubahan dari
gliseraldehid 3 fosfat menjadi asam laktat berlangsung seperti

pada prinsip pertama tersebut diatas.

2. Dari Asam Sitrat

Asam sitrat berubah menjadi oksaloasetat dari asam asetat. Dengan
mengeluarkan CO;, oksaloasetat akan berubah menjadi asam piruvat
yang selanjutnya menjadi asam laktat.

Dari Glukosa

Glukosa akan berubah berturut-turut menjadi glukosa 6 fosfat,
gliseraldehid fosfat, CaHgOs. Dari C3HgOs akan dirombak menjadi
asam piruvat dan asetaldehid. Asam piruvat akan diubah menjadi
asam laktat, sedangkan asetaldehid akan menjadi etanol. Selanjutnya
etanol akan diubah menjadi asam laktat.

Beberapa manfaat dari makanan produk fermentasi asam adalah

(10) :

1.

Makanan menjadi lebih awet dari bentuk segarnya karena kondisi
asam tidak disukai oleh bakteri kontaminan serta mencegah
berkembangnya toksin pada makanan.

Kemungkinan makanan sebagai media mikroba patogen berkurang.
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3. Makanan mengalami perubahan citarasa yang digemari dan sering
meningkatkan nilai gizinya, karena umumnya lebih mudah dicerna
karena telah mengalami penguraian selama pmées fermentasi dan
terbentuk molekul-molekul yang lebih sederhana dan lebih mudah
dicerna.

II.6 Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat mempunyai peranan esensial hampir dalam
semua proses fermentasi makanan dan minuman. Peran utama bakteri ini
dalam industri makanan adalah untuk pengasam bahan mentah dengan
memproduksi sebagian besar asam laktat (bakteri homofermentatif) atau

asam laktat, asam asetat, etanol dan CO, (bakteri heterofermentatif).

Bakteri asam laktat banyak digunakan dalam produk susu seperti yogurt,
sour cream (susu asam), keju, mentega, dan produksi asam-asaman,
serta asinan (15).

Bakteri asam laktat dan Bifidobakteria termasuk dalam kelompok
bakteri “baik” bagi manusia, dan umumnya memenuhi status GRAS
(Generally Recognized As Safe) yaitu aman bagi manusia. Kelompok
bakteri ini tidak membusukkan protein dan dapat memetabolisme berbagai
jenis karbohidrat secara fermentatif menjadi asam laktat sehingga disebut
bakteri asam laktat. Jadi, makanan yang tercemar oleh bakteri asam laktat
menjadi rusak karena asam dan akan menjadi busuk kalau kemudian juga

dicemari oleh bakteri pembusuk (10).
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Asam-asam organik dari produk fermentasi merupakan hasil
hidrolisis asam lemak dan juga sebagai hasil aktivitas pertumbuhan
bakteri. Penentuan kuantitatif asam organik pada produk fermentasi
adalah penting untuk mempelajari kontribusi bagi aroma sebagian besar
produk fermentasi, alasan gizi, dan sebagai indikator aktivitas bakteri.
Asam-asam organik juga sering digunakan sebagai acidulanfs (bahan
pengasam) yang dapat menurunkan pH. Sehingga pertumbuhan mikroba
berbahaya pada produk fermentasi akan terhambat (15).

Bakteri asam laktat merupakan bakteri gram positif , katalase
negatif, tidak membentuk spora, tidak mempunyai cytochrome, anaerobik
hingga mikroaerofilik, membutuhkan nutrisi yang kompleks seperti asam-
asam amino, vitamin (By ,Bs, By dan biotin), purine, pyrimidin. Bakter
asam laktat membutuhkan nutrisi yang sangat kompleks, oleh karena itu
umumnya habitatnya kaya akan nutrisi seperti berbagai jenis makanan
(susu, daging, minuman dan sayuran), namun beberapa juga merupakan
warga dari bakteri dalam mulut, saluran usus, vagina dari mamalia (10).

Sifat yang terpenting dari bakteri asam laktat adalah
kemampuannya untuk memfermentasi gula menjadi asam laktat. Sifat ini
penting dalam pembuatan produk-produk fermentasi seperti fermentasi
sayur-sayuran (sauerkraut, pikel), fermentasi susu (keju, yogurt, susu
asam), dan fermentasi ikan. Yang termasuk bakteri asam laktat adalah
famili Lactobacillaceae, yaitu Lacfobacillus, dan famili Streptococaceae,

terutama Leuconosfoc, Streptococcus dan Pediococcus. Streplococcus,
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Pediococcus dan beberapa  spesies  Lactobacillus  bersifat
homofermentatif, sedangkan Leuconocioc dan spesies Lactobacilius
lainnya bersifat heterofermentatif (16).

Penggunaan kultur mikroorganisme dalam pengolahan pangan
misalnya dalam pembuatan makanan fermentasi, terutama ditujukan
untuk mengubah bahan pangan asalnya selain tujuan utama tersebut,
penggunaan kultur mikroorganisme mempunyai beberapa keuntungan
lainnya, diantaranya adalah (17) :

1. Penggunaan kultur mikroorganisme dapat mengawetkan dan
meningkatkan keamanan makanan karena beberapa diantaranya
dapat memecah substrat menjadi asam dan menurunkan pH makanan
sehingga mikroorganisme pembusuk dan patogen tidak dapat tumbuh.
Selain itu beberapa mikroorganisme yang digunakan sebagai kultur
dalam pengolahan makanan dapat membentuk senyawa-senyawa
antimikroba.

2. Penggunaan kultur mikroorganisme dapat meningkatkan nilai gizi
makanan karena mikroorganisme dapat memecah komponen-
komponen makanan menjadi senyawa lain yang lebih sederhana
sehingga lebih mudah dicerna atau diabsorbsi oleh tubuh.

3. Kultur mikroorganisme yang digunakan dalam pengolahan pangan
dapat memecah substrat menjadi senyawa-senyawa yang

berpengaruh terhadap citarasa produk,
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Bakteri asam laktat memberikan banyak pengaruh Yyang
menguntungkan dalam makanan yang ditumbuhi bakteri tersebut yaitu
(10) :

1. Bakteri asam laktat memberikan pengaruh yang menghambat
pertumbuhan bakteri yang tidak dikehendaki sedangkan bakteri asam
laktat sendiri pada umumnya tidak berbahaya, dengan cara ini bakteri
asam laktat mengawetkan susu.

2. Bakteri asam laktat menghasilkan modifikasi tekstur dan aroma atau
citarasa yang sangat disenangi di dalam produk susu.

3. Bakteri asam laktat juga terkenal karena efek kesehatannya yang
menguntungkan terhadap mikroflora usus.

Secara fisiologis dan berdasarkan aktivitas metabolismenya, bakteri
asam laktat dikelompokkan ke dalam dua sub grup yaitu Homofermentatif
dan Heterofermentatif (10).

Jenis-jenis homofermentatif yang terpenting hanya menghasilkan
asam laktat dari metabolisme gula, sedangkan jenisjenis
heterofermentatif menghasilkan karbondioksida dan sedikit asam-asam
volatile lainnya, alkohol dan ester disamping asam laktat (18).

Bakteri asam laktat homofermentatif melibatkan jalur Embden
Meyerhof, yaitu glikolisis menghasilkan asam laktat, 2 mol ATP dari 1
molekul glukosa/heksosa dalam kondisi normal, tidak menghasilkan COz
dan menghasilkan biomassa sel dua kali lebih banyak daripada bakteri

asam laktat heterofermentatif. Sedangkan bakteri asam laktat
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heterofermentatif, melalui jalur 6-fosfoglukonatffosfoketolase selain

menghasilkan asam laktat juga menghasilkan etanol, CO;, asam asetat,

senyawa citarasa dan mannitol serta 1 mol ATP dari heksosa dan tidak
mempunyai enzim aldolase. Bakteri asam laktat heterofermentatif banyak
dimanfaatkan dalam industri susu untuk menghasilkan keju dan senyawa

flavour, senyawa citarasa maupun pengental, yaitu eksopolisakarida (10).

Il.7 Metabolisme Bakteri Asam Laktat

Berbagai monosakarida dimetabolisme oleh bakteri asam laktat
menjadi glukosa-6-fosfat atau fruktosa-6-fosfat dan kemudian terjadi
metabolisme melalui jalur EMP. Pola fermentasi ini menjadi basis

taksonomi bakteri dan identifikasi bakteri asam laktat (10).

Pada prinsipnya fermentasi glukosa terdiri dari dua tahap, yaitu

(13)

1. Pemecahan rantai karbon dari glukosa dan pelepasan sedikit dua
pasang atom hidrogen, menghasilkan senyawa karbon lainnya yang
teroksidasi dari pada glukosa

2. Senyawa yang teroksidasi tersebut direduksi kembali oleh atom
hidrogen yang dilepaskan dalam tahap pertama, membentuk
senyawa-senyawa lain sebagai hasil fermentasi.

Reaksi oksidasi tidak dapat berlangsung tanpa reaksi reduksi yang
seimbang, oleh karena itu jumiah atom hidrogen yang dilepaskan
dalam tahap pertama fermentasi selalu seimbang dengan jumiah yang

digunakan dalam tahap kedua.
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Dalam tahap pertama fermentasi glukosa selalu terbentuk asam

piruvat. Pada jasad renik dikenal empat jalur pemecahan glukosa menjadi

asam piruvat, yaitu (19)

1.

Jalur Embden-Meyerhof-Pamas (EMP) atau glikolisis ditemukan pada
fungi dan kebanyakan bakteri, serta pada hewan dan manusia.
Jalur Entner-Duaodroff (ED) hanya ditemukan pada beberapa bakteri.
Jalur Heksosamonofosfat (HMF) ditemukan pada berbagai organisme.
Jalur Fosfoketolase (FK) hanya ditemukan pada bakteri yang
tergolong Lactobacilli heterofermentatif.

Jalur Embden Meyerhoff Pamas dibagi tiga tahap, yaitu (10) :
Aktivasi glukosa

Sebagaimana diketahui, glukosa merupakan molekul yang relatif
stabil, sehingga untuk mendegradasinya perlu ditambahkan fosfat
energi tinggi agar tidak stabil. Pada tahap awal fosfat disumbangkan
dari ATP atau fosfoenolpiruvat pada glukosa sehingga terbentuk
glukosa-6-fosfat untuk selanjutnya dilsomerisasikan menjadi fruktosa-
6-fosfat, dan fosfat kedua ditambahkan sehingga terbentuk fruktosa-

1 6-bifosfat, yang lebih mudah diuraikan ketimbang glukosa.

ATP  ADP
Glukosa +—s Glukosa-6-P+—* kams.a-ﬁ-[-';g:*thﬂsa-l,ﬁvdiP

ATP ADP

Gambar 1. Reaksi aktivasi glukosa (10)
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Penguraian glukosa (Heksosa)

Fruktosa-1,6 difosfat selanjutnya diurai oleh enzim fruktosa bifosfat
aldolase menjadi dua senyawa berkarbon 3, yaitu gliseraldehida 3
fosfat (GAP). Ini merupakan tahap yang penting dalam jalur EMP,
yaitu mengubah glukosa yang berkarbon 6 menjadi dua molekul

senyawa berkarbon 3 yang menjadi cikal bakal piruvat,

CH;OP

OH H
Fruktosa-1,6-difosfat
Aldolase

L ] ¥
HC=0 H,COP

| - += |
HCOH trinsafosfat isomerase C=0
H2COP H:COP

Gliseraldehida-3-fosfat dihidroksiaseton fosfat

Gambar 2. Reaksi enzim aldolase dari trifosfat isomerase
Ekstraksi energi
Pada reaksi tahap berikutnya DAP diubah menjadi GAP, yang akan
berperan pada jalur EMP selanjutnya. Tahap berikutnya sangat
penting. Fosfat organik ditambahkan pada GAP untuk menbentuk 1,3-

biphosphoglycerate (BPG), setelah terjadi berbagai reaksi enzimatis,
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produk akhir dari jalur EMP adalah piruvat, seperti yang dapat dilihat

pada gambar 3.

) : Pl ADP
3-Gliscraldehid-3-P Asam 1,3-Difosfogliserat J%' Asam 3-fosfogliserat

ATP
ADP

Piruvat Asam fosfoenol piruvat +—» Asam 2-fosfogliserat

I ATP
Asam Laktat

Gambar 3. Reaksi Pembentukan Asam Lakiat
Secara umum senyawa metabolit bakteri asam laktat dikelompokkan
menjadi 5 kelompok senyawa yang juga berfungsi sebagai antimikroba,
sebagai berikut (10) :
1. Asam organik
Proses fermentasi yang melibatkan bakteri asam laktat mempunyai siri
khas yaitu terakumulasinya asam organik yang disertai dengan
penurunan nilai pH. Jenis dan jumiah asam organik yang dihasilkan
selama proses fermentasi tergantung pada spesies bakteri asam
laktat, komposisi kultur dan kondisi pertumbuhannya.
Efek antimikroba dari asam organik merupakan akibat dari turunnya
nilai pH dan juga bentuk tidak terdisosiasi dari molekul asam organik.
Sebagaimana diketahui bahwa pH eksternal yang rendah
mengakibatkan asidifikasi sel sitoplasma, sementara asam tidak
terdisosiasi menjadi lipofilik, dapat berdifusi ke dalam membran. Asam

tidak berdisosiasi akan melumpuhkan elektrokimia proton gradien atau
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dengan mengubah permeabilitas sel membran yang akan

mengganggu sistem transport substrat.

Bakteri asam laktat mempunyai enzim-enzim p-galaktosidase,

glikolase dan laktat dehidrogenase (LDH) yang menghasilkan asam

laktat dari laktosa. Asam laktat merupakan senyawa metabolit utama

pada fermentasi bakteri asam laktat. Asam laktat memberikan manfaat

fisiologis sebagai berikut :

- Memperbaiki daya cema protein susu dengan mengendapkannya
sebagai gumpalan yang halus

- Memperbaiki pemanfaatan kalsium, fosfor dan zat besi

- Menstimulir sekresi asam lambung

- Meningkatkan pergerakan isi lambung

- Berfungsi sebagai sumber energi dalam proses respirasi

Hidrogen peroksida dan karbon dioksida

Enzim piruvat oksidase mengkonversi piruvat menjadi CO: dan asetil

fosfat dengan dilkuti pembentukan HzOz. Enzim piruvat oksidase

tertinggi aktivitasnya pada fase stasioner dan pada media yang

mengandung laktosa terbentuk enzim piruvat oksidase yang lebih

banyak dibanding dengan media yang mengandung glukosa.

Efek bakterisidal senyawa HzO: adalah karena terjadinya oksidasi

pada gugus sulfhidril dari protein sel bakteri sehingga mendenaturasi

sejumlah enzim dan terjadinya peroksidasi pada lipid membran

sehingga meningkatkan permeabilitas membran.
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H:0; juga bisa bertingkat sebagai prekursor bagi pembentukan radikal
bebas yang bersifat bakterisidal seperti senyawa radikal superoksida
(02) dan hidoksil {(OH) yang dapat merusak DNA. Disamping itu,
reaksi pembentukan Hz0: akan mengikat oksigen sehingga
membentuk suasana anaerob yang tidak nyaman bagi bakteri aerob.
Karbondioksida hanya diproduksi oleh bakteri asam laktat
heterofermentatif. Mekanisme daya antimikrobanya masih belum
diketahui dengan pasti Namun demikian, CO; berperan dalam
menciptakan kondisi anaerob lingkungan Yyang menghambat
dekarboksilasi secara enzimatik dan akumulasi CO; dalam membran
lipid bilayer akan mengganggu permeabilitas membran.

Komponen aroma

Senyawa diasetil dihasilkan oleh semua genus bakteri asam laktat
yang melakukan fermentasi asam sitrat dan senyawa diasetil memberi
aroma mentega. Senyawa ini berefek antimikroba menghambat
pertumbuhan bakteri gram negatif akibat reaksinya dengan protein
yang mengikat arginin sehingga mempengaruhi pemanfaatan arginin.
Asam lemak

Dalam kondisi tertentu beberapa genus Lactobacilli dan [ actoccoci
mempunyai aklivitas lipofiik dan bisa menghasilkan asam lemak
dalam jumlah yang signifikan, seperti misalnya pada fermentasi sosis

dan fermentasi susu. Asam lemak tak jenuh mempunyai daya
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antibakteri terhadap bakteri gram positif dan daya antifungi asam
lemak tergantung pada panjang rantai, konsentrasi dan pH medium.
Daya antimikroba asam lemak disebabkan oleh molekul yang tidak
terdisosiasi, bukan anionnya, karena pH mempengaruhi aktivitasnya,
semakin rendah pH semakin kuat dan cepat efek antibakterinya.

Asam amino dan peptida

Bakteri asam laktat yang terlibat dalam fermentasi keju memiliki
aktivitas proteclitik lemah. Hidrolisis protein susu terjadi secara
bertahap, yaitu tahap pertama melibatkan enzim proteinase
menghasilkan polipeptida dan tahap kedua dilanjutkan oleh aktivitas

peptidase menghasilkan asam amino.

II.8 Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophilus

1.

Lactobacillus bulgaricus
Klasifikasi (20) :

Kingdom : Plantae

Divisio : Firmicutes
Class : Bacilli

Ordo - Lactobacillales
Famili : Lactobacillaceae
Genus - Lactobacillus

Spesies  : Laclobacillus bulgarnicus
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Morfologi Lactobacillus buigaricus (20) :

Lactobacillus bulgaricus merupakan bakteri gram positif, berbentuk
batang dan tidak membentuk endospora. Bersifat homofermentatif,
dengan suhu optimum untuk pertumbuhannya sekitar 30 — 40°C. Kondisi
optimal untuk pertumbuhannya adalah sekitar pH 5,5-35,8.

2. Sireplococcus thermophilus
Klasifikasi (20) :

Kingdom : Plantae

Divisio : Firmicutes

Class : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Streptococcaceae
Genus : Streptococcus

Spesies  : Streptococcus thermophilus

Morfologi Streptococcus thermophilus (20) .
Streptococeus  thermophilus  merupakan bakteri gram positif
berbentuk bulat, sering pertumbuhannya berbentuk rantai. Bakteri ini
bersifat homofermentatif dengan pH optimum sekitar 6,5, temperatur

optimum sekitar 40 — 45°C.




BAE lli

PELAKSANAAN PENELITIAN

1.1 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan adalah alat gelas, botol putih 150 mi,
buret 50 ml (Whatman), blender (Miyako), corong kaca, inkubator
anaerob, jangka sorong, kain kasa, labu alas bulat, labu tentu ukur 100ml
dan 200 ml, otoklaf, oven, seperangkat alat refluks, “stopwatch’,
termometer, dan timbangan analitik .

Bahan-bahan yang digunakan adalah air suling, asam sitrat, asam
sulfat, alkohol 70%, agar, bakteri Lactobacillus bulgaricus, bakteri
Streptococcus thermophilus, ekstrak ragi, fenolftalein, gelatin, glukosa,
kalium bikromat p.a (Merck), kalium iodida, kalium biftalat, kalsium
karbonat, kacang merah (Phaseolus wulgars), kertas pH universal,
laktosa, MHA, natrium karbonat, natrium bikarbonat, natrium hidroksida,
natrium tiosulfat, pati, pepton, sukrosa, tembaga (1) sulfat dan timbal (1)
asetat.

11l.2 Metode Kerja
111.2.1 Pengambilan Sampel
Sampel berupa biji kacang merah diambil dari pasar tradisional

daya.
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lil.2.2 Penyiapan Alat

Alat-alat yang digunakan dicuci dengan deterjen, kemudian dibilas
dengan air dan dikeringkan. Alat-alat gelas disterilkan menggunakan oven
pada suhu 180°C selama 2 jam. Untuk alat-alat logam disterilkan dengan
cara dipijarkan dengan menggunakan bunsen dan alat-alat yang terbuat
dari karet dan plastik serta alat-alat ukur disterilkan dengan otoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit.

1I1.2.3 Rancangan Formula Yoghurt Kacang Merah

Yoghurt kacang merah diformulasi mengandung starter, sukrosa,

gelatin dan variasi kacang merah (Phaseolus vulgaris) dengan air.

Tabel 2. Komposisi Formula Sediaan Yoghurt Kacang Merah

Eormula | Formula | Formula | Formula | Formula
No. Bahan

1 2 3 4 5
1. | Kacang merah (g) 25 16,67 12,5 10 8,33
2. Sukrosa (g) 10 10 10 10 10
3. Gelatin (g) 1 1 1 1 1
4. Starter (ml) 10 10 10 10 10
5. Aquades (ml) 100 100 100 100 100
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11l.2.4 Pembuatan Medium Starter

Komposisi :
Ekstrak ragi 59
Laktosa 5g
Glukosa 59
CaCOs4 0.2g

Air suling hingga 1000 mi

pH4 -5
Cara pembuatan :

Semua bahan ditimbang sesuai dengan kebutuhan dan dilarutkan
dengan air suling kemudian dipanaskan hingga larut, pH diatur sampai 4,0
dan disterilkan dengan menggunakan otoklaf pada suhu 121°C tekanan 2
atmosfer selama 15 menit.
l1l.2.5 Pembuatan Kultur Bakteri

Kultur bakteri dibuat dengan cara menginokulasikan masing-
masing 1 ose biakan Lactobacilius bulgaricus dan Streplococcus
thermophillus yang telah diremajakan ke dalam 50 ml medium starter dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam.

li.2.6 Pembuatan Susu Kacang Merah

Kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) ditimbang sebanyak 50 g, 60
g, 75 g, 100 g dan 150 g, dicuci bersih, direndam dalam air selama 8 jam.
Air diganti setiap 2 — 3 jam. Kemudian kacang merah dimasukkan ke

dalam air mendidih. Perendaman di dalam air panas ( 85" — 90°C )
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berlangsung selama 10 menit. Kacang merah di giling menggunakan
Blender dengan penambahan air panas dengan perbandingan 1:4, 1:6,
1:8, 1:10, 1:12, kemudian disaring menggunakan kain saring rangkap dua.
tairan yang diperoleh disebut sebagai susu kacang merah.
ll.2.7 Pembuatan Yoghurt Kacang Merah

Sebanyak 100 ml susu kacang merah dipanaskan pada suhu 70 -
100°C selama 15 menit sambil diaduk-aduk dan ditambahkan sukrosa 10
g dan gelatin 1 g. Kemudian dimasukkan ke dalam botol steril dan ditutup
rapat. Setelah itu dipanaskan lagi pada suhu 80°C selama 15 menit
kemudian didinginkan sampai suhu 40°C. Selanjutnya ditambahkan 10 mi
kultur bakteri Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophillus
pada tiap - tiap perbandingan (1:4, 1:6, 1:8, 1:10, 1:12). Inkubasi pada
suhu 37°C selama 18 jam.
IIl.2.8 Penyiapan Pereaksi ( 21, 22, 23, 24, 25)

Pereaksi yang dibutuhkan dalam penelitian dibuat sesuai dengan
prosedur pembuatan perea ksi.

1. Amilum 0,5% biv
Pati ditimbang sebanyak 0,5 gram dan disuspensikan dalam beberapa
ml air suling, didihkan sampai hampir jernih dan dicukupkan

volumenya hingga 100 mi. Kemudian pendidihan dilanjutkan sampai

larutan benar-benar jemih.

- -

e e




2. Asam Sulfat 26,5% b/b

Asam sulfat pekat diukur sebanyak 68 ml kemudian ditambahkan
perlahan-lahan pada 100 ml air suling dalam erlenmeyer sambil terus
diaduk. Jika campuran menjadi panas, tunggu selama 5 menit
sebelum meneruskan pengenceran. Bila campuran telah dingin,
diencerkan dengan air suling sampai menjadi 250 ml dan dipindahkan
ke dalam botol kaca tertutup rapat.

Fenolftalein 1% biv

Fenolftalein P ditimbang sebanyak 1 gram dan dilarutkan dalam 100
ml etanol.

Kalium lodida 20% biv

Kalium iodida sebanyak 20 gram ditimbang dan dilarutkan dalam 100
ml air suling.

Larutan Luff Schoorl

Natrium bikarbonat anhidrat ditimbang sebanyak 1438 gram dan
dilarutkan dalam 300 m air suling. Sambil diaduk, tambahkan 50 gram
asam sitrat yang telah dilarutkan dengan 50 ml air suling. Tambahkan
25 gram tembaga (I1) sulfat yang telah dilarutkan dengan 100 ml air
suling. Pindahkan larutan tersebut ke dalam labu tentu ukur 1 liter dan

tepatkan sampai tanda garis dengan air suling dan kocok. Dibiarkan

semalam dan kemudian disaring.




6. MNatrium Hidroksida, NaOH 0,1 N

Pembuatan :

Pembakuan :

Natrium Hidoksida P ditimbang sebanyak 2,25 gram
dan dilarutkan dalam 475 ml air suling bebas
karbondioksida, tambahkan larutan jenuh barium
hidroksida P segar, hingga tidak lagi terbentuk
endapan, kocok dan biarkan semalam dalam botol
bersumbat, saring.

kalium biftalat yang sebelumnya telah dikeringkan di
dalam oven pada suhu 128°C selama 2 jam ditimbang
seksama sebanyak 5 gram. Kemudian dilarutkan dalam
75 ml air suling bebas karbondioksida . Titrasi dengan
larutan MNaOH menggunakan indikator larutan
fenolftalein P hingga terjadi warna merah jambu yang
mantap. Pembakuan diulang 2 kali, dan dihitung

normalitas larutan.

7. Natrium Tiosulfat, Na;S:0; 0,1 N

Pembuatan :

Pembakuan :

Natrium tiosulfat P ditimbang sebanyak 26 gram dan
natrium karbonat sebanyak 200 mg, dilarutkan dalam
air suling bebas karbondioksida segar secukupnya
hingga 1000 mi dalam labu tentukur.

Kalium bikromat yang sebelumnya telah dikeringkan di
dalam oven pada suhu 120°C selama 4 jam ditimbang

sekeama sebanyak 210 mg. Kemudian dilarutkan

Ay ——




dalam 100 mi air suling pada erlemneyer bersumbat
kaca dan dihomogenkan. Kemudian ditambahkan
dengan cepat 3 gram kalium iodida P, 2 gram natrium
bikarbonat P dan 5 ml asam klorida P, ditutup kembali
dan digoyang hingga tercampur, dibiarkan di tempat
gelap selama 10 menit. Selanjutnya dititrasi dengan
natrium tiosulfat menggunakan indikator larutan kanji.
Pembakuan diulang 2 kali, dan dihitung normalitas
larutan.
8. Timbal (Il) Asetat, Pb(CHaCOQ); jenuh
Timbal asetat ditimbang sebanyak 25 gram dan dilarutkan dengan 50
ml air suling.
ll.3 Analisis Yoghurt Kacang Merah
.3.1 Uji pH
Uji pH dilakukan dengan menggunakan kertas pH universal

Yoghurt kacang merah dikocok secara merata lalu diukur pHnya
menggunakan kertas pH universal.

11l.3.2 Analisis Organoleptik

Uji ini dilakukan pada 10 orang panelis untuk melihat penampakan
tekstur, bau, warna dan rasa. Pengujian organoleptis ini dilakukan setelah

yoghurt kacang merah diinkubasi dan disimpan dalam lemari pendingin.

Penilaian diberikan dengan angka 1 —5 yaitu :




1 = sangat tidak suka
2 = tidak suka

3 = cukup

4 = suka

5 = sangat suka

111.2.3 Analisis Kadar Total Asam {27)

Sebanyak 10 ml yoghurt kacang merah dipipet, ditambahkan
dengan 1 — 2 tetes indikator fenoliftalein kemudian dititrasi dengan larutan
baku NaOH 0,1 N hingga terjadi perubahan warna menjadi warna merah
muda. Selanjutnya dihitung kadar total asam laktat dengan rumus sebagai

ml NaOH x N NaOH x 0,09

berikut : % Asam Laktat = X 100%
ml contoh

I11.3.4 Analisis Jumlah Bakteri Asam Laktat
Medium GYPA + CaCOs
Komposisi :

Glukosa 1%. ekstrak yeast 1%, pepton 1%, mineral solution 1 ml
per 200 ml media, agar 1,5%, CaCOs 1%, pH6 -7
Komposisi Mineral Solution

MnSO. 200 mg, FeS0. 200 g, NaCl 200 g, MgS0,.7H:0 400 mg,
HCI 1 tetes, air suling ad 100 ml.

Yoghurt kacang merah dipipet 1 mi kemudian diencerkan ke dalam

9 mi air suling steril, lalu dikocok sampai homogen. Dari campuran ini

diperoleh pengenceran 10", Selanjutnya dilakukan pengenceran hingga

tingkat pengenceran yang diinginkan (107"). 1 ml dari masing-masing 7




pengenceran terakhir di masukkan ke dalam cawan petri dan dituang
medium GYPA + CaCO; sebanyak 10 — 15 mi, dihomogenkan dengan
cara diputar beberapa kali dengan membentuk angka 8. Selanjutnya
dibiarkan memadat dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 x 24 jam.
Koloni bakteri yang berbentuk bulat dikeliingi zona bening. Dihitung
dengan metode Standart Plate Count (SPC).

111.3.5 Analisis Kadar Gula Reduksi (22)

Ditimbang yoghurt kacang merah sebanyak 25 g dan dipindahkan
ke dalam labu takar 100 ml, lalu ditambahkan 50 ml air suling.
Ditambahkan larutan Pb-asetat (sebagai bahan penjernih) tetes demi tetes
sampai penetesan dari reagensia tidak menimbulkan pengeruhan lagi.
Kemudian ditambahkan air suling sampai tanda dan disaring. Filtrat
ditampung dalam labu takar 200 ml. Untuk menghilangkan kelebihan Pb-
asetat, ditambahkan Na;COs; anhidrat secukupnya. Kemudian ditambah
air suling sampai tanda, digojog dan disaring. Filtrat bebas Pb bila
ditambah Na;COs anhidrat tetap jernih. Diambil 25 mi filirat bebas Pb-
asetat dan ditambahkan 25 mi larutan Luff-Schoorl dalam erlenmeyer.
Dibuat pula periakuan blanko yaitu 25 mi larutan Luff-Schoorl dengan 235
ml air suling. Setelah ditambah dengan beberapa butir batu didih,
erlenmeyer dihubungkan dengan pendingin balik, kemudian dididihkan
selama 10 menit. Selanjutnya segera didinginkan dan ditambahkan 135 mi
Kl 20% dan dengan hati-hati ditambahkan 25 ml HzS04 26,5%. Yodium

yang dibebaskan dititrasi dengan MNa-thiosulfat 0,0865 N sampai warna
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kuning pucat. Ditambahkan indikator amilum sebanyak 2 — 3 ml dan titrasi
dilanjutkan sampai titik akhir titrasi tercapai dimana warna biru tepat
menghilang.
111.3.6 Uji Efek Antibakteri

Uji efek antibakieri terhadap mikroorganisme Escherichia coli
dilakukan dengan metode difusi agar. Metode ini menggunakan medium
MHA, yang pada permukaannya telah diinokulasikan mikroba uiji.
Kemudian paper disc, yang telah ditetesi dijenuhkan dengan yoguhrt
kacang merah selama 5 menit dengan variasi perbandingan kacang
merah dengan air dan juga tetrasiklin (kontrol positif), diletakkan pada
permukaan media tersebut. Selanjutnya diinkubasi selama 1 x 24 jam
pada inkubator aerob. Setelah itu diamati dan diukur zona hambatan yang

terbentuk. Pengukuran diameter zona hambatan menggunakan jangka

sorong.

lll.4 Pengumpulan dan Analisis Data

Data hasil penelitian dikumpulkan, kemudian ditabulasi dan
dilakukan analisis statistik menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL).

Ill.5 Pembahasan

Pembahasan dilakukan berdasarkan hasil peneliian dan analisis
data.

Ill.6 Kesimpulan

Kesimpulan diambil berdasarkan hasil pembahasan




IV.1 Hasil Penelitian

BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perbandingan | iz Uji Hedonik Total Bakteri Asam Laktat Wi waus.wm“majmﬂww __n_...w_”
Kacang Merah = Tingkat Pengenceran Asam lameter a-
nm:ﬂm.m: Air pH Mﬂﬁﬂm_._ _u.wM”M ...__N m..“_ e SPC Laktat (%) Rata-rata tiap | rata Red
10 10 10 ulangan (mm) | (mm) (9
9.5
; 2 1 1 2,0x10® ’
1:4 5 117 11,7 y 3 2 a.mxdcm 0,75 w_m 95 0,
11,4
; 2 1 2 m....,__x,__n.a :
1:6 5 130 13 1 1 y 1.0x1 a9 072 .._..U____.“.F 11,2 0
13,1
: 2 2 1 | 2.0x10° :
1:8 5 147 14,7 7 2 2 m.n_ﬁ,_nm 0,67 ”___ww 13,2 C
12,2
; 3 1 1 3, 010" :
1:10 5 136 136 y 1 5 1 0x10® 0,64 “w_w 12,3
12,2
- 3 1 2 3.0x10° :
1:12 5 131 13.1 4 3 1 m_anm 0,61 H__WM 12,3




IV.1 Hasil Penelitian

BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Parbandirigan G Uji Hedonik Total Bakteri Asam Laktat Kadar DWHH_“E_.EEMM = _.n__..ww_w_.
Kacang Merah - Tingkat Pengenceran Asam r ” E
%Em&._ Air pH wﬂw_ JMM w w —— SPC | Laktat (%) | Rata-ratatiap | rata Reduksi
10 107 | 10 ulangan (mm) | (mm) (%)
9.5
2 1 1 2,0x10° :
1:4 5 117 14:7 i H 0,75 9.6 9.5 0,49
1 3 2 1,0x10 94
1.4
2 1 2 2 Ox10® .
1:8 5 130 13 _ . 072 11,1 11,2 0,69
1 1 2 1,010 111
13.1
2 2 1 2 0x10° !
1:8 5 147 14,7 : . 067 13,3 13,2 0,87
2 2 2 2,0x10 132
12,2
B i
1:10 5 136 136 w “ m m_mﬂwm 0,64 12,2 12.3 1.10
; 12,6
12.2
3 1 2 3 0x10® ;
: g b 5 131 13,1 : B 0.61 12,4 12.3 1,31




IV.2 Pembahasan

1. Pembuatan Susu Kacang Merah dan Yoghurt Kacang Merah

Susu kacang merah dibuat dengan perbandingan 1:4, 1: 6, 1:8,
1:10 dan 1 : 12 antara biji kacang merah dengan air. Susu kacang merah
sebelum dipasteurisasi ditambahkan dengan sukrosa 10% dari volume
susu kacang merah. Tujuan penambahan sukrosa adalah untuk
meningkatkan sumber energi bagi mikroba (3). Ke dalam susu kacang
merah juga ditambahkan gelatin1% dari volume susu kacang merah
dengan tujuan untuk meningkatkan stabilitas dan konsistensi fisik produk
yang dihasilkan (8).

Hasil fermentasi menunjukkan bahwa yoghurt kacang merah yang
dibuat dengan bahan dasar susu kacang merah yang ditambahkan
dengan gelatin dan sukrosa mempunyai tekstur yang lebih halus, lebih
homogen dan memberikan gumpalan.

Dari hasil pengamatan setelah dilakukan fermentasi selama 18 jam
diperoleh bahwa pH yoghurt kacang merah menurun dari 6 menjadi 5.
Untuk tekstur perbandingan 1 : 4 memiliki tekstur sangat kental,
perbandingan 1:6dan 1:8 memiliki tekstur yang kental, perbandingan 1
. 10 agak kental dan 1 : 172 teksturnya agak encer. Perbandingan 1 : 4

memiliki rasa yang sangat asam, 1 & rasa asam, 1:8dan 1: 10 rasa

cukup asam dan cedikit manis, 1 ° 12 memiliki rasa sedikit asam dan

sedikit manis.

A, —— -l—-ﬁ-l';
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Berdasarkan hasil penelitian dengan menggunakan panelis

sebanyak 10 orang dengan parameter berupa tekstur, aroma, rasa dan
wama, Yang mana pengujian organoleptis ini tanpa dilakukan
penambahan perasa dan pengaroma. Dari hasil pengujian yang dilakukan
rata-rata skor yang tertinggi adalah 14,7 pada perbandingan kacang
merah dengan air, 1 : 8. Kemudian disusul oleh perbandingan 1 : 10
sebanyak 136; 1 : 12 sebanyak 13,1; 1 : 6 sebanyak 13 dan 1 : 4
sebanyak 12. Dengan demikian yoghut kacang merah dengan
perbandingan 1 : 8 paling dapat diterima dari segi tekstur yang kental,
rasa cukup asam dan sedikit manis.
2. Pengujian Jumlah Bakteri Asam Laktat

Suatu susu fermentasi untuk digunakan sebagai probiotik salah
satunya adalah mengandung bakteri asam laktat 10® = 10" koloni/m|. Dari
perhitungan nilai ALT bakteri tiap-tiap perlakuan diperoleh rata-rata koloni
bakteri untuk perbandingan 1 : 4 yaitu 1,5x 10°, 1 : 6 yaitu 1,5 x 10° 1: 8
yaitu 2,0 x 10, 1 : 10 yaitu 2,0 x 10° dan 1 : 12 yaitu 3,0 x 10° (tabel 10).
Dari hasil yang diperolen bakteri asam laktat yang ada pada tiap
oghurt kacang merah tidak ada perbedaan karena memiliki

perbandingan y

pangkat yang sama, jadi dapat disimpulkan bahwa variasi perbandingan

kacang merah dengan air tidak memberikan pengaruh.

Pengujian jumiah bakteri asam laktat ini dilakukan dengan metode

tuang menggunakan medium GYPA + CaCOs merupakan medium spesifik

untuk menghitung bakteri asam laktat yang ada pada susu. Setelah

e mw
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dilakukan pengenceran 10" — qq1°
g 107 ~ 10™, berdasarkan hasil penelitian, susu

asam diuji pada pengenceran 10%, 10, dan 107'°.

Pengamatan dilakukan setelah dilakukan inkubasi selama 1x24
jam, diperoleh koloni yang dikelilingi zona bening, karena asam laktat
yang dihasilkan bereaksi dengan kalsium karbonat yang tidak larut dalam
medium membentuk kalsium laktat yang larut dalam air sehingga

terbentuk zona bening.
3. Pengujian pH

Pengukuran pH terhadap yoghurt kacang merah dilakukan dengan
menggunakan kertas pH universal. Hasil yang diperoleh yaitu pH untuk
perbandingan1:4,1:6,1:8,1:10dan1:12 yaitu pH 5. Penurunan pH
disebabkan karena adanya asam-asam organik terutama asam laktat

yang dihasilkan selama proses fermentasi.

Menurut Tamime dan Robinson (1985) fermentasi karbohidrat oleh
bakteri asam laktat dilakukan melalui konversi karbohidrat ke glukosa dan
kemudian glukosa difermentasi melalui jalur heksosa difosfat untuk

memproduksi asam laktat sebagai produk utama. Asam-asam organik ini

akan menyebabkan pH yoghurt kacang merah menjadi rendah. Semakin

banyak sumber gula yang ditambahkan maka semakin banyak asam-

asam organik yang dihasikan sehingga secara ofomalis pH aian ek

rendah, Penurunan pH menyebabkan juga pafighemnbgian tumbuirye

mikroorganisme lain yang tidak diinginkan.

R e e T o e e
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4. Pengujian Kadar Total Asam

Tujuan dilakukannya uii kadar total asam pada yoghurt kacang
merah adalah untuk mengetahui apakah starter bakteri dapat memberikan
pengaruh terhadap total asam dari produk fermentasi susu kacang merah.
Berdasarkan hasil perhitungan jumiah total asam laktat yang dihasilkan
oleh bakteri asam laktat yang ada dalam yoghurt kacang merah diperoleh
hasil untuk perbandingan 1 : 4 yaitu 0,7543%, untuk 1 : 6 yaitu 0,7175%,
untuk 1 ; 8 yaitu 0,6740%, untuk 1 : 10 yaitu 0,6405%, dan untuk 1 : 12
yaitu 0,6121% (tabel 9). Berdasarkan persyaratan yang ada bahwa
yoghurt yang baik harus memiliki kadar total asam fidak kurang dari 0,5%
(29). Pada prinsipnya pembentukan asam laktat dengan proses
fermentasi merupakan hasil pemecahan glukosa menjadi fruktosa 1,6
difosfat kemudian menjadi asam laktat dengan bantuan enzim (-
galactosidase, glycolase, dan lactate dehydrogenase yang dihasilkan oleh
bakieri asam laktat akan diubah menjadi asam lakiat (1 0).

Jadi dapat dikatakan yoghurt kacang merah ini memenuhi syarat

karena jurnlah kadar total asamnya lebih dari 0,5% . Berdasarkan hasil

perhitungan kadar total asam laktat secara statistik dengan metode RAL

(Rancangan Acak Lengkap) menunjukkan bahwa perbandingan kacang

merah dengan air memiliki hasil yang signifikan pada taraf 1% dan 5%. Ini

tampak dari nilai F hitung yang lebih besar dibandingkan dengan nilai F

_  asil Ll
tabel. Selanjutnya dilakukan uji Beda Nyata Terkecil (BNT). Dari hasil uj

icq4:4,1:6,1:8,1:10
BNT ini pada perbandingan vacang merah dan air 1: 4.

e e
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dan 1 : 12 tidak menunjukkan perbedaan yang nyata. Artinya pada kelima

perbandingan ini menunjukkan peningkatan asam laktat NS o

sama.

5. Pengujian Efek Antibakteri

Dari hasil yang diperoleh yoghurt kacang merah dengan
perbandingan 1 : 4 memberikan zona hambat dengan rata-rata yaitu 8,5
mm, untuk perbandingan 1 : 6 yaitu 11,2 mm, untuk perbandingan 1 : 8
yaitu 13,2 mm, untuk perbandingan 1 : 10 yaitu 12,33 mm, dan untuk
perbandingan 1 : 12 yaitu 12,33 mm. Sedangkan berdasarkan hasil
analisis statistk dengan metode RAL diperoleh data yang sangat
signifikan. Ini tampak dari nilai F hitung yang lebih besar dari nilai F tabel.
Namun pada uji BNT diketahul bahwa perbandingan 1 : 10 dan 1: 12
tidak berbeda nyata. Ini berarti bahwa pada kedua perbandingan tersebut
efek antimikrobanya hampir sama.

Berbagai jenis senyawa metabolit yang dihasilkan oleh bakteri

asam laktat, baik berupa senyawa metabaolit primer, seperti misalnya asam

laktat asam asetat, hidrogen peroksida maupun metabolit sekunder,

misalnya bakteriosin, senyawa flavour. Hidrogen peroksida, asam organik

dalam hal ini terutama asam laktat dan bakteriosin bersifat antibakteri

terhadap bakteri patogen sehingga berfungsi sebagai senjata pemungkas

bakteri kompetitor yangd tidak dikehendaki misalnya bakteri patogen dalam

saluran pencernaan (10).

.
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g. Pengujian Gula Reduksi

Untuk penentuan kadar gula reduksi digunakan metode Luff
Schoorl. Penentuan gula reduksi ini bertujuan untuk menentukan sejauh
mana aktivitas starter dalam mengubah sukrosa yang ditambahkan

menjadi asam laktat dengan cara menghitung sisa gula reduksi yang

terdapat dalam susu fermentasi.

Dalam penentuan gula reduksi dengan menggunakan metode Luff
schoorl terjadi 2 tahap reaksi oksidasi reduksi. Yang pertama gugus
aldehid pada glukosa akan mereduksi kuprioksida sehingga terbentuk
endapan kupricksida dan gugus aldehidnya menjadi gugus karboksilat.
Selanjutnya kuprioksida akan bereaksi dengan asam sulfat yang
ditambahkan menjadi kuprisulfat, dan kuprisulfat ini membebaskan iod
dari garam kalium iodida. Banyaknya iod yang dibebaskan ekuivalen
dengan kuprioksida. Banyaknya iod dapat diketahui dengan fitrasi
menggunakan Natrium fiosulfat. Disini terjadi reaksi oksidasi reduksi yang

kedua, Untuk mengetahui bahwa fitrasi sudah cukup maka diperlukan

indikatar amilum. Apabila larutan berubah wama dari biru hingga larutan

biru hilang berarti fitrasi sudah selesai. Agar hasilnya tepat maka

penambahan indikator sebalknya pada saé! mendekati itk akhir tiras

Hasil yang diperoleh adalah gula reduksi tertinggi pada
perbandingan kacand merah : air 4 : 12 yaitu sebesar 1,3086%,
1.1048%, 1 : 8 yaitu 0.8666%, 1:6 yaitu

perbandingan 1 : 10 yaitu

e gl AL~
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0,6942%, dan 1 : 4 yaitu 0,4936%. Sedangkan berdasarkan hasil analisis

statistik dengan metode RAL diperoleh data yang sangat signifikan (lihat
lampiran 3) yaitu berbeda nyata baik pada taraf 1% maupun 5%. Namun
uji BNT diketahui bahwa perbandingan 1: 4, 1 - 6,1:8,1:10dan 1: 12

berbeda nyata . Ini berarti bahwa pada perbandingan kacang merah

dengan air tersebut gula reduksi yang dihasilkan berbeda.

— g



BAB V

/.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil pembahasan dan analisis statistik maka dapat

disimpulkan sebagai berikut :

energi, variasi lama dan suhu

{. Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophilus dapat
memfermentasi susu kacang merah menjadi yoghurt kacang merah.

5 Perbandingan kacang merah dengan air 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 dan 1:12
memiliki kadar asam laktat yang memenuhi persyaratan yaitu > 0,5%

2 Perbandingan kacang merah dengan air 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 dan 1:12
memiliki jumiah bakteri asam lakiat yang memenuhi persyaratan yaitu
10® — 10" koloni/ml.

4. Yoghurt kacang merah yang paling disenangi oleh panelis adalah
yoghurt kacang merah dengan perbandingan kacang merah dengan
air1:8

V.2 Saran

Disarankan dilakukan penelitian lebih janjut untuk jenis sumber

fermentasi dalam pembuatan yoghurt

kacang merah.

i N
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rabel 3. Hasil Uji Organoleptis Dengan Menggunakan Panelis

e

— 1:4 1:6 _

lis 1:8 YW qam

:Ianﬂ‘|_.—

A |B|C|ID|A(B|CID -

_..-—-""_'_._'_._

T 3442344234433333345

X2 3 |4|4(2|3|3|4)2]3/3]2|3|2|3|3al2]al3

%3 2432253225442554255

X4 2 |4 113(3|4|2(4|4|4|4|4]|3|3[3|3]|3]3

X5 3|3[1|3|4|4|3|3|5|5|4|3|3|3]|3|3]|4]3

AB 4 13|32 (41441333 |4|2(3|313|13)13]|3|3

X7 3 |alal2|3lalal|2|als5|5|4a|3|4a|4|4|4|3]3

X8 2 |3 3l3|3|a|2|al4|d|3|4|5|5(3|4(4]|4

X9 4443334343343433333

X10 2331344344434433433
131

dumiah 117 130 147 136 3

- Pringm 13,1

Yata-rata 1.7 13 14,7 136

Keterangan :

A = Bau

B =Warna

C = Tekstur

D = Rasa

1 = Sangat tidak suka

2 =Tidak suka

8= Sangat suka



| 4. Hasil Perhitungan Kadar Total
Tabe Menggunakan Metode Titrasi Aga

Natrium Hidroksida 0,1115 N

51

Asam Laktat Dengan

m Baga Dengan Larutan

—Pperbandingan Berat Volume | Kadar TRam—maiz
Kacang Merah | Sampel (ml) | Titran (mi) A "
dengan AIr Laktat (%)
- 10 7 0,70
1:4 10 7.7 078 0.75
10 7.8 0,78
s 10 6,5 0,65
1:6 10 7.4 0,74 0,72
J 10 7,56 0,76
10 6,8 0,68
1:8 10 6,3 0,63 0,67
10 7,05 0,71
10 5,75 0,58
1:10 10 6,7 0,67 0,64
10 6,7 0,67
10 6 0,60
1:12 10 5,9 0,59 oat
10 6.4 il T
L IS

volume titran X N titran x 0,09 « 100 %

Perhitungan % kadar total asam = jumlah sampel

10

" Total asam =

= (0,70%
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Tabel 5. Hasil Perhitungan Bakteri Asam Laktat Dengan Metode SPC

Perbandingan Kacang Merah Tingkat Pengenceran
dan Air 10° 107 107

1:4 i 1 !
1 3 2
2

1:8 1 2
1 1 2
2

1:8 2 )
2 2 2
3 1

1:10 ;
1 1 2
3 1 ?

1:12
3 3 1

Perhitungan ALT bakteri, syarat koloni 30 — 300 koloni
Misalnya, perbandingan 1: 4 replikasi pertama, jumlah koloni :

10°

107

T

2

1

1

Dari data di atas tidak ada yang masuk dalam range, semuanya berada
dibawah 30 koloni, maka yang diambil aadihh pengenceran terendah.
Jadi pelaporannya = 2 X 1/10° = 2,0 x 10™ koloni/ml

Tabel 5. Nilai ALT Bakteri Masing-masing Yogurt Kacang Merah

[Nilai ALT [1:4 [1:6 1:8 1:10 1:12
[ 20x10° |2,0x10° |2.0x 105 |[3.0x10° |30x10° |
" 1.0x10* |1,0x10° |20 x10®° |10x10* |3.0x10°
Ratarata |1,5%10° |1,56x10° [20x 0 | 2.0x10° |3,0x10°




93

Tabel 6. Hasil Pengukuran Zona Hambatan Menggunakan Mikroba
Uji Escherichia coli dan Medium MHA Dengan Metode

Difusi
Perbandingan Replikasi
Jumlah | Rata-rata
Kacang Merah dan l'
'* I 1 (mm) (mm)
Air
B 1:4 85mm | 96mm | 94 mm 28 5 95
1:6 1M14mm | 11, 17mm | 11,1 mm 336 11,2
1:8 13 4mm | 13,3 mm | 13,2 mm 386 13.2
1:10 122mm | 122mm | 12,6 mm 37 12,33
1:12 122mm | 124mm | 12,4 mm a7 12,33
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Gambar 4. Susu Kacang Merah Hasil Fermentasi oleh Lactobacillus
bulgaricus dan Streptococcus thermophilus

Keterangan :

A = Perbandingan kacang merah dengan air 1: 4
B = Perbandingan kacang merah dengan air1:6
C = Perbandingan kacang merah dengan air 1:8
D = Perbandingan kacang merah dengan air1:10

E = Perbandingan kacangd merah dengan air 1: 12



95

Gambar 5. Koloni Bakteri Asam Laktat dalam Yoghurt Kacang Merah
dengan menggunakan medium GYPA + CaCQy

Keterangan :
1 = Medium GYPA + CaCOs

2 = Koloni Bakteri Asam Laktat
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Gambar 6. Efek Antibakteri Lactobacillus bulgaricus dan Streplococcus
thermophilus Terhadap Bakteri Escherichia coli Yang
Dihasilkan Dengan Menggunakan Medium MHA

Keterangan :

A = perbandingan kacang merah dengan air=1:4
B = perbandingan kacang merah dengan air=1:6
C = perbandingan kacang merah dengan air=1:8
D = perbandingan kacang merah dengan air =1:10

E = perbandingan kacang merah dengan air =1: 12

F = kontrol
1 = paper disc
2 = zona hambatan

3 = medium MHA *+ bakterl Escherichia colf



Lampiran 1. Skema Kerja

skema Pembuatan Susu Kacang Merah

Kacang merah

3

Air bersih ——»

Pembersihan dan
pencucian

|

Perendaman

l Direndam dalam air selama 8 jam

Perebusan

Perendaman dalam air panas
(85°-80°C) selama 10 menit

Penggilingan _\

igiling menggunakan tlnlender
El:gan penambahan air panas
(1:4, 1:6, 1:8, 1:10, 1:12)

(sa’C)

a7



gkena Pembuatan Yoghurt Kacang Merah

‘ gusy kacang merah

Biakan murni
Laciobacillus

bulgaricus

Panaskan suhu 70°-100"C selama 15 menit

+sukrosa 10 g
+gelatin 1g

Masukkan dalam botol steril
Panaskan suhu B0"C
Dinginkan sampai suhu

gelama 15 menit
40°C

| ose

58

Biakan murni
Streptococcus
thermophilus

=

MES-Agar

h

Inkubasi
(37°C, 1x24jam)

Bakteri yang telah diremajakan ‘

Susu kacang
merah

1 ose

diinokutasikan
pada 50 mi
“rnedmm stariar

ctarter

l I ubasi pada suhu 37°C setama 18 jam

Susu fermentasi kacang

o |

!

—

-

Uji organoleptis

Uji Wama
Uji Rasa
Uji Aroma

1

Uji

kimia

pH

Kadar Total Asam
Efek Antibakteri
Kadar GI-_J,I& Reduksi

=l
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Lampiran 2. Hasil Perhitungan Total Asam Laktat Berdasarkan

Analisis Statistik Dengan Metode RAL

~—Perbandingan Replikasi
Kacang Merah 1 ) . Jumlah | Rata-rata
dengan Air
1.4 0,70 0,78 0.78 2,26 0,75
|' 1:6 0,65 0,74 0,76 2,15 0,72
1:8 0,68 0,63 0,71 2,02 0,67
1:10 0,58 0,67 0,67 1,92 0,64
1:12 0,60 0,59 0,64 1,83 0,61
Jumlah 10,18
Faktor koreksi (Fk) = %E
_ 10383
15
= §,91
Derajat Bebas (DB}
« DB Perlakuan =5-1=4
« DB Total =15-1=14
. DBGalat = DB Total—DB Parieien

=14-4=10
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jumiah Kuadrat (JK)

JK Perlakuan = [(335]E+{1,15]2+{2.DE]E+[132]2+[1.33]21 6
3 — 8,81

_ (5,11+4,62+4,08+3,69+3,35)

3
20,85
=———691
= 6,95 — 6,91
= 0,04
JK Total = {(0,70)% + (0,78)* + (0,78)" + ... + (0,64)°} - 6,91

= (0,49 + 0,61 + 061 + ... + 0,41) - 681
= 6,97 — 6,91
= 0,06
JK Galat — JK Total — JK Perlakuan
= 0,06 -0.04
= 0,02
Kuadrat Tengah (KT)
KT = JK /DB

KT Perlakuan = 0,04 /4= 0,01

KT Galat =0,02/10= 0,002
0,01
F hitung — =5

0,002
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Tabel Anova
Sumber
Keragaman N " e 1%F TabEIE%
~Perlakuan 4 0,04 0,01 5 599 | 348
Galat 10 0,02 0,002
— Total 14 0,06 2 :

Karena F hitung berada diantara F tabel 5% dan 1% maka Signifikan

Analisis lanjutan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

; . i 2 KT Galat
Rurius umur nilai BNT =ta/2, N-a ‘___n_—

Dimana : a = Taraf signifikan 5%
N-a = Derajat bebas galat
KT Galat = Kuadrat tengah galat

n = Banyaknya perlakuan

2 x 0,002
BNT 5% = 0,05/2, 10 'J:-;-*“

= 2,228 x0,03

= 0,07
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Hasil Uji BNT
Konsentrasi
1:4(A) | 1:6(B) | 1: ,
Kacang Merah (B) | 1:8(C)| 1:10(D) | 1:12(E)
Rata-rata 075 | 072 | 067 | 064 0.61
-
sentrasi Ka
e Me::h cang Selisih Taraf 5%
 A-8B 0,03 NS
b—~ts 0,08 S
A-D 0,11 5
A-E 0,14 s
B-C 0,05 NS
B-D 0,08 S
B-E 0.11 S
c-D 0,03 NS
C-E 0,06 NS
D-E 0,03 NS
Keterangan :
S = Signifikan

NS = NonSignifikan



63

Lampiran 3. Hasil Perhitungan Kadar Gula Reduksi Berdasarkan

Analisis Statistik dengan Metode RAL

[”ﬁgﬁn—dingan Replikasi
Kacang Merah 1 . . Jumlah | Rata-rata
dan Air
— 1:4 0.52 0,48 0,48 1,48 0,49
1:6 0,71 0.71 0,67 2,09 0,69
1:8 0,86 0,83 0,91 2,60 0,87
1:10 1.19 1,08 1,04 3.1 1,10
j B P 1,36 1,31 1,26 3.93 1,31
Jumtah 13,41
|_ L —
. (13,41)2
Faktor koreksi (FK) = -—1‘5—‘“
179,8281
g gCERRs
15
= 11,99
Derajat Bebas (DB)
« DB Perlakuan =5-1=4
« DB Total =15-1=14
n
" DE Galﬂt & DB Tnta| d EiE FETIEH.HE

=14-4

=10
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jumiah Kuadrat (JK)
JK Perlakuan = “Lmz’rumnﬂlﬁ:jhm1“*':33312] - 11,99
- (2,1904+4,3681+6,764+10,9561415,4449)
3 - 11,89
- 39,‘;195 — 1160
=13,24-1188
=1,25
JK Total = {(0,52)% + (0,48)° + (0,48)2 + ... + (1,26} - 11,99
= (0,2704 + 0,2304 +0,2304 + ... + 1,6876) — 11,89
=1326-1188
=127
JK Galat _ JK Total - JK Perlakuan
=1,27-1.25
= 0,02
Kuadrat Tengah (KT)
KT = JK /DB

KT Perlakuan = 1,25 /4= 0,3125

KT Galat —Q002/10= 0,002
F hitung = E-?'—EE — 156,25

0,002
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gumber
Keragaman e 1%
—ofakuan | 4 1,2 -
Perla 25 0,3125 156,25 5,99 3,48
Galat 10 0,02 0,002 |
b _seasoag
Total 14 1,27 - -
— 1
F hitung > F tabel = sangat signifikan
Analisis lanjutan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

. L PP 2 KT Galat
Rummus urmum rilai BNT = tal/2, N-a ’ -

Dimana : d

N-a

KT Galat = Kuadrat tengah

n = Banyaknya perlakuan

0,002
BNT 5% = 0,05/2, 10 'i.:'_:-,.;:-a

— 2,228 x 0,028

= 0,06

— Taraf signifikan 5%

= Derajat bebas galat

galat
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Hasil Uji BNT
—Konsentrasi -
1:4(A) 1:6(B Q- .
Kacang Merah W 80 100 | 1:12¢8)
'I”"ﬁ?:ﬁ?ata 0,49 0,69 0,87 1,10 1,31
Konsentrasi Kacang Selisih Taraf 5%
Merah
[ B-A 0,2 g
C-A 0,38 S
C-B 0,18 5
D-A 0,61 S
D-B 0,41 S
& DY 0,23 S
E-A 0,82 S
E~B 0,62 S
Eoi 0.44 S
E-=D 0,21 S
Keterangan :

S

= Signifikar




Lampiran 4.Hasil Perhitungan Efek Antimi
Analisis Statistik dengan Metode
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kroba Berdasarkan

RAL
Wﬂgﬂn Replikasi
Kacang Merah 1 r . : P [
dan Air
= el 9,5 9.6 9.4 28,5 9,5
1:6 11.4 11,1 11,1 336 11,2
1:8 131 13.3 132 39,6 13,2
1:10 12,2 12,2 12,6 37 12,33
1:12 12,2 12,4 124 37 12,33
Jumiah 178.7
(175,7)2
Faktor koreksi (Fk) = T
__ 30870,49
— 15
= 2058,03
Derajat Bebas (DB)
+ DB Perlakuan =5-1=4
« DB Total =45-1=14
« DB Galat - DB Total — DB Pertakuan

=14 -4

=10
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Jumlah Kuadrat (JK)

_ {(23.5}1+{33.E]2+{39.E]2+{3‘?]2+(3?}2}

(812,25+1128,96+1568,16+1369+1369)
3 — 2058,03

Il

o, 624737

— 2058,03
= 2082,46 — 2058,03
= 2443
JK Total = {(9,5)% + (9.8) + (9.4)" + ... + (1 2 4)%} - 2058,03
= (90,25 + 92,16 + 8836 + ... + 153,76) — 2058,03
— 208269 — 2058,03
= 24 66
JK Galat — JK Total — JK Perlakuan
= 24 66 — 24,43
=0,23
Kuadrat Tengah (KT)
KT = JK/DB
KT Perlakuan = 24,43 /4 =611
KT Galat —0,23/10=0023

6,11 65
F hitung = i 2,

0,023
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Tabel Anova

== DB JK K : FTabel |
(aragaman T F hitung - -
—Perlakuan 4 24,43 611 | 26565 | 599 | 348
Galat 10 0,23 0,023

—Total 14 24,66 : :

F hitung > F tabel 1% = sangat signifikan

Analisis lanjutan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

s S |2 KT Galat
Rumus umum rilai BNT = ta/2, N-a ' -

Dimana : Q

M-a

= Taraf signifikan 5%

= Derajat bebas galat

KT Galat = Kuadrat tengah galat

n = Banyaknya periakuan

’1 0,023
BNT 5% = 0,05/2, 10 -‘i’;;"'

= 2,228 x 0,096

= 0,21
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Hasil Uji BNT
—Konsentrasi |
1:4(A) 1:6(B) | 4: ;
kacang Merah 8(C) | 1:10(0) | 1:12(E)

i ;
I"_R'ErTsﬁtrasi. Kacang Selisin Taraf 5%
_________Merah

B - A 1.7 S

C—=A 3,7 S

C-B 2 S

c-D 0,87 S

C-E 0,87 S

D-A 2,83 S

D-B .13 S

D-E 0 NS

E-A 2,83 S

E—-B 1,13 S |
Keterangan :
S = Signifikan

NS = NonSignifikan
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Lampiran 5. Hasil Perhitungan Uji Hedonik Berdasarkan Anali
alisis

Statistik Dengan Metode RAK
perbandingan Replikasi [
Kacang Merah
A B c 5 Jumlah | Rata-rata
pengan Alr
e
1:4 27 36 36 | 19 117 29 25
1:8 30 37 39 24 130 32.5
1:8 34 40 39 | 34 147 36,75
1510 31 37 35 | 33 136 34
1:12 31 36 35 | 29 131 32,75
Jumiah 153 186 183 | 139 661
| (661)2
Faktor koreksi (FK) = ——5
20
= 436921
- 20
= 21846,05

Derajat Bebas (DB)

« DB Perlakuan =5-1=4
+ DB Total =20-1=19

» DB Galat - DB Total = DB Perlakuan

=19—-4= 15
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Jumiah Kuadrat (JK)
j periakuan = = ”}3""{13“}3+{14j]2+(135}g+(13m] — Fiktaos
_ (13689+16900+21609+18496+17161)
4 — 21848 05
87855
= —— — 21846,0
= 21963,75 — 21846,05
= 117,7
JK Total = {(27)7 + (36) + (35)° + ... + (29)"} —21846,05
= (729 + 1296 + 1225 + ... + 841) - 21 846,05
= 22377 — 21846,05
= 530,95
JK Kelompok = {(153]2+[156}1—;{133}2+{139]E} _ 21846.05
= 22163 — 21846,05
= 316,95
JK Galat — JK Total — JK Perlakuan = JK Kelompok
= 530,95 - 1177 - 316,95
= 96,3
Kuadrat Tengah (KT)
KT — JK/DB

KT Perlakuan = 117,71 4 = 298,425

KT Kelompok = 316,95 / 3 = 105:6°



KT Galat =9063112=8025

F hitung untuk Perlakuan = 34 =3 R/7
8,025 :
: 105,65
F hitung untuk Kelompok = — =
nung po 8.025 13,165
Tabel Anova
[ Sumber i F Tabel
DB JK KT F hitung
Keragaman 1% 5%
Periakuan 4 117.7 29,425 3,67 5,55 3,26

Kelompok 3 316,95 | 10565 | 13,165 | 6,098 3.49

Galat 12 96,3 8,025

Total 19 530,95 - -

F hitung kelompok lebih besar darl F tabel 1% maka berbeda sangat

nyata.
F hitung perlakuan lebih besar dari F tabel 5% maka berbeda nyata.

Analisis lanjutan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

2 KT Galat
Rurmus umum nilai BNT =t afZ, N-a =

Dimana : a = Taraf signifikan 5%

MN-a = Derajat bebas galat
KT Galat = Kuadrat tengah galat

n = Banyaknya perliakuan



2 x B,025
BNT 5% = 0,05/2, 12

5
=2179x1,79
=380
Hasil Uji BNT
 Konsentrasi 1
1:4(A) | 1:6(8) | 1:8(C) 1:10(D) | 1:12(E) |
Kacang Merah |
Rata-rata 5925 325 36.75 34 3275 |
i |
Konsentrasi Kacang Selisin Taraf 5%
Merah
B—A 325 NS
C=A 75 S
C-B 425 S
c-D 275 NS
C—-E 4 g
D—A 4,75 S
D-B 1,5 NS
D-E 1.25 NS
E=A 3,5 NS
. o 0,25 NS
Keterangan :
S = Signifikan

NS = NonSignifikan



Kuisoner Panelis

panelis
e 1:10 112
A|B|C|D|A BTG 5TE

Keterangan :

A = Bau

B =Warna

C = Tekstur

D = Rasa

1 = Sangat tidak suka
2 = Tidak suka

3 = Cukup

4 = Suka

5 = Sangat suka




