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ABSTRAK

KEANEKARAGAMAN BAKTERI ASAM LAKTAT DAN KHAMIR PADA
KEFIR SUSU SAPI DAN KEFIR SUSU KEDELAI

Oleh

Ketut Mahendri

Kefir merupakan salah satu produk fermentasi susu yang dibuat dengan bahan
baku susu hewani dan susu nabati.  Komposisi dari bahan baku pembuatan kefir
akan menentukan keanekaragaman bakteri asam laktat (BAL) dan khamir yang
membentuk kefir.  Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui keanekaragaman
populasi BAL dan khamir pada kefir susu sapi dan kefir susu kedelai.  Populasi
BAL dan populasi khamir ditentukan dengan indeks kesamaan masing-masing
koloni dengan rumus pendekatan klasifikasi numerik. Jumlah total BAL dihitung
dengan metode perhitungan cawan (total plate count) dan keanekaragaman BAL
dan khamir dihitung dengan rumus indeks keanekaragaman Shannon Wiener.

Hasil penelitian menunjukkan indeks keanekaragaman (H’) BAL pada kefir susu
sapi tergolong rendah ( H’<1) yaitu sebesar 0,936, sedangkan H’ BAL pada kefir
susu kedelai tergolong sedang (1<H’<3) yaitu sebesar 1,024. Indeks
keanekaragaman (H’) khamir pada kefir susu sapi dan kefir susu kedelai tergolong
rendah, yaitu H’ khamir pada kefir susu sapi sebesar 0,799, sedangkan H’ khamir
pada kefir susu kedelai sebesar 0,732.

Kata Kunci: kefir susu sapi, kefir susu kedelai, keanekaragaman (H’), bakteri
asam laktat, dan khamir
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

A. Latar Belakang 

 

 

Susu memiliki nilai gizi yang sangat baik, namun susu segar sangat mudah 

rusak, karena kontaminasi susu oleh bakteri pembusuk dapat terjadi dengan 

sangat cepat, sehingga susu menjadi rusak dan tidak layak konsumsi.  Upaya 

memperpanjang daya guna, masa simpan, dan nilai ekonomi susu, dilakukan 

teknik penanganan dan pengolahan.  Salah satu upaya pengolahan susu yang 

sangat menunjang adalah fermentasi susu (Widodo, 2006). 

 

Salah satu produk fermentasi susu yaitu kefir, proses fermentasi susu 

menggunakan starter bibit kefir (kefir grains) yaitu butiran-butiran putih yang 

terdiri dari biakan bakteri Streptococcus sp., Lactobacillus sp., dan khamir 

non patogen.  Kefir belum begitu dikenal oleh masyarakat luas, berbeda 

dengan yoghurt yang telah populer di kalangan masyarakat dan banyak 

diproduksi.  Kefir memiliki nama yang berbeda-beda seperti kepi, kippe, 

kapov, kephir dan kiaphir (Usmiati, 2007). 

 

Komponen dan kandungan kimia kefir bervariasi bergantung: jenis starter, 

suhu inkubasi, lama fermentasi, dan jenis bahan baku susu yang digunakan.  

Adesokan et al. (2011) menyatakan, kefir memiliki karakteristik yang khas, 

yaitu terdapat rasa asam, alkoholik, dan karbonat yang dihasilkan dari proses 
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fermentasi bakteri asam laktat (BAL) dan khamir.  Pada umumnya kefir 

mengandung: asam laktat 0,8-1 %, alkohol 0,5-0,25 %, CO2, kelompok 

vitamin B, air 85 %, protein 3,5 %, abu 0,6 %, laktosa 4,5 %, dan pH 4,6.  

Kadar lemak sangat bergantung dengan jenis susu yang digunakan.  Bahan 

baku susu yang memiliki kadar lemak yang tinggi dapat menghasilkan kefir 

dengan kadar lemak yang tinggi (Usmiati, 2007). 

 

Kefir memiliki kelebihan dibandingkan dengan susu segar.  Kefir memiliki 

kandungan probiotik dan masa simpan yang lebih lama.  BAL dan khamir 

fermentatif akan menghasilkan asam laktat, sehingga derajat keasaman kefir 

menjadi rendah dan menghambat pertumbuhan mikroorganisme pembusuk. 

 

Jumlah populasi bakteri asam laktat (BAL) yang terkandung di dalam suatu 

produk susu fermentasi menjadi indikator kualitas mikrobiologis produk 

tersebut.  Menurut Fuller (1992) bahwa jumlah bakteri asam laktat yang 

diperlukan untuk dikonsumsi dan baik untuk kesehatan adalah berkisar 

antara10
7
-10

9
 cfu/g.  Jenis BAL yang sering ditemukan dalam berbagai 

produk pangan fermentasi yaitu: Lactobacillus bulgaricus, L. casei, L. 

acidophillus, dan Streptococcus thermophillus.  Jenis BAL tersebut telah 

banyak digunakan sebagai probiotik dan yang paling umum ditemukan pada 

yoghurt (Yuliana, 2009). 

 

Kefir pada umumnya dibuat dari susu hewani, namun seiring berkembangnya 

inovasi maka kefir juga dibuat dari susu nabati dari bahan baku kacang-

kacangan, hal tersebut dilakukan untuk mengatasi keterbatasan ketersediaan 

susu hewani dan harganya yang relatif mahal.  Susu kacang kedelai 
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mengandung asam amino yang sangat tinggi hampir setara dengan kandungan 

protein susu hewani.  Susu nabati yang banyak diolah menjadi kefir yaitu 

susu kacang kedelai (Misgyarta et al., 2003).  

 

Sunarlim (2009) menyatakan, bahwa komponen yang paling berperan selama 

proses fermentasi BAL adalah laktosa.  Laktosa digunakan oleh BAL sebagai 

sumber karbon dalam proses metabolismenya, sedangkan susu kedelai tidak 

mengandung laktosa, melainkan pati, sukrosa, fruktosa, dan glukosa. 

Perbedaan kandungan karbohidrat ini dapat mempengaruhi keanekaragaman 

BAL dan khamir fermentatif yang tumbuh saat fermentasi kefir. 

 

Berdasarkan uraian di atas maka, perlu dilakukan penelitian untuk 

mengetahui keanekaragaman populasi BAL dan khamir dalam kefir susu sapi 

dan kefir susu kedelai.  

 

B. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui indeks 

keanekaragaman populasi BAL dan khamir pada kefir susu sapi dan kefir 

susu kedelai. 

 

C. Manfaat Penelitian 

 

 

Tersedianya informasi mengenai keanekaragaman populasi BAL dan khamir 

pada kefir susu sapi dan kefir susu kedelai yang dapat menjadikan kefir 

sebagai sumber plasma nutfah BAL dan khamir untuk pengembangan produk 

pangan. 
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D. Kerangka Pemikiran 

 

 

Keanekaragaman BAL pada kefir memiliki peranan yang sangat penting 

dalam proses fermentasi susu dan menentukan kualitas kefir baik kandungan 

gizi dan juga cita rasanya.  Keanekaragaman BAL dan khamir pada kefir 

dipengaruhi oleh bahan baku susu yang digunakan, waktu fermentsi, suhu, 

dan jenis starter yang digunakan.  Kandungan bahan baku susu sapi dan susu 

kedelai sebagai bahan baku pembuatan kefir hampir sama yaitu  protein, air, 

fosfor, kalsium, kalori, karbohidrat serta kandungan lainnya namun, 

kandungan gizi tersebut  berbeda konsentrasi.  Kandungan karbohidrat pada 

susu kedelai terdiri dari sukrosa, stakiosa, dan rafinosa yang larut dalam air, 

(Koswara, 2006). 

 

Kandungan asam lemak tak jenuh dan protein yang terdapat dalam susu 

kedelai memiliki komposisi asam amino lebih tinggi dibandingkan susu sapi.   

Namun, terdapat laktosa pada susu sapi murni.  Laktosa merupakan sumber 

energi yang dibutuhkan oleh BAL untuk mendukung pertumbuhannya 

(Sopandi dan Wardah, 2014).  Dasar fermentasi susu adalah komponen gula 

di dalam susu, terutama laktosa menjadi asam laktat dan asam-asam lainnya.  

Asam laktat yang dihasilkan dapat memperbaiki flavor dan menurunkan 

derajat keasaman susu sehingga membatasi jenis mikroba yang dapat 

bertahan hidup. 

 

Kandungan bahan organik atau karbohidrat pada susu sapi dan susu kedelai 

berpengaruh terhadap hasil fermentasi, keasaman kefir dan komposisi kimia 
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kefir menjadi tidak sama, hal tersebut dapat menyebabkan mikroba yang 

dapat bertahan hidup pada ke dua jenis kefir tidak sama. 

 

E. Hipotesis 

Adapun hipotesis dalam penelitian ini yaitu keanekaragaman populasi BAL 

dan khamir pada kefir susu sapi dan kefir susu kedelai berbeda.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

A. Kefir 

 
 

Kefir merupakan produk fermentasi susu pasteurisasi yang menggunakan 

starter bibit kefir (kefir grains) yaitu butiran-butiran putih yang terdiri dari 

biakan bakteri Streptococcus sp., Lactobacillus sp., dan khamir non patogen.  

BAL berperan menghasilkan asam laktat dan khamir membentuk: flavor, 

rasa, warna, dan konsistensi.  Kefir memiliki rasa dengan sensasi asam dan 

beralkohol (Usmiati, 2007). 

 

Jumlah asam laktat yang terbentuk selama proses fermentasi merupakan hasil 

pemecahan laktosa oleh bakteri asam laktat.  Adanya asam di dalam susu. 

terutama disebabkan oleh aktivitas bakteri-bakteri pembentuk asam.  Bakteri 

tersebut dapat merubah laktosa menjadi asam laktat dan timbulnya asam 

laktat dapat menurunkan pH susu.  Menurut Rahayu (1989) kadar asam 

fermentasi susu dipengaruhi oleh aktivitas bakteri yang merubah gula 

(laktosa) menjadi asam laktat, walaupun laktosa susu yang diubah menjadi 

asam laktat hanya sekitar 30 % sedangkan sisanya (70 %) masih dalam 

bentuk laktosa.  Suasana asam diakibatkan oleh proses fermentasi susu yaitu: 

perubahan laktosa menjadi asam laktat oleh aktivitas enzim yang dihasilkan 
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oleh bakteri asam laktat serta senyawa-senyawa yang terkandung dalam susu 

seperti albumin, kasein sitrat, dan fosfat.  BAL dan khamir di dalam kefir 

kaya akan manfaat diantaranya sebagai probiotik yang dapat menekan 

pertumbuhan bakteri penyebab gangguan pencernaan dengan memproduksi 

senyawa antimikroba seperti: bakteriosin, hidrogen peroksida, dan berbagai 

antibiotik. 

 

Kandungan gizi yang terkandung di dalam kefir memiliki kesamaan dengan 

bahan baku susu yang digunakan dengan beberapa keunggulan.  Kefir 

memiliki nilai lebih dibandingkan susu segar, diantaranya daya simpan yang 

lebih lama, peningkatan kandungan beberapa nutrisi seperti vitamin dan 

mineral, dan meningkatnya mutu sensori produk.  Umumnya, kefir diproduksi 

dengan menggunakan susu hewani, seperti susu sapi, kambing, atau domba, 

namun saat ini susu nabati telah banyak digunakan sebagai upaya 

diversifikasi pangan dengan harapan kandungan gizi, sifat fisik, dan kimiawi 

dari susu nabati dapat melengkapi nutrisi yang terdapat pada susu sapi.  Salah 

satu susu nabati yang berpotensi adalah susu kedelai.  Kandungan asam 

lemak tak jenuh dan protein yang terdapat dalam susu kedelai memiliki 

komposisi asam amino lebih tinggi dibandingkan susu sapi.  Selain itu, 

kandungan nutrisi yang terdapat dalam susu kedelai relatif lengkap meliputi: 

lemak, karbohidrat, kalsium, fosfor, zat besi, vitamin A, vitamin B1, vitamin 

B2 dan isoflavon, serta tidak mengandung kolesterol.  Berbagai penelitian 

menyebutkan bahwa produk olahan dari kedelai, seperti: tempe, susu kedelai, 

soyghurt, dan lain-lain, memiliki efek yang sangat baik dan menguntungkan 

bagi kesehatan manusia sehingga kedelai digolongkan sebagai pangan 
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fungsional yang potensial karena mudah didapatkan dan harganya yang 

murah (Julianto, 2016). 

 

Dalam rangka penganekaragaman pola konsumsi makanan, kedelai sebagai 

salah satu sumber protein nabati mendapat perhatian utama untuk 

dikembangkan.  Hal ini disebabkan kandungan protein kedelai yang tinggi 

dengan pola asam amino essensial yang mendekati pola yang 

direkomendasikan oleh FAO.  Makanan olahan kedelai yang sudah dikenal 

secara umum  antara lain: tahu, tempe, dan kecap, sedangkan yang belum 

banyak dikenal adalah susu kedelai dan produk fermentasi susu kedelai atau 

kefir.  Produk fermentasi susu kedelai mempunyai nilai nutrisi tinggi, kaya 

protein dan asam lemak tak jenuh, serta tidak mengandung kolesterol, selain 

itu proses fermentasi dapat mengubah dan memperbaiki bau yang tidak 

disukai (Aini et al., 2003).  Menurut Sparringa (1995) susu kedelai 

merupakan medium yang baik untuk pertumbuhan khamir dan bakteri asam 

laktat. 

 

Susu sapi segar merupakan bahan pangan yang tinggi gizinya, sehingga 

bukan saja bermanfaat bagi manusia tetapi juga bagi mikrobia pembusuk. 

Kontaminasi bakteri mampu berkembang dengan cepat sekali sehingga susu 

menjadi rusak dan tidak layak untuk dikonsumsi.  Untuk memperpanjang 

daya guna, daya tahan simpan, serta untuk meningkatkan nilai ekonomi susu, 

maka diperlukan teknik penanganan dan pengolahan.  Salah satu upaya 

pengolahan susu yang sangat prospektif adalah dengan fermentasi susu.  

Kandungan air di dalam susu sapi sangat tinggi, yaitu sekitar 87,5 %, dengan 

kandungan gula susu (laktosa) sekitar 5 %, protein sekitar 3,5 %, dan lemak 
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sekitar 3-4 %.  Susu sapi juga merupakan sumber kalsium, fosfor, dan 

vitamin A yang sangat baik.  Mutu protein susu sepadan nilainya dengan 

protein daging dan telur, dan terutama sangat kaya akan lisin, yaitu salah satu 

asam amino esensial yang sangat dibutuhkan tubuh (Widodo, 2006). 

 

Adapun kandungan dalam susu sapi dan susu kedelai sebagai berikut: 

Tabel 1.  Komposisi Gizi Susu Kedelai Cair dan Susu Sapi Tiap 100 Gram 

 

Komponen Susu Kedelai Susu Sapi 

Air (g) 87,00 

 

88,33 

 

Besi (g) 0,70 

 

1,70 

 

Fosfor (g) 

 

45,00 

 

60,00 

 

Kalori (Kkal) 

 

41,00 

 

61,00 

 

Kalsium (mg) 

 

50,00 

 

143,00 

 

Karbohidrat (g) 

 

5,00 

 

4,30 

 

Lemak (g) 

 

2,50 

 

3,50 

 

Protein (g) 

 

3,20 

 

3,50 

 

Vitamin B1 (tiamin) 

(mg) 

0,08 

 

0,03 

 

Vitamin C (mg) 

 

2,00 1,00 

(Muryati et al., 2005). 

 

Kandungan karbohidrat pada susu kedelai terdiri atas golongan oligosakarida 

dan polisakarida.  Golongan oligosakarida terdiri dari sukrosa, stakiosa, dan 

rafinosa yang larut dalam air.  Golongan polisakarida terdiri dari bahan-bahan 

selulosa yang tidak larut dalam air maupun alkohol dan tidak dapat dicerna 

(Koswara, 2006).  Oleh karena itu, karbohidrat di dalam susu kedelai yang 
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dapat digunakan secara biologis hanya sekitar 12-14 % dari total kandungan 

karbohidrat (Santoso, 2009). 

 

B. Fermentasi Asam Laktat 

 

Asam laktat dihasilkan dari hasil pemecahan laktosa dan sukrosa melalui 

proses metabolisme karbohidrat.  Bakteri asam laktat yang terdapat pada biji 

kefir berperan utama dalam mengubah laktosa menjadi asam laktat 

(Magalhaes et al., 2011). 

 

Laktosa dan sukrosa dihidrolisis menjadi monosakarida yang sebagian akan 

digunakan sebagai sumber energi bagi BAL dan sebagian lagi difermentasi 

menjadi asam laktat.  Laktosa dihidrolisis menjadi glukosa dan galaktosa 

dengan bantuan enzim laktase sedangkan sukrosa dihidrolisis menjadi 

glukosa dan fruktosa dengan bantuan enzim sukrase.  Setelah menjadi 

monosakarida selanjutnya diteruskan ke fase glikolisis yang produk akhirnya, 

akan menghasilkan asam laktat yang dibentuk secara anaerob (Nelson, 2008).  

 

C. Bakteri Asam Laktat ( BAL ) 

 

Bakteri asam laktat (BAL) pertama kali ditemukan oleh Pasteur, seorang 

profesor di Universitas Lille pada tahun 1878.  Pada era tersebut, disebutkan 

bahwa BAL dapat ditemukan pada susu yang sudah tengik dan saluran 

pencernaan manusia dan hewan.  Pada tahun 1989 seorang peneliti asal 

Perancis bernama Tissier, menemukan bakteri yang mendominasi bakteri 

pada usus bayi yang meminum ASI yang kemudian bakteri tersebut dikenal 

dengan Bifidobacterium.  Dengan ditemukannya BAL dan manfaatnya bagi 
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kesehatan manusia maka sejak tahun 1908 BAL mulai diperhatikan dan 

dikembangkan untuk kesehatan manusia.  Pada masa tersebut seorang ahli 

mikrobiologi Elli Metchnikoff dari Institute Pasteur Prancis menyarankan 

komsumsi BAL untuk kesehatan. 

 

Menurut Holzapfel et al. (1995) BAL terdiri atas genus: Bifidobacterium, 

Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, 

Leuconostoc, Melissococcus, Microbacterium, Oenococcus, Pediococcus, 

Propionibacterium, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus dan 

Weissella.  Karakter penting untuk membedakan genus BAL yaitu fermentasi 

glukosa di bawah kondisi standar dan terbebas oksigen.  Berdasarkan kondisi 

ini, BAL dapat dibagi menjadi dua group yaitu homofermentatif dan 

heterofermentatif.  Bakteri asam laktat homofermentatif mengubah hampir 

semua glukosa menjadi asam laktat, sedangkan BAL heterofermentatif 

memfermentasi glukosa menjadi asam laktat, etanol/asam asetat dan CO2. 

Leuconostoc, Oenococcus, Weissella dan sub group Lactobacilli termasuk 

dalam BAL heterofermentatif, sedangkan yang lain termasuk dalam BAL 

homofermentatif (Salminem dan Wright. 1998). 

 

Lactobacillus merupakan golongan bakteri gram positif, tidak berspora, 

berbentuk batang atau coccosbacilli.  Golongan bakteri ini dapat melakukan 

proses fermentasi, serta membutuhkan asupan nutrisi kompleks seperti 

karbohidrat, asam amino, peptida, asam lemak, garam, derivat asam nukleat, 

dan vitamin (Wood dan Holzapfel,1995). 
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Menurut Fuller (1992) BAL memiliki sifat probiotik, yaitu merupakan suatu 

kumpulan mikroba hidup yang menguntungkan kesehatan inangnya meliputi: 

memperbaiki komposisi mikrobiota usus, antimikroba, aktivitas antikolestrol, 

efekstimulasi sistem imun, meningkatkan penyerapan laktosa oleh tubuh, 

mencegah diare, dan aktivitas antimutageik sehingga dapat mencegah 

penyakit kanker usus.  Ada beberapa syarat yang harus diperhatikan apakah 

suatu BAL memiliki sifat probiotik, antara lain: ketahanan terhadap asam dan 

garam empedu, dan aktivitas antagonistik terhadap bakteri patogen (Gilliland 

et al., 1984). 

 

D. Khamir 

 

 

Khamir merupakan mikroorganisme yang termasuk dalam fungi uniseluler 

tidak membentuk miselium.  Bentuk sel khamir pada umumnya berbentuk 

oval atau bulat dan berkembang biak dengan tunas. 

 
Gambar 1. Sel Khamir (Dickinson dan Schweizer, 2004) 
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Gambar 2.  Struktur Sel Khamir (Dickinson dan Schweizer, 2004) 

 

Khamir merupakan mikrorganisme kemoor-ganotrop karena menggunakan 

senyawa organik sebagai sumber energi dan tidak memerlukan sinar untuk 

pertumbuhannya.  Khamir juga menyebar luas di alam serta sangat sering 

ditemukan pada produk pangan dengan kadar gula tinggi.  

Menurut Frazier dan Westhoff (2003) ada enam faktor yang mempengaruhi 

pertumbuha dan aktivitas khamir diantaranya: kelembaban, konsentrasi 

oksigen, suhu, nutrien, pH, dan ada tidaknya senyawa penghambat.   

 

Khamir mempunyai kisaran pH pertumbuhan 1.5-8.5, namun kebanyakan 

khamir lebih cocok tumbuh pada kondisi asam, yaitu pada pH 4-4.5.  Suhu 

lingkungan yang optimum untuk pertumbuhan khamir adalah 25-30 
o
C dan 

suhu maksimum 35-47 
 o
C.   Khamir tumbuh baik pada kondisi aerobik, tetapi 

khamir fermentatif dapat tumbuh secara anaerobik meskipun lambat. 

Khamir hanya sedikit resisten terhadap pemanasan, dimana kebanyakan 

khamir dapat terbunuh pada suhu 60 
o
C ( Barnett dan pankhurst, 2000). 
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Mikroba ini umumnya digunakan dalam industri pangan untuk membuat 

makanan dan minuman fermentasi diantaranya: acar , roti, dan bir.  Jenis 

khamir yang umum dalam minuman fermentasi yaitu: Rhodotorula sp., 

Candida famata, C. diffluens, C. curvata, Kluyveromyces marxianus, dan 

Cryptococcus flavus.  Khamir mempunyai potensi yang besar selain sebagai 

agen fermentasi, dapat memberi perubahan yang sangat signifikan baik dalam 

rasa, aroma maupun tekstur dari pangan tersebut (Mudjajanto dan Yulianti, 

2004). 

 

E. Ragi Tape 

 

Ragi merupakan starter/inokulum tradisional Indonesia untuk membuat 

berbagai macam makanan fermntasi seperti tape ketan/singkong. brem 

cair/padat.  Mikroba yang terkandung dalam ragi umumnya berupa kultur 

campuran (mixed culture) terdiri dari kapang, khamir dan bakteri. 

Secara fisiologi, ragi tape menghasilkan fermen atau enzim yang dapat 

mengubah substrat menjadi bahan lain dengan menggunakan energi..  

Mikroorganisme yang terdapat di dalam ragi tape diantaranya: kapang 

Amylomyces rouxii, Mucor sp., dan Rhizopus sp.; khamir Saccharomycopsis 

fibuligera, Saccharomycopsis malanga, Pichia burtonii, Saccharomyces 

cerevisiae, dan Candida utilis; serta bakteri Pediococcus sp. dan Bacillus sp. 

(Pagarra, 2010). 

 

F. Indeks Kesamaan 

Indeks kesamaan adalah nilai yang digunakan untuk membandingkan 

kesamaan spesies yang ditemukan antara dua komunitas.  Nilai indeks 
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kesamaan yang relatif rendah menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang 

relatif besar antara spesies penyusun dari dua komunitas yang dibandingkan.  

Taksonomi numerik merupakan suatu kajian kekerabatan spesies melalui nilai 

kesamaan setiap karakter sehingga terdapat tingkatan kategori berdasarkan 

indeks kesamaan.  Sistem taksonomi ini digunakan sebanyak-banyaknya sifat 

kemudian dicari indeks kesamaan dari mikroba yang akan dikelompokkan.  

Adapun dalam proses klasifikasi bakteri, kriteria yang digunakan antara lain 

adalah karakter morfologi yang meliputi: ukuran, bentuk, sifat pengecatan 

dan lain-lain. Karakter kultur dan karakter koloni, meliputi bentuk koloni, 

elevasi, dan warna. Karakteristik biokimia, meliputi fermentasi, hidrolisis, 

produksi indol, reduksi dan produksi enzim spesifik.  Kesamaan dari tiap 

pasangan STO dihitung menggunakan rumus koefisien asosiasi seperti 

berikut (Martasari et al., 2009). 

          Ns             

   Ns + Nd     
 

Keterangan: 

S = koefisien asosiasi sepasang STO yang dibandingkan. 

Ns = jumlah ciri-ciri yang sama (+) pada sepasang STO yang dibandingkan. 

Nd   = jumlah ciri-ciri yang sama (+ pada satu STO dan – pada STO yang lain) 

untuk sepasang STO yang dibandingkan. 

 

G. Keanekaragaman Shannon Wiener 

 

Indeks keanekaragaman (H') menggambarkan keadaan populasi organisme 

secara matematis untuk mempermudah dalam menganalisis informasi-

S= x 100 % 
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informasi jumlah individu masing-masing jenis dalam suatu komunitas  

(Ardi, 2002).  

 

Indeks keanekaragaman makhluk hidup dapat dihitung menggunakan formula 

indeks keanekaragaman Shannon Wiener (Ludwig dan Reynolds, 1988) 

yaitu: H' = -Σ {(pi) Ln (pi)} 

Keterangan: 

H' = indeks keranekaragaman Jenis 

Ni = jumlah individu suatu jenis 

N = jumlah seluruh individu 

Pi = ni/N sebagai proporsi jenis ke-i.  

 

Kriteria yang digunakan untuk menginterpretasikan keanekaragaman 

Shannon Wiener dalam Ardi (2002) yaitu: 

H' < 1, keanekaragaman tergolong rendah 

H'1-3, keanekaragaman tergolong sedang 

H' > 3 , keanekaragaman tergolong tinggi. 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

A. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.  

Penelitian ini telah dilaksanakan pada Bulan Januari 2018 sampai dengan 

Bulan Maret 2018.  

 

B. Alat dan Bahan 

 

 

Adapun alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu : laminar air flow 

cabinet, autoclave, neraca analitik, inkubator, low inkubator, oven, jarum ose, 

erlenmeyer, vortex mixer, colony counter, mikropipet, mikrotip, pipet tetes, 

object glass, cawan petri, gelas ukur, kapas, tabung reaksi, durham, 

alumunium foil, batang pengaduk, bunsen, water bath, beaker glass, pinset, 

cutter , mikroskop, spidol permanen, toples, sarung tangan, masker, plastik 

tahan panas, karet gelang, kapas, dan kain kasa. 

 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu: susu sapi murni, susu 

kedelai, ragi tape merek NKL, MRS agar (De Man Rogosa and Sharpe Agar), 

MRS broth, aquades, cat Gram, dan cat spora ( kristal violet, larutan. iodin, 

larutan safranin, malachite green), CaCO3, PDA (Potato Dextrose Agar), 
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potato dextrose cair, phenol red, glukosa, sukrosa, laktosa, galaktosa, pati, 

iodine, larutan hidrogen peroksida (H2O2), larutan NaCl 0,9 %, alkohol 70 %, 

dan spirtus. 

 

C. Metode Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilakukan dengan dua tahapan.  Tahapan pertama yaitu populasi 

BAL dan khamir pada kefir susu sapi dan kefir susu kedelai ditentukan 

berdasarkan indeks kesamaan yang dimiliki oleh koloni BAL dan khamir 

kefir susu sapi dan kefir susu kedelai.  BAL ditumbuhkan pada media MRSA 

dan khamir pada media PDA.  Indeks kesamaan ditentukan berdasarkan 

pendekatan klasifikasi numerik. 

Tahapan kedua yaitu penentuan indeks keanekaragaman melalui pendekatan 

Shanoon Wiener.  Koloni yang dinyatakan berbeda spesies dihitung dengan 

metode perhitungan cawan (Total Plate Count), dan dianalisis dengan 

formula keanekaragaman Shanoon Wiener. 

D. Prosedur Kerja 

 

 

1. Preparasi Kefir Susu Sapi dan Kefir Susu Kedelai  

 

 

Pembuatan kefir yaitu susu sapi 50 ml yang telah dipasteurisasi dengan 

suhu 60 
o
C selama kurang lebih 30 menit dengan water bath dalam 

erlenmeyer dan kemudian ditambahkan ragi tape sebanyak 1 % (Fardiaz 

dan Yasni,1998).  Pembuatan kefir susu kedelai menggunakan metode 

yang sama dengan mengganti bahan baku susu sapi dengan susu kedelai. 
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2. Isolasi BAL dari Kefir Susu Sapi dan Kefir Susu Kedelai 

 

 

Inokulasi dilakukan dengan cara  mengencerkan masing-masing 1 ml 

sampel kefir susu  sapi dan kefir susu kedelai ke dalam 9 ml garam 

fisiologis steril 0,85 %, kemudian suspensi diencerkan, untuk BAL 

pengenceran dilakukan hingga pengenceran 10
 -7

, pengenceran yang 

diinokulasikan yaitu pengenceran 10
-5

, 10
-6

, dan 10
-7

.  Sebanyak 1 ml 

suspensi dari pengenceran tersebut diinokulasikan ke media MRS Agar + 

CaCO3 1 % menggunakan metode pour plate dengan masing-masing 

cawan duplo, selanjutnya dinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 
o
C.  

Hasil positif teridentifikasi BAL adalah adanya zona bening di sekitar 

koloni bakteri tunggal.  Koloni  BAL yang tumbuh dikarakterisasi 

makroskopis, mikroskopis, dan sifat biokimianya untuk diuji indeks 

kesamaannya. 

 

3. Isolasi Khamir dari Kefir Susu Sapi dan Kefir Susu Kedelai 

 

 

Kefir susu sapi dan kefir susu kedelai masing-masing 1 ml diinokulasikan 

ke dalam 9 ml garam fisiologis steril 0,85 %.  Selanjutnya suspensi 

diencerkan hingga pengenceran 10
-5  

baik untuk kefir susu sapi dan kefir 

susu kedelai, yang diinokulasikan yaitu suspensi 10
-3

, 10
-4

, dan 10
-5

.  

Sebanyak 1 ml suspensi dari masing-masing pengenceran tersebut 

diinokulasikan pada media PDA + streptomycin 1 %  menggunakan 

metode pour plate, selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang 

(+ 27 
o
C).  Populasi khamir yang tumbuh selanjutnya dikarakterisasi 
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secara makroskopis, mikroskopis, dan sifat biokimianya untuk diuji 

indeks kesamaannya. 

 

4. Karakterisasi BAL pada Kefir Susu Sapi dan Kefir Susu Kedelai 

 

 

Identifikasi bakteri asam laktat dilakukan berdasarkan sifat fisiologis, 

morfologis maupun biokimia.  Karakter bakteri diamati berdasarkan 

pengamatan morfologi koloni yang meliputi warna, bentuk, elevasi, tepi 

serta morfologi sel melalui pewarnaan sederhana, pewarnaan Gram, 

pengecatan spora, dan pengecatan tahan asam, pengamatan meliputi: 

bentuk sel, sifat gram, letak spora, dan ketahan terhadap asam.   fisiologis 

meliputi uji motilitas, dan uji aktivitas enzimatis, dan karakter biokimia 

meliputi: uji katalase dan uji fermentasi karbohidrat (glukosa, laktosa, 

sukrosa, galaktosa). 

 

4.1 Morfologi Koloni BAL 

Inokulum pada media MRS yang diinkubasi selama 24 jam dapat 

diamati morfologi koloni yang tumbuh, meliputi: bentuk koloni, 

warna koloni, ukuran koloni, tepian koloni, dan elevasi.  Setiap koloni 

yang memiliki ciri morfologi yang berbeda dimurnikan pada media 

MRS miring dan diinkubasi selama 24 jam.  Setelah 24 jam koloni 

akan tumbuh dan dapat dilakukan uji selanjutnya. 

4.2 Morfologi Sel BAL  

Untuk mengetahui morfologi sel BAL pada kefir susu sapi dan kefir 

susu kedelai dilakukan pewarnaan sederhana, pewarnaan Gram, dan 

pewarnaan spora. 
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4.3 Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan dengan menambahkan 1-2 tetes hidrogen 

peroksida 3 % pada preparat yang telah diolesi oleh isolat BAL. 

Gelembung udara yang terbentuk menunjukkan BAL positif terhadap 

uji katalase. 

4.4 Uji Motilitas 

Pengujian ini dilakukan dengan cara menginokulasikan isolat BAL 

pada media MRS tegak semi padat yang diinkubasi selama 48 jam 

pada suhu 37 
o
C.  Bentuk koloni yang menyebar pada media tegak 

semi padat menunjukkan bakteri motil. 

4.5 Uji Aktivitas Enzim 

Pengujian ini dilakukan dengan menginokulasikan isolat BAL dengan 

metode titik pada media padat MRS yang telah diperkaya susu bubuk 

skim sebanyak 1 % untuk uji aktivitas protease, pati tidak larut 

sebanyak 1 % untuk uji aktivitas amilase, BAL diinkubasi secara 

anaerob selama 2-4 hari dan diamati zona bening yang terbentuk. 

4.6 Uji Fermentasi Karbohidrat 

Sebanyak 1 ose BAL diinokulasikan ke dalam media fermentasi 

karbohidrat atau media gula-gula steril yang terdiri dari MRS broth 

dan 1 % gula (glukosa, laktosa, sukrosa, dan galaktosa) dengan 

indikator phenol red, selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam pada 

suhu 37 
o
C.  Jika terjadi perubahan warna media dari merah menjadi 

kuning, terdapat endapan, dan terbentuk gas, menunjukan hasil positif 

bakteri memfermentasi karbohidrat. 



22 
 

 

 

5. Karakterisasi Khamir pada Kefir Susu Sapi dan Kefir Susu Kedelai 

 

Karakterisasi khamir kefir susu sapi dan kefir susu kedelai dilakukan 

dengan karakterisasi morfologi koloni, morfologi sel, karakter fisiologis, 

dan karakter biokimia. 

5.1 Morfologi Koloni khamir 

Inokulum pada media PDA yang diinkubasi selama 24 jam dapat 

diamati morfologi koloni yang tumbuh, meliputi: bentuk koloni, 

warna koloni, ukuran koloni, tepian koloni, dan elevasi.  Setiap koloni 

yang memiliki ciri morfologi yang berbeda dimurnikan pada media 

PDA miring dan diinkubasi selama 24 jam.  Setelah 24 jam koloni 

akan tumbuh dan dapat dilakukan uji selanjutnya. 

5.2 Morfologi Sel Khamir 

Morfologi sel khamir di tentukan dengan pewarnaan dengan methylen 

blue dan diamati di bawah mikroskop bentuk dan sel pertunasannya.  

Kapsul pada khamir diamati dengan pewarnaan sederhana yaitu 

dengan tinta cina dan cat safranin.  Sel khamir akan berwarna merah 

dan kapsul akan berwarna bening. 

 

6. Pertumbuhan Khamir pada Jenis Media 

 

6.1 Media Padat 

Koloni yang memiliki morfologi berbeda ditumbuhkan pada PDA + 

streptomycin 1 % dan diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam.  

Setelah 24 jam koloni akan tumbuh dan diamati pertumbuhan 

koloninya di permukaan media, di tengah media, atau di dasar media. 
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6.2 Media Cair 

Koloni murni di inokulasikan kedalam media potato dexstrose dan 

diinkubasi selama 24 jam.  Setelah inkubasi pertumbuhan koloni 

khamir diamati endapan, pertumbuhan pada media, dan pelikelnya. 

 

7. Uji Fermentasi Karbohidrat 

 

Sebanyak 1 ose koloni murni khamir diinokulasikan ke dalam media 

fermentasi karbohidrat atau media gula-gula steril yang terdiri dari potato 

dextrose, 1 % antibiotik streptomycin dan 1 % gula (glukosa, laktosa, 

sukrosa, dan galaktosa) dengan indikator phenol red. Selanjutnya 

diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu ruang.  Jika terjadi perubahan 

warna media dari merah menjadi kuning, terdapat endapan, dan terbentuk 

gas, menunjukan hasil positif khamir memfermentasi karbohidrat. 

 

8. Analisis Indeks Kesamaan Koloni BAL dan Khamir dengan 

Pendekatan Klasifikasi Numerik 

 

Unit karakter (STO)  yang didapat, selanjutnya dianalisis indeks 

kesamaannya menggunakan pendekatan klasifikasi numerik.  Indeks 

kesamaan dari tiap pasangan STO dihitung menggunakan rumus koefisien 

asosiasi seperti berikut (Martasari et al.,2009). 

           Ns             

          Ns + Nd  
 

Keterangan: 

S       = koefisien asosiasi sepasang STO yang dibandingkan. 

x 100 % S= 
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Ns     = jumlah ciri-ciri yang sama (+) pada sepasang STO yang           

dibandingkan. 

Nd    = jumlah ciri-ciri yang sama (+ pada satu STO dan – pada STO yang 

lain)   untuk sepasang STO yang dibandingkan. 

 

9. Analisis Indeks Keanekaragaman Shannon Wiener (H’) Populasi BAL 

dan Khamir 

 

 

Populasi BAL dan Khamir yang telah ditentukan berdasarkan indeks 

kesamaannya selanjutnya dianalisis indeks keanekaragamannya (H’).  

Koloni yang dinyatakan berbeda selanjutnya dihitung jumlah selnya 

dengan metode Plate Count, selanjutnya dianalisis dengan formula indeks 

keanekaragaman Shannon Wiener (Ludwig dan Reynolds, 1988). 

Berikut adalah formula keanekaragaman Shannon Wiener: 

H' = -Σ {(pi) ln (pi)} 

 

Keterangan :  

H' = indeks keranekaragaman jenis 

ni = nilai penting jenis ke i 

N  = jumlah nilai penting semua jenis 

Pi = ni/N sebagai proporsi jenis ke-i.  
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E. Diagram Alir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparasi Kefir Susu Sapi dan Kedelai 

Isolasi  BAL dari Kefir Susu 

Sapi dan Susu Kedelai ke 

dalam MRS Agar 

Karakterisasi Koloni BAL dan Khamir 

Morfologi Koloni Morfologi Sel 

Isolasi Khamir dari Kefir 

Susu Sapi dan Susu 

Kedelai ke dalam media 

PDA 

Perhitungan Jumlah Sel Setiap Koloni dengan Plate Count 

Analisis Indeks Keanekargaman BAL dan Khamir 

 

 

Sifat Biokimia 

Penentuan Populasi BAL dan Khamir Berdasarkan Indeks Kesamaan Koloni 
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V. KESIMPULAN 

 

 

 

A. Kesimpulan 

 

 

Berdasarkan penelitian, dapat disimpulkan bahwa indeks keanekaragaman 

Shanoon Wiener (H’) bakteri asam laktat (BAL) pada kefir susu kedelai 

lebih tinggi dibandingkan dengan indeks keanekaragaman BAL pada kefir 

susu sapi, H’ BAL pada kefir susu kedelai tergolong sedang (1,027 >1), 

sedangkan indeks keanekaragaman BAL pada susu sapi tergolong rendah 

(0,938<1).  Indeks keanekaragaman (H’) khamir pada kefir susu sapi dan 

kefir susu kedelai sama rendah (<1). 

 

 

B. Saran 

 

 

1. Kefir susu sapi dan kefir susu kedelai memenuhi syarat untuk 

dikomsumsi berdasarkan jumlah populasi BAL dan khamirnya. 

2. Perlu dilakukan pengembangan kefir susu sapi dan kefir susu kedelai 

dengan inokulum ragi tape melalui kombinasi substrat dan kombinasi 

substat dengan inokulum.
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