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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri asam
laktat (BAL) dari yoghurt komersial merek EV. BAL berperan penting dalam fermentasi,
menghasilkan asam laktat yang menurunkan pH dan berfungsi sebagai probiotik. Isolasi
dilakukan dengan metode spread plate pada media MRS agar, dilanjutkan karakterisasi
koloni secara makroskopis dan mikroskopis serta pewarnaan sederhana. Hasil
menunjukkan rata-rata nilai pH yoghurt dari 3 batch sampel sebesar 3,76 belum memenuhi
standar SNI. Jumlah koloni BAL yang diperoleh hanya 5 x 10* CFU/mL, di bawah standar
minimum 107 CFU/mL. Morfologi menunjukkan keberadaan Streptococcus thermophilus
sebagai BAL dominan yang terdapat pada yoghurt komersial EV. Meskipun produk
mengklaim mengandung starter Bifidobacterium, bakteri tersebut tidak ditemukan secara
morfologis. Penelitian ini menunjukkan pentingnya verifikasi menggunakan metode
molekuler untuk mengidentifikasi BAL secara akurat.
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PENDAHULUAN

Yoghurt merupakan produk olahan susu yang dihasilkan melalui proses fermentasi
olen mikroorganisme, khususnya bakteri asam laktat (BAL). Proses ini tidak hanya
mengubah laktosa menjadi asam laktat, tetapi juga berperan dalam pembentukan tekstur,
cita rasa, dan aroma khas untuk produk fermentasi yoghurt. Selain itu, aktivitas bakteri
asam laktat (BAL) akan menurunkan pH produk sehingga dapat meningkatkan daya
simpan dan menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen (Purwantiningsih, et al.,
2022)
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Jenis bakteri asam laktat yang biasanya digunakan adalah Streptococcus
thermophilus dan Lactobacillus bulagarius. Suhu optimum untuk bakteri Lactobacillus
bulgaricus dalam memecah lakotsa menjadi asam laktat adalah 42-45°C sedangkan
bakteri Streptococcus thermophilus dengan suhu optimumnya sekitar 38-42°C (Widiani
et al., 2017). Menurut Standar Nasional Indonesia (SNI) 2981:2009, yoghurt yang baik
harus mengandung bakteri asam laktat hidup minimal 10’ CFU/g pada akhir masa
disimpan. BAL umumnya bersifat Gram positif, tidak membentuk spora, katalase negatif,
serta menghasilkan asam laktat sebagai metabolit utama. Selain berperan dalam
fermentasi, BAL juga dikenal sebagai probiotik yang bermanfaat bagi kesehatan, antara
lain dalam menjaga keseimbangan mikrobiota usus, meningkatkan sistem imun, serta
membantu mencegah infeksi saluran pencernaan. (Rahmadhany, 2022)

Isolasi dan karakterisasi BAL dari yoghurt komersial sangat penting dilakukan
untuk mengetahui keragaman dan potensi probiotik dari strain yang digunakan.
Karakterisasi ini juga berperan dalam menjamin kualitas mikrobiologis produk,
memastikan keamanan pangan, serta mendukung pengembangan produk fermentasi yang
inovatif dan bernilai tambah tinggi (Pamela, 2022). Pemahaman terhadap karakteristik
BAL diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam peningkatan mutu dan keamanan
yoghurt komersial di pasaran.

Penelitian ini dilakukan bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri
asam laktat (BAL) pada yoghurt komersial yang sering dikonsumsi masyarakat, serta
mengetahui apakah jumlah koloni telah sesuai dengan standar mutu mikrobiologis
berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI).

METODE PENELITIAN

Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada tanggal 22 — 29 April 2025 di Laboratorium
Mikrobiologi Dasar, Pusat Laboratorium Terpadu UIN Syarif Hidayatullah Jakarta.
Penelitian dilakukan selama kurang lebih 1 minggu.

Alat dan Bahan

Penelitian ini menggunakan berbagai alat laboratorium yang meliputi inkubator
untuk proses inkubasi, autoklaf untuk sterilisasi, serta pH meter untuk mengukur tingkat
keasaman sampel. Mikropipet dengan kapasitas 100 pL. dan 1000 pL beserta tip-nya
digunakan dalam proses pengambilan dan pengenceran sampel. Cawan petri dan tabung
reaksi digunakan sebagai wadah kultur dan media pengenceran, sementara vortex
digunakan untuk homogenisasi larutan. Untuk analisis mikroskopis, digunakan kaca objek
dan kaca penutup, mikroskop cahaya, minyak imersi, serta kamera untuk dokumentasi
visual.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain yoghurt komersial E sebagai
sumber isolat bakteri, Media MRS (de Man, Rogosa, and Sharpe) produksi Himedia yang
digunakan sebagai media selektif untuk pertumbuhan bakteri asam laktat. Larutan NaCl
0,85% digunakan sebagai pelarut dalam proses pengenceran bertingkat. Selain itu,
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digunakan aquadest sebagai pelarut umum dan gentian violet sebagai pewarna dalam
metode pewarnaan sederhana untuk pengamatan mikroskopis.

Isolasi dan Kultivasi Bakteri Asam Laktat

Pengambilan sampel yoghurt komersial EV dilakukan secara komposit dari tiga
batch berbeda. Setiap sampel diukur nilai pH-nya menggunakan pH meter. Kemudian,
sampel yoghurt dibuat dengan mengambil sebanyak 1 gr pada masing-masing kemasan
dan dihomogenkan sehingga terdapat 3 gr sampel yoghurt. Lalu, dilakukan analisis jumlah
total bakteri dengan metode Total Plate Count (TPC), yaitu dengan melakukan
pengenceran bertingkat 10, 10°, dan 10° menggunakan larutan NaCl 0,85%. Hasil
pengenceran kemudian diinokulasi pada media MRS agar (Agar De Man-Rogosa—
Sharpe) menggunakan metode sebar (spread plate) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
48 jam.

Perhitungan Jumlah Koloni dengan Teknik TPC
Setelah diinkubasi selama 48 jam, didapatkan koloni yang tumbuh pada media
MRSA, koloni tersebut dihitung menggunakan rumus:

2C

(1 0 'x pengenceran)
: jumlah pengenceran yang digunakan

Jumlah bakteri (CFU/mL) =

Identifikasi Bakteri Asam Laktat (BAL)

Setelah sampel diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C, dilakukan pengamatan
terhadap koloni yang tumbuh pada media MRSA. Setiap koloni yang tumbuh pada cawan
petri dihitung jumlahnya, dicatat karakter morfologinya (bentuk, warna, tepi, dan elevasi),
serta didokumentasikan melalui foto. Morfologi diamati dibawah mikroskop cahaya tanpa
mengeluarkan isolat dari cawan petri menggunakan perbesaran 40x dan hasil
didokumentasikan.

Pewarnaan Sederhana pada Bakteri Asam Laktat

Karakterisasi seluler yang diduga sebagai Bakteri Asam Laktat (BAL) dari isolat
bakteri dilakukan melalui metode pewarnaan sederhana menggunakan gentian violet.
Koloni yang terpilih dari hasil pengenceran yang paling baik diambil dan dioleskan pada
kaca objek, dilakukan prosedur pewarnaan sederhana terhadap isolat yang terpilih, dan
diamati di bawah mikroskop cahaya dengan bantuan minyak imersi. Untuk memperjelas
hasil pengamatan isolat diamati lagi menggunakan Mikroskop OPTILAB IRIS-4 dan hasil
ditampilkan pada komputer menggunakan aplikasi Optika Vision Pro sehingga hasil dapat
diamati lebih jelas. Karakter morfologi seluler, seperti bentuk dan susunan sel, yang telah
diamati didokumentasikan melalui pencatatan dan pemotretan.

Berdasarkan data hasil pengamatan morfologi koloni, karakter mikroskopis, dan

rujukan dari literatur, dilakukan Klasifikasi isolat bakteri hingga ke tingkat taksonomi
tertentu, mencakup domain, filum, kelas, ordo, famili, genus, dan kemungkinan spesies.
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HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Hasil Uji pH terhadap 3 Sampel Yoghurt EV

Berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI) (2009) menyatakan syarat mutu pH
yogurt yang baik berkisar antara 3,80-4,50. Selain itu, Syarat minimal total bakteri asam
laktat (BAL) yang terkandung dalam yogurt adalah sebesar 10’ CFU/mL. Bakteri asam
laktat (BAL) yang terbentuk selama proses fermentasi akan menurunkan pH yogurt
sehingga kasein susu akan mengalami koagulasi dan pembentukan gel. Uji pH telah
dilakukan pada tiap sampel yoghurt EV dan didapatkan data hasil seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil uji pengukuran pH

Batch pH

1 3,81

2 3,75

3 3,74
Rata-rata 3,76

Pengukuran pH pada tiga batch sampel yoghurt, yang masing-masing
merepresentasikan satu kemasan produk, menunjukkan tingkat keasaman yang berada
dalam rentang hampir seragam, dengan nilai pH berkisar antara 3,74 hingga 3,81. Setelah
dihitung rata-rata pH dari ketiga batch sampel, didapatkan hasil rata-rata dari ketiga batch
sampel tersebut adalah 3,76. Hal ini menandakan sampel yoghurt komersial EV belum
memenuhi standar pH yang sesuai untuk produk yoghurt fermentasi. Nilai pH yang lebih
asam dari standar ini juga menunjukkan bahwa bakteri asam laktat yang terdapat pada
yoghurt komersial EV masih aktif dalam proses fermentasi dan memberikan karakteristik
rasa asam khas pada yoghurt (Widhyasih, et al., 2022).

Fermentasi oleh Bakteri Asam Laktat (BAL) pada yoghurt komersial ini
menghasilkan asam laktat sebagai produk utama metabolisme karbohidrat, yang
menyebabkan penurunan pH dalam substrat susu. Penurunan pH ini akan berdampak pada
denaturasi protein susu, khususnya kasein, yang kemudian menyebabkan terjadinya
koagulasi dan pembentukan struktur gel khas yoghurt. Oleh karena itu, semakin tinggi
aktivitas fermentatif BAL, semakin rendah nilai pH yang tercapai. Selain itu, nilai pH
yang mendekati batas bawah seperti halnya pH 3,74 pada sampel 3 menunjukkan
kemungkinan aktivitas BAL yang cukup tinggi, yang bisa berdampak pada rasa lebih asam
dan tekstur lebih padat (Saragih et al., 2025). Hal ini juga dibuktikan pada saat
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dilakukannya pengamatan, tekstur sampel yoghurt komersial EV yang sangat padat dan
lebih kental dibandingkan dengan sampel yoghurt komersial brand lainnya.

Hasil pengujian pH ini menunjukkan bahwa yoghurt EV mengandung aktivitas
fermentasi BAL yang baik, tetapi belum mencapai kualitas keasaman yang sesuai standar
seperti disyaratkan oleh SNI 2981:2009.

Isolasi dan Kultivasi Bakteri Asam Laktat (BAL)

Isolasi merupakan metode yang memisahkan mikroorganisme satu dengan
mikroorganisme lainnya, agar mendapatkan biakan murni yang setelahnya dapat
dilakukan proses identifikasi bakteri tersebut (Taib et al., 2023). Sedangkan, kultivasi
bakteri merupakan usaha dalam menumbuhkan mikroorganisme pada media kultur.
Biakan murni atau kultur murni yang didapatkan dari hasil penelitian ini akan
membuktikan keberadaan bakteri pada yoghurt komersial EV. Metode isolasi yang paling
umum digunakan untuk melakukan isolasi dan karakterisasi suatu mikroorganisme, yaitu
metode spread-plate (cawan sebaran) dan metode pour-plate (cawan tuang). Kedua
metode ini didasarkan pada prinsip yang sama yaitu mengencerkan organisme sedemikian
rupa sehingga individu spesies dapat dipisahkan dan akhirnya didapatkan biakan murni
(Reza, 2024).

Pada penelitian ini, setelah sampel yoghurt di siapkan, dilakukan isolasi dan
kultivasi bakteri asam laktat (BAL) dengan menggunakan metode atau teknik spread-
plate (cawan sebaran). Metode isolasi ini dengan cara menyebarkan sampel cair yoghurt
yang telah disiapkan pada permukaan media MRSA (de Man, Rogosa, and Sharpe) dalam
cawan petri steril. Setelah di inkubasi, pada permukaan media akan tumbuh koloni-koloni
terpisah sehingga menghasilkan biakan murni. Sedangkan, jika penelitian ini
menggunakan metode atau teknik pour-plate suspensi dari sampel cair akan dituang
bersamaan dengan menuangkan media yang masih cair ke dalam cawan petri. Hasil koloni
akan tumbuh didalam media agar yang mengeras. Metode-metode tersebut merupakan
metode  kultur-dependent, yaitu metode yang mengandalkan pertumbuhan
mikroorganisme di media kultur untuk identifikasi, enumerasi, atau isolasi. Artinya,
mikroba yang dapat tumbuh dan diamati berasal dari sampel yang diinokulasi ke dalam
atau di atas media tertentu (Apriyani, 2020).

Pada penelitian ini digunakan media MRSA karena media ini mengandung beberapa
komponen yang dapat menunjang pertumbuhan bakteri asam laktat (Nochebuena-
Pelcastre et al., 2023). Media MRSA (de Man, Rogosa, and Sharpe) mengandung
dekstrosa, ekstrak daging, ekstrak ragi, ammonium sitrat (NH4), magnesium sulfat
(MgSOg), pepton, natrium asetat (CH;COONa), dikalium fosfat (K-HPOs), tween 80, dan
mangan sulfat (MnSOs). Kandungan ammonium sitrat pada pH rendah akan menunjang
pertumbuhan bakteri asam laktat. Dikalium fosfat dan natrium asetat merupakan dapar
atau penyangga untuk menjaga pH tetap rendah, sementara tween 80 adalah pelarut zat-
zat lain. Mangan dan magnesium sulfat merupakan sumber dari ion dan sulfat. Sedangkan
pepton, daging dan ragi adalah sumber nutrisi untuk pertumbuhan karena mengandung
nitrogen, vitamin, mineral dan asam amino. Sedangkan, dekstrosa pada media ini adalah
karbohidrat fermentasi yang berfungsi sebagai karbon dan sumber energi (Hasbi, et al.,
2024)
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Berdasarkan 3 sampel dengan batch berbeda yang digunakan, pengenceran telah
dilakukan pada sampel dan didapatkan koloni yang terbentuk pada ketiga cawan petri
seperti yang ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Koloni yang Terbentuk Pada Media MRS Agar

No. Seri Pengenceran Jumlah Koloni Koloni pada MRS Agar

N

|
|

)

1. 10 50

3. 10°® 6

Perhitungan Jumlah Koloni

Dari tiga seri pengenceran yang diamati, hanya pengenceran 107 yang
memenubhi kriteria jumlah koloni valid, yaitu 50 koloni per cawan, sedangkan pengenceran
10° dan 10° menghasilkan jumlah koloni yang terlalu rendah (masing-masing 3 dan 6
koloni), secara teoritis, perhitungan jumlah koloni yang dapat dihitung menggunakan
rumus adalah jika koloni yang tumbuh pada suatu cawan petri berjumlah 30-300 koloni.
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Pengenceran 10° dan 10 tidak memenuhi kriteria sehingga tidak digunakan dalam
perhitungan. Total koloni dihitung berdasarkan rumus:
xC

(1 0 'x pengenceran)
: jumlah pengenceran yang digunakan

Jumlah bakteri (CFU/mL) =

Hasil perhitungan jumlah total koloni bakteri asam laktat (BAL) dengan
metode Total Plate Count (TPC) menunjukkan nilai sebesar 5 x 104+ CFU/mL.
Jumlah ini berada di bawah standar minimum yang ditetapkan oleh SNI
2981:2009, yaitu 2107 CFU/mL untuk yoghurt siap konsumsi. Padahal, BAL
yang digunakan dalam produk yoghurt komersial umumnya merupakan jenis
yang mudah tumbuh pada media agar standar yang digunakan dalam metode
TPC. Oleh karena itu, jumlah koloni yang rendah kemungkinan disebabkan
oleh keterbatasan jumlah sampel, sehingga hasilnya kurang mewakili populasi
BAL sebenarnya dalam produk.

PENUTUP

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa yoghurt
komersial EV mengandung bakteri asam laktat (BAL) dengan karakteristik morfologi
yang sesuai dengan genus Streptococcus. Nilai pH produk berada pada rentang
3,74-3,81, dengan hanya satu batch yang memenuhi standar SNI (3,80-4,50).
Perhitungan jumlah koloni dengan metode TPC menunjukkan total BAL sebesar
5 x 104 CFU/mL, yang masih berada di bawah standar minimum SNI untuk
yoghurt (2107 CFU/mL). Penelitian selanjutnya disarankan menggunakan
jumlah sampel yang lebih besar dan mempertimbangkan metode kultur-
independen seperti PCR atau sekuensing gen 16S rRNA untuk mendapatkan
hasil yang lebih akurat dalam mendeteksi keseluruhan populasi BAL dan
meningkatkan kualitas analisis mikrobiologis produk fermentasi.
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