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Abstract: Soyghurt dalam bentuk beku kering umumnya
dapat bertahan jauh lebih lama. Namun penurunan dapat
terjadi penurunan jumlah koloni probiotik selama proses
beku kering. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
jumlah koloni L. acidophilus dan B. bifidum sebelum dan
setelah dilakukan beku kering. Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental laboratorik dengan desain
pretest-posttest design, terdiri dari 1 kelompok kontrol
negatif yang berisi susu kedelai dan 1 kelompok soyghurt.
Pengulangan  dilakukan  secara  duplo. =~ Metode
penghitungan jumlah koloni menggunakan metode Total
plate count (TPC). Kesimpulan dari penelitian ini adalah
jumlah koloni bakteri probiotik pada soyghurt sudah
memenuhi standar SNI, yaitu 2,53 x 10° CFU/ml, namun
setelah dilakukan beku kering terjadi penurunan menjadi
7,30 x 10* CFU/ml. Jumlah ini tidak memenuhi standar
SNI. Oleh karena itu perlu penelitian lebih lanjut untuk
meningkatkan jumlah koloni bakteri probiotik ini agar
soyghurt beku kering ini dapat memenuhi standar SNI.

PENDAHULUAN

Yoghurt yang telah banyak dipasarkan umumnya menggunakan bahan dasar protein

hewani, yaitu susu sapi. Sedangkan yoghurt dari bahan dasar protein nabati seperti kedelai
(soyghurt) belum banyak dikenal. Bila dibandingkan dengan susu sapi, susu kedelai yang
merupakan produk nabati memiliki kadar lemak jenuh yang lebih rendah sehingga aman
bagi penderita penyakit kardiovaskular. Selain itu, susu kedelai mengandung isoflavon,
salah satu jenis flavonoid yang berperan sebagai antioksidan. Fermentasi kedelai dapat
meningkatkan nutrisi dan sifat fungsional kedelai karena metode pengolahan bahan
makanan ini akan meningkatkan kandungan senyawa bioaktif dengan cara memecah
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molekul besar dalam kedelai mentah menjadi molekul yang berukuran lebih kecil melalui
proses hidrolisis enzimatik sehingga dapat dihasilkan sifat fungsional baru. Selain itu,
proses fermentasi akan meningkatkan bioavailabilitas isoflavon sehingga fungsinya dapat
ditingkatkan dan ini artinya pengolahan susu kedelai menjadi soyghurt merupakan pilihan

yang tepat.

Pada umumnya, yoghurt dapat bertahan selama 7 hingga 21 hari apabila disimpan pada
suhu 4 derajat Celsius Sedangkan yoghurt dalam bentuk beku kering dapat bertahan selama
6 bulan hingga 2 tahun. Salah satu metode yang paling umum digunakan untuk
mempertahankan kultur bakteri asam laktat (BAL) dan membuat yoghurt dapat bertahan
lama adalah metode pengeringan beku atau yang biasa disebut dengan liofilisasi. Namun,
tidak dapat dipungkiri bahwa proses tersebut dapat menyebabkan kerusakan pada sel
bakteri yang berujung pada terjadinya kematian BAL sehingga jumlah koloninya dapat
menurun hingga 1 siklus log. Jumlah koloni bakteri di dalam produk yoghurt yang
dianjurkan oleh Standar Nasional Indonesia (SNI) adalah 106 hingga 108 CFU/ml.
Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian mengenai
“Viabilitas soyghurt Lactobacilus acidophillus dan Bifidobacterium bifidum setelah dilakukan
beku kering”

LANDASAN TEORI

Produk yoghurt dalam bentuk beku kering dapat bertahan selama 6 bulan hingga 2
tahun. Sedangkan produk yoghurt dalam bentuk cair yang banyak dipasarkan hanya dapat
bertahan selama 7 hingga 21 hari pada suhu 4 derajat Celsius.

Tidak seperti metode pengeringan konvensional, liofilisasi atau yang disebut metode
beku kering bekerja dengan cara menghilangkan air melalui sublimasi kristal es dalam
produk makanan yang telah dibekukan pada tekanan rendah. Pembekuan produk sebelum
liofilisasi dapat menghambat proses kimia, biokimia, dan mikrobiologi produk tersebut
sehingga rasa, bau, dan kandungan nutrisinya tidak berubah. Metode ini telah banyak
digunakan untuk stabilisasi makanan berkualitas tinggi, bahan biologis, obat-obatan,
bakteri penghasil starter, dan probiotik. Namun, sayangnya proses pembekuan produk
tersebut dapat merusak struktur dan fungsi protein sel bakteri sehingga akan terjadi
penurunan jumlah koloni setelah proses beku kering selesai dilakukan. Untuk melindungi
bakteri dari kerusakan tersebut, maka diperlukan bahan krioprotektan yang tentunya
bersifat krioprotektif sehingga meskipun akan tetap terjadi penurunan jumlah koloni,
setidaknya penurunan tersebut tidaklah terlalu jauh.

Secara umum, metode beku kering dibagi atas tiga tahap, yaitu pembekuan,
pengeringan primer (sublimasi), dan pengeringan sekunder (desorpsi). Selain itu, metode
beku kering dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu beku kering vakum dan beku kering
yang dilakukan di bawah tekanan atmosfer. Metode beku kering vakum secara umum
dilakukan pada suhu rendah di bawah 50°C dan tekanan rendah di bawah tekanan uap
permukaan es. Beku kering vakum ini lebih dianjurkan untuk makanan bertekstur lembut,
sensitif terhadap panas, dan makanan yang sifat dan nutrisinya harus dipertahankan,
seperti soyghurt pada penelitian ini. Sedangkan metode beku kering lainnya dilakukan di
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bawah tekanan atmosfer pada suhu -30°C hingga -60°C dengan kelembababn udara yang
rendah, namun proses ini membutuhkan waktu hingga tiga kali lebih lama daripada metode

beku kering vakum .

METODE PENELITIAN

Penelitian yang akan dilakukan merupakan penelitian eksperimental laboratorik
dengan desain penelitian pretest-posttest design. Bakteri Uji ada soyghurt ini merupakan
campuran L. acidophilus ATCC 4356 dan B. bifidum ATCC 29521. Variabel independent pada
penelitian ini, berupa jumlah koloni bakteri L. acidophilus dan B. bifidum pada kelompok uji
coba sebelum proses beku kering, sedangkan variabel dependen pada penelitian ini, berupa
jumlah koloni bakteri L. acidophilus dan B. bifidum pada kelompok uji coba setelah proses
beku kering. Penentuan jumlah pengulangan pada penelitian ini mengikuti aturan SNI
untuk metode Total Plate Count (TPC), yaitu sebanyak dua kali pengulangan (duplo) untuk
setiap perlakuan. Sampel soyghurt yang telah dibuat dijadikan satu lalu dibuat dalam dua
kali pengulangan (duplo) untuk penghitungan jumlah koloni bakteri. Pada penelitian ini
dibagi menjadi 2 kelompok, KK merupakan kelompok control yang hanya berisi susu
kedelai, sedangkan KU merupakan kelompok Uji yang berisi soyghurt.
Berikut ini adalah alur penelitian yang dilakukan :

| Reidentifikasi bakteri L. acidophilus dan B. bifidum |

¥
Pembuatan suspensi biakan bakteri
¥
| Pembuatan susu kedelai |
v
| Pembuatan kultur starter |
v
Pembuatan soyghurt campuran bakteri L. acidophilus dan B. bifidum
v v
K1 : soyghurt KK (-) : susu kedelai
T Hitung jumlah /

koloni (TPC) "\ Proses
l T beku

Analisis data

. Gambar 1. Alur penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif untuk mengetahui gambaran jumlah koloni
bakteri probiotik yang ada pada soyghurt sebelum dan setelah dilakukan beku kering.
Pelaksanaan penelitian menngunakan spesies bakteri L. acidophilus ATCC 4356 dan B.
bifidum ATCC 29521. Penelitian ini mendapat persetujuan etik dari Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Jenderal Achmad Yani. Penelitian dilaksanakan
di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Jenderal Achmad Yani.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses reidentifikasi bakteri secara mikroskopis dilakukan dengan mengamati bentuk dan
warna bakteri di bawah mikroskop dengan pembesaran 1000x setelah dilakukan
pewarnaan Gram. Pada gambar 2 di bawah in,i dapat dilihat adanya gambaran bakteri
berbentuk batang (basil) dan berwarna ungu yang memberi arti bahwa bakteri tersebut
merupakan bakteri Gram positif. Gambaran tersebut sesuai dengan parameter di samping
gambar hasil penelitian dan literatur yang menyebutkan bahwa L. acidophilus merupakan
bakteri gram positif berbentuk batang yang bersifat anaerob dan tidak membentuk
endospore [15]. Maka dari itu dapat disimpulkan bahwa bakteri tersebut memang benar
merupakan L. acidophilus. Hasil reidentifikasi B. bifidum ATCC 29521 secara makroskopis
dapat dilihat pada gambar 2 di bawah. Koloni B. bifidum terlihat tidak berwarna dan
bentuknya mengikuti arah goresan ose. Koloni tersebut berbatas tegas dengan permukaan
koloni yang sedikit menimbul. Gambaran koloni tersebut mirip dengan gambaran koloni
pada gambar B sebagai parameter koloni B. bifidum. Menurut Li M (2019), koloni B. bifidum
terlihat berbentuk bulat halus,berwarna putih, dan masing-masing berukuran sekitar 1-1,5
mm. Perbedaan tersebut kemungkinan diakibatkan oleh perbedaan teknik kultur, dimana B.
bifidum pada penelitian Li M (2019) ditanam dengan metode pour plate, sedangkan B.

bifidum pada penelitian kali ini ditanam dengan metode streak [16].

Gambar 2. Koloni B. bifidum ATCC 29521 pada mediar MRSA
A: hasil penelitian. B: parameter untuk metode streak plate, dikutip dari Kawasaki S,
Nagasaku M, Mimura T, Katashima H, Ijyuin S [17].

Hasil reidentifikasi B. bifidum ATCC 29521 secara mikroskopis pada sediaan oles
dengan pewarnaan Gram dengan perbesaran mikroskop 1000x dapat dilihat pada gambar 3
di bawah ini. Pada gambar 4.4 dapat dilihat adanya gambaran bakteri berwarna ungu gelap
dan berbentuk batang pendek dengan beberapa formasi bakteri membentuk huruf'Y, sesuai
dengan gambaran B. bifidum pada literatur yang ada [17]. Apabila gambar A dibandingkan
dengan gambar B, maka gambaran yang terbentuk di antara keduanya sama, maka dari itu,
dapat dipastikan bahwa bakteri tersebut memang benar merupakan B. bifidum.
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Gambar 3. B.bifidum ATCC 29521 pada pewarnaan Gram
A: hasil penelitian. B: parameter, dikutip dari Léké a, Romond MB, Mullié C [18]

Jumlah Koloni Bakteri Pada Soyghurt Sebelum dan Sesudah Proses Beku Kering

Koloni bakteri yang tumbuh pada permukaan MRSA yang telah diinkubasi selama 1 x 24
jam pada inkubator CO:2 dapat dihitung dengan metode TPC menggunakan alat colony
counter. Jumlah koloni yang didapatkan dari tiap-tiap hasil pengenceran kemudian dihitung
rata-ratanya dan dinyatakan dalam satuan CFU/ml. Tabel 4.1 di bawah ini berisi jumlah
koloni yang telah dihitung dari tiap-tiap kelompok soyghurt sebelum dan sesudah proses
beku kering, beserta selisih dari hasil TPC masing-masing kelompok uji coba.

Tabel 1. Perbandingan Jumlah Koloni BAL Pada Soyghurt Sebelum dan Sesudah Beku
Kering

Kelompok Hasil TPC Selisih
Uji Coba Sebelum Beku Sesudah Beku Penurunan
Kering (CFU/ml) Kering (CFU/ml) (CFU/ml)
K(-) 0 0 0
K1 2,53 x 109 3,45 x10% 7,30 x 104

Keterangan : K (-): (susu kedelai), K1: (soyghurt),

Berdasarkan hasil perhitungan nilai TPC sebelum beku kering pada tabel 1 di atas,
jumlah koloni L. acidophilus dan B. bifidum pada kelompok yang hanya berisi soyghurt
tanpa penambahan apapun (K1), yaitu sebesar 2,53 x 10° CFU/ml. Nilai tersebut telah
memenuhi standar minimal yang dianjurkan oleh SNI untuk jumlah koloni bakteri di dalam
produk yoghurt, yaitu 10 hingga 108 CFU/ml [10]. Penelitian yang dilakukan oleh Atsari AG
(2012) menunjukkan bahwa jumlah koloni L. acidophilus pada susu kedelai impor tanpa
penambahan gula adalah 1,8 x 107 CFU/ml [19]. Hal ini menunjukkan bahwa komponen
karbohidrat yang terkandung di dalam susu kedelai jenis US sebenarnya sudah cukup untuk
menghasilkan jumlah minimal TPC minuman probiotik, apalagi jika minuman probiotik
tersebut mengandung dua jenis bakteri seperti pada penelitian kali ini yang jumlah
koloninya memiliki selisih 102 CFU/ml lebih tinggi daripada penelitian Atsari AG (2012)
yang hanya mengandung satu jenis bakteri [19]. Namun sayangnya jumlah koloni pada K1
mengalami penurunan menjadi 3,45 x 10% CFU/ml, menandakan bahwa K1 dalam bentuk
beku kering tidak memenuhi syarat untuk dapat dikonsumsi.
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Penurunan jumlah koloni pada soyghurt sesudah dilakukan beku kering terjadi karena
selama pembekuan produk pada proses beku kering atau liofilisasi terjadi kerusakan
struktur dan fungsi sel bakteri akibat hilangnya stabilitas sel. Syok osmotik yang dialami
oleh sel-sel bakteri akibat hilangnya air dalam jumlah yang sangat banyak pada saat proses
pengeringan dicurigai sebagai faktor utama kerusakan sel bakteri [8]. Oleh karena itu,
untuk meminimalisir terjadinya peristiwa tersebut, maka diperlukan penambahan bahan
pelindung sel bakteri yang disebut dengan krioprotektan dan prebiotik untuk
meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan bakteri probiotik [20]. Oleh karena itu
agar jumlah bakteri probiotiknya dapat memenuhi standar SNI setelah dilakukan beku
kering, peneliti mengusulkan agar soyghurt ini ditambahkan krioprotektan dan prebiotik.

KESIMPULAN

Jumlah koloni bakteri probiotik pada soyghurt sudah memenuhi standar SNI, yaitu
2,53 x 10° CFU/ml (lebih dari 107CFU/ml), namun setelah dilakukan beku kering terjadi
penurunan sebanyak 3,45 x 104CFU/ml menjadi 7,30 x 104 CFU/ml. Jumlah ini tidak
memenuhi syarat SNI, oleh karena itu perlu penelitian lebih lanjut untuk meningkatkan

jumlah koloni bakteri probiotik ini agar soyghurt beku kering ini dapat memenuhi standar
SNIL
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