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III.   BAHAN DAN METODE 

 

 

 

 

A. Tempat dan Waktu Penelitian 

 

 

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian,  

Laboratorium Pengawasan Mutu Hasil Pertanian Jurusan Teknologi Hasil 

Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung, Labortorium Biomassa MIPA 

Universitas Lampung, Laboratorium Teknologi Hasil Pertanian Politeknik Negeri 

Lampung dan Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Pasca Panen Pertanian 

(BB-Pascapanen) Cimanggu Bogor dari bulan November 2012 sampai dengan 

bulan Mei 2013. 

 

B. Bahan dan Alat Penelitian 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan minuman probiotik sari 

buah ini adalah buah durian lay (Durio kutejensis) yang diperoleh dari Balikpapan 

Kalimantan Timur melalui pegiriman kilat dengan menggunakan pesawat terbang, 

starter Lactobacillus plantarum FNCC-0265 dan Lactobacillus acidhopillus 

FNCC-0051 dalam bentuk kultur murni liofilisasi yang diperoleh dari Pusat Antar 

Universitas Pangan dan Gizi, UGM Yogyakarta melalui pengiriman paket kilat 

dengan menggunakan jasa titipan kilat, sukrosa, dan susu skim. Bahan-bahan 

untuk analisa antara lain air destilat, media MRS (De Mann Ragosa Sharp) Broth 
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dan MRS Agar untuk pertumbuhan kultur, larutan NaOH 0,1 N, larutan NaCl, 

alkohol 70%, dan bahan-bahan lain untuk analisis kimia. 

Alat-alat yang digunakan antara lain timbangan analitik dua digit (Mettler 

PJ 3000), laminary flow (merk Esco), oven (Heraeus and Philips Harris Ltd), 

blender (Sharp), inkubator (Memmert) pada suhu 37°C, pH meter (Hanna 

Instruments 8424), autoclave (Wise Calve, Daihan Scientific), stirrer (VWR 

Hotplate/Stirrer), colony counter (Stuart Scientific), vortex (Thermolyne), 

mikropipet (Thermo Scientific), handrefraktometer, pipet tip, sendok, baskom 

plastic, pisau stainless steel, loyang alumunium, panci, kain saring (Hero), botol 

UC, spatula, alumunium foil, bunsen, kapas, tisu, erlenmeyer, tabung reaksi, 

cawan petri, gelas ukur, dan alat-alat gelas lainnya untuk analisis mikrobiologi. 

 

C. Metode Penelitian 

 

 

 Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

faktorial dalam rancangan acak kelompok lengkap (RAKL) dengan dua faktor dan 

tiga ulangan. Faktor pertama adalah jenis BAL (L) (b/v) yang terdiri dari  taraf, 

yaitu Lactobacillus. plantarum (L1),  Lactobacillus acidhopillus (L2), dan 

kombinasi Lactobacillus plantarum + Lactobacillus achidopillus (L3). Faktor 

kedua adalah lama penyimpanan dingin (T) pada suhu 4
o
C, yang terdiri dari 5 

taraf yaitu 0 minggu (T0), 1 minggu (T1), 2 minggu (T2), 3 minggu (T3), dan 4 

minggu (T4). Pengamatan dilakukan terhadap total BAL, pH, total asam laktat, 

total padatan terlarut, viabilitas, dan gula reduksi. Data tersebut kemudian 

dianalisis dengan sidik ragam untuk mendapatkan penduga ragam galat dan uji 

signifikan untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan antar perlakuan.  
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Kemenambahan data diuji dengan uji Tuckey, kemudian data dianalisis lebih 

lanjut dengan uji polinomial ortogonal pada taraf nyata 5% atau 1%, sedangkan 

data uji organoleptik diolah lebih lanjut dengan uji Duncan.  

D. Pelaksanaan Penelitian 

1. Penelitian Tahap Pertama 

1.1 Persiapan Starter 

Proses pembuatan starter dilakukan dengan memodifikasi metode 

Kusumawati (2002), yaitu kultur murni Lactobacillus plantarum dan 

Lactobacillus acidhopillus seluruhnya dipindahkan ke dalam tabung reaksi berisi 

media MRS Broth. Selanjutnya dari MRS Broth tersebut, 1 ml diinokulasikan ke 

dalam 5%  media susu skim yang disterilisasi pada suhu 121
0  

C selama 15 menit, 

kemudian diinkubasi selama 2 hari pada suhu  37
0 

C. Kultur ini disebut kultur 

induk. Selanjutnya dari kultur induk diinokulasi ke dalam media yang sama yaitu 

sebanyak 4% (v/v) dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37
0 

C sehingga 

didapat kultur antara. Selanjutnya dari kultur antara diinokulasikan 4% (v/v) ke 

dalam media yang terdiri dari 5% (b/v) susu skim dan 3% (b/v) glukosa yang telah 

disterilisasi terlebih dahulu, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
0 

C, 

maka kultur kerja siap digunakan. Skema persiapan kultur pada Gambar 5.  

 

1.2 Pembuatan sari buah durian lay 

 

Pembuatan sari buah durian lay dilakukan menurut metode Rizal dkk 

(2006). Buah durian lay dikupas lalu daging buah dipisahkan dari bijinya. 

Kemudian dihancurkan dengan menggunakan blender dan ditambahkan air 

dengan perbandingan 1:5 (b:v) (367 gram: 1834 ml). Selanjutnya dilakukan 

penyaringan dengan menggunakan kain saring sehingga diperoleh sari buah 
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durian lay. Sebelumnya, sari buah durian lay dipasteurisasi pada suhu 80
0 

C 

selama 15 menit. Sari buah durian lay selanjutnya didiamkan selama 1 jam dan 

bagian yang mengendap selanjutnya dipisahkan (dibuang), sedangkan bagian 

yang atas digunakan untuk pembuatan minuman probiotik. Diagaram alir 

pembuatan sari buah durian lay dapat dilihat pada Gambar 6.  

 

1.3 Fermentasi minuman probiotik sari buah durian lay 

 

 

Pembuatan minuman probiotik sari buah durian lay menggunakan kultur 

Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus acidhopillus dilakukan dengan metode 

yang dilakukan oleh Kurniati (2010). Sari buah durian lay ditambahkan dengan 

sukrosa 6 g (5%(b/v). Selanjutnya ditambahkan starter (Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus acidophilus dan kultur campuran keduanya) sebanyak 4% (v/v) atau 

secara berturut-turut adalah 9,2468 x 10
10

 log/ml, 9,3222 x 10
10

 log/ml dan 9,3541 

x 10
10

 log/ml (4%(v/v) dan diinkubasi pada suhu 37
0 

C sesuai dengan perlakuan 

lama penyimpanan dingin (0, 1, 2, 3 dan 4 minggu). Pada perlakukan minggu ke- 

0, analisis dilakukan setelah inkubasi selama 2 jam  Prosedur pembuatan 

minuman probiotik sari buah durian lay disajikan pada Gambar 7. 

2. Penelitian Tahap Kedua 

Pada penelitian tahap kedua ini yaitu menentukan karakteristik terbaik dari 

penelitian tahap pertama dengan prosedur pelaksanaan penelitian sesuai dengan 

tahap pertama. Setelah mendapatkan karakterisrtik terbaik, maka pengamatan 

dilakukan terhadap pH, total BAL, total asam laktat, total padatan terlarut,  asam-

asam organik, analisa proksimat (kadar lemak, kadar air, kadar protein, kadar 

abu). Data tersebut kemudian dianalisis secara deskriptif.  
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Gambar 5. Diagram alir proses pembuatan media untuk starter. 

Sumber : Rizal, dkk (2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Diagram alir proses pembuatan sari buah durian lay. 

Sumber : Rizal, dkk (2006), yang telah dimodifikasi. 

Buah durian lay  

 

Daging buah durian lay ± 367 gram 

Penghancuran dengan blender, 40 detik 

Kulit buah durian lay 

Air 5:1± 1.834 ml 

Penyaringan dengan kain saring, 100 mesh Ampas  

Sari buah durian lay 1.650 ml 

 

Kultur stok BAL (L. plantarum dan L.acidhopillus) 

Perbanyakan kultur dalam media MRS Broth steril (inkubasi 24 jam, 37
0 
C) 

Pembuatan kultur induk 

4% (v/v) kultur diinokulasikan ke dalam media yang 

mengandung 5% (b/v) susu skim steril (inkubasi 48 jam, 37
0 
C) 

Pembuatan kultur antara 
4% (v/v) kultur induk diinokulasikan ke dalam media yang 

mengandung 5% (b/v) susu skim steril (inkubasi 48 jam, 37
0 
C) 

Pembuatan kultur kerja 
4% (v/v) kultur antara diinokulasikan ke dalam media yang 

mengandung 5% (b/v) susu skim steril + 3% (b/v) sukrosa 

(inkubasi 48 jam, 37
0 
C) 
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Gambar 7.Diagram alir proses fermentasi minuman probiotik dari sari buah durian lay 

Sumber : Kurniati (2010) yang dimodifikasi  

 

  

Pasteurisasi 75
o 

C, 15  menit 
 

Sari buah hasil pasteurisasi didinginkan sampai 37
o 
C 

 

Inokulasi kultur BAL
*
: 

(1) Lactobacillus plantarum, (2) Lactobacillus acidhopillus dan (3) campuran  L. acidhopillus 

dan L. plantarum masing-masing sebanyak 4% (v/v) (±10
10

 log/ml) 

 

Sukrosa, 

5%  (b/v) 
 

Penyimpanan pada suhu 4º C : 0,1,2,3,4 minggu 

 

Pengamatan tahap 2: 

analisis pH,total BAL,total asam laktat, total padatan terlarut, 

asam-asam organik dan proximat 

Minuman probiotik sari 

buah durian lay 

 

Sari buah       

120 ml 

Pengamatan tahap 1: 

pH,total BAL,total asam laktat,viabilitas, total 

padatan terlarut, gula reduksi dan uji sensori. 

 

Perlakuan terbaik 

minuman probiotik 

sari buah durian lay 
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Koloni per gram   = 
nPengenceraFaktor 

1
  x  KoloniJumlah  

E. Parameter Pengamatan 

 

1. Total Bakteri Asam Laktat 

 

Untuk menentukan total bakteri asam laktat dilakukan dengan metode 

plate count (Fardiaz, 1987), yaitu dengan cara mengambil sebanyak 1 ml sampel 

dan dimasukkan ke dalam 9 ml larutan pengencer yang dijadikan 10
-1

, kemudian 

diambil 1 ml dari 10
-1 

dan dimasukkan ke dalam 9 ml larutan pengencer yang 

dijadikan pengenceran 10
-2

, dan seterusnya sampai 10
-9

. Dari pengenceran yang 

dikehendaki (tiga pengenceran terakhir) diambil 1 ml sampel dengan 

menggunakan pipet lalu dimasukkan ke dalam cawan petri steril, kemudian 

ditambahkan kira-kira 15 ml media MRS agar steril. Kemudian cawan diinkubasi 

pada suhu 30
o
C selama dua hari dan dihitung koloni yang tumbuh. Total koloni 

yang terhitung harus memenuhi Standar  Internasional Commition of Food 

(ICMF), yaitu antara 30 sampai 300 koloni per cawan petri. 

 

 

 

 

 

2. Total Asam Laktat 

Pengujian konsentrasi asam laktat ditentukan dengan metode Downes and 

Ito (2001).  Sampel sebanyak 1 ml dengan pipet dimasukkan ke dalam erlenmeyer 

selanjutnya dititrasi dengan larutan NaOH 0,1 N. Untuk menentukan titik akhir 

titrasi digunakan indikator fenolftalin. Akhir titrasi tercapai setelah terbentuk 

warna merah muda yang konstan. Total asam laktat dihitung sebagai % asam 

laktat dengan rumus : 

 
% asam laktat = ml NaOH x N NaOH x (beral ml eq asam) x 100% 

              ml sampel 
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N    = Normalitas larutan NaOH 0,1 N 

Ml eq = 0,0901 

BM asam laktat (CH3CHOHCOOH) = 90 

ml sampel = 1 ml 

 

 

3. Nilai pH 

Menurut Fardiaz et al., (1996), nilai pH ditentukan dengan menggunakan 

pH meter. Sebelum dilakukan pengukuran, pH harus distandarisasi dahulu dengan 

menggunakanlarutan buffer 7,0. Selanjutnya dilakukan pengukuran terhadap 

larutan sampel dengan mencelupkan elektroda ke dalam larutan sampel dan 

dibiarkan saat sampai diperoleh pembacaan yang stabil. 

 

4. Viabilitas 

Minuman probiotik sari buah durian lay yang telah ditambahkan kultur 

sesuai perlakuan, dilakukan penyimpanan sesuai dengan perlakuan. Sebanyak 1 

ml sampel dimasukan ke dalam tabung reaksi yang berisi larutan pengencer air 

pepton steril 0,1% sebanyak 9 ml, dihomogenkan. Untuk mendapatkan 

pengenceran 10
-4

. Sebanyak 1 ml pengenceran 10
-1 

ditambahkan pepton steril 

0,1% sebanyak 9 ml dan dikocok hingga homogen, kemudian dilakukan 

pengenceran 10
-4

. Sebanyak 1 ml dari masing-masing pengenceran dituang ke 

cawan petri dan ditambahkan MRS agar steril yang sudah didinginkan pada suhu 

45-50
0
C, kemudian digoyang secara mendatar. Setelah membeku, cawan 

dimasukan dalam posisi terbalik ke dalam jar yang dimasukkan lilin, kemudian 

ditutup untuk memberikan kondisi anaerob. Cawan diinkubasi selama 72 jam 

pada suhu 37
0
C. Cawan petri yang telah diinkubasi tersebut dihitung total koloni 

dengan colony counter dari setiap pengenceran yang dilakukan. Perhitungan 
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persen viabilitas (Shin et al., 2000), setiap kultur dihitung menggunakan 

perhitungan sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

 

5. Total padatan terlarut 

 Pengukuran total padatan terlarut cairan minuman probiotik sari buah 

durian lay dilakukan dengan menggunakan Atago hand-held refractometer. 

Sebelum dilakukan pengukuran, refraktometer dikalibrasi dengan cara 

meneteskan aquades pada kaca contoh refraktometer hingga tersebar merata dan 

tidak ada gelembung udara, lalu dilakukan pembacaan dan dipastikan skala yang 

terbaca pada angka 0. Pengukuran total padatan terlarut sama halnya dengan 

pengkalibrasian. Cairan minuman probiotik sari buah durian lay yang akan 

dianalisis diteteskan pada kaca contoh refraktometer hingga tersebar merata dan 

tidak ada gelembung udara, lalu dilakukan pembacaan skala total padatan terlarut. 

Pengukuran dilakukan dua kali pada setiap cairan dan hasilnya dirata-ratakan 

(AOAC, 1990).  

  

6.  Gula reduksi 

Diambil 5 mL filtrat minuman pobiotik sari buah durian lay (sampel) yang 

sudah disaring ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan 25 mL larutan Luff 

Schoorl. Dibuat pula larutan blanko, yaitu 25 mL larutan Luff Schoorl ditambah 

dengan 25 mL aquades. Ditambahkan beberapa butir batu didih, kemudian 

erlenmeyer dihubungkan dengan pendingin balik dan dididihkan. Diusahakan 2 

menit sudah mendidih. Didinginkan cepat-cepat dan ditambahkan 15 mL KI 20% 

% Viabilitas  =  CFU selama penyimpanan (hari)  x 100% 

   CFU awal 
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serta dengan hati-hati ditambahkan 25 mL H2SO4 26,5% melalui dinding 

erlenmeyer. Yodium yang dibebaskan dititrasi dengan larutan Na2S2O3 memakai 

indikator amilum sebanyak 2-3 tetes. (Amilum ditambahkan ketika titrasi hampir 

berakhir agar perubahan warna terlihat jelas). Dengan melihat selisih (Tabel 75, 

lampiran) titrasi sampel dengan titrasi blanko dan mencocokkan dengan tabel 

angka delta, maka dapat dihitung kadar sukrosa dalam sampel (Sudarmadji, dkk., 

1997). 

7. Analisa Pengukuran Asam-Asam Organik 

Jenis dan jumlah asam organik ditentukan menggunakan high performance 

liquid chromatography (HPLC) Hitachi 4200 UV/VIS dengan menggunakan 

kolom C-18 (octadecyl silica 224; 220 x 4,6 mm). Sebanyak 20 µl filtrat (filtrat 

diperoleh dari hasil penyaringan 10 ml sampel yang disaring dengan 

menggunakan penyaring vacum), dimasukan ke dalam kolom kromatografi dm 

dielusi menggunakan 0,013 N H2SO4 (Merck) dengan kecepatan alir (flow rate) 

0,4 ml per menit, selama 20 menit pada suhu 20
0
C (Bolan et al.,1994 dan 1997). 

Jenis asam organik ditentukan dengan membandingkan waktu retensinya dengan 

waktu retensi standar, meliputi asam sitrat (BDH Ltd.), malat, format, oksalat, dan 

suksinat (Wakopure) (AOAC, 1990). 

 

8. Penentuan Kadar Air (Sudarmadji, dkk., 1997) 

Sampel yang telah berupa serbuk bahan yang telah dihaluskan ditimbang 

sebanyak 1-2 g dalam botol timbang yang telah diketahui beratnya. Kemudian 

sampel dikeringkan dalam oven pada suhu 100-105˚C selama 3-5 jam tergantung 

bahannya dan didinginkan dalam eksikator dan ditimbang. Sampel tersebut 

dipanaskan lagi dalam oven 30 menit, didinginkan dalam desikator dan 
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ditimbang; perlakuan ini diulangi sampai tercapai berat konstan (selisih 

penimbangan berturut-turut kurang dari 0,2 mg). Pengurangan berat merupakan 

banyaknya air dalam bahan. 

 

 

 

 

 

9. Penentuan Kadar Abu Metode Pengeringan (Sudarmadji, dkk, 1997) 

 

Sampel ditimbang sebanyak 2 g dalam krus porselin yang kering dan telah 

diketahui beratnya. Kemudian dipijarkan dengan muffle sampai diperoleh abu 

berwarna keputih-putihan (5 jam dengan suhu 600˚ C). Krus dan abu dimasukkan 

ke dalam desikator dan timbang berat abu setelah dingin. Perhitungan  

 

 

 

 

 

10. Kadar Lemak Metode Soxhlet (Sudarmadji dkk, 1997) 

Sampel ditimbang dengan teliti lalu dimasukkan dalam thimble yang dibuat 

dari kertas saring. Diatas sampel dalam thimble ditutup dengan kapas bebas 

lemak. Labu godok dipasang berikut kondensornya. Pelarut dimasukkan ke dalam 

tabung ekstraksi sebanyak 1,5-2 kali isi tabung ekstraksi. Dilakukan pemanasan 

dengan menggunakan penangas air. Lipida akan terekstrak dan terkumpul ke 

dalam labu godok. Pada akhir ekstraksi yaitu kira-kira 4-6 jam, labu godok 

diambil dan extrak dituang kedalam botol timbang atau cawan porselin yang telah 

diketahui beratnya, kemudian pelarut diuapkan di atas penangas air sampai pekat. 

Selanjutnya dikeringkan dalam oven sampai diperoleh berat konstan pada suhu 

% Kadar Air =Berat awal (Berat botol timbang + Berat sample) –Berat akhir x 100%  

Berat sample 

 

 

Kadar Air = Berat akhir – Berat krus porselin kosong  x 100 % 

                                                  Berat sampel 
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100
0
 C. Berat residu dalam botol timbang dinyatakan sebagai berat lemak atau 

minyak. 

 

 

 

 

 

 

11. Kadar Protein Metode Kjeldahl (Sudarmaji dkk, 1997). 

 

Sampel  ditimbang sebanyak 1 g kemudian ditambahkan 7,5g K2S2O4 dan 

0,35g. Sampel dipanaskan dalam lemari asam sampai jernih kemudian 

ditambahkan 100 ml aquades dalam labu kjeldahl yang diinginkan dalam air es 

dan beberapa lempeng Zn, juga ditambahkan 15 ml larutan K2S 4% (dalam air) 

dan akhirnya ditambahkan perlahan-lahan larutan NaOH 50% sebanyak 50 ml 

yang sudah didinginkan dalam almari es. Labu kjeldahl dipasang dengan segera 

pada alat destilat. Labu kjeldahl dipanaskan perlahan-lahan sampai dua lapisan 

cairan tercampur, kemudian dipanaskan dengan cepat sampai mendidih. Distilat 

ini ditampung dalam Erlenmeyer yang telah di isi dengan 50 ml larutan standart 

HCL (0,1N) dan 5 tetes indicator metal merah. Distilasi dilakukan sampai distilat 

yang tertampung sebanyak 75 ml. Distilat dititrasi yang diperoleh dengan standart 

NaOH (0,1N) sampai warna kuning. Larutan blanko juga dibuat dengan 

mengganti bahan dengan aquades, dilakukan distruksi, distilasi, dan titrasi seperti 

pada contoh. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kadar Lemak (%) = Berat Akhir – Berat Botol (g) x 100% 

Berat Sampel (g) 

 

% N          = (ml HCl sample – ml HCl blanko) x 100% x 14,008 

gram contoh x 1000 

% Protein  = % N x Faktor Konversi 

 FK           = 6,25 
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12. Uji organoleptik 

 

Uji organoleptik dilakukan berdasarkan metode Soekarto (1985). Uji hedonik 

untuk warna, rasa, aroma, dan penerimaan keseluruhan. Sampel diberi kode 3 

angka dan disajikan secara acak kepada 15 panelis. Pengujian dilakukan oleh 

mahasiswa sebagai panelis. Sebelum dilakukan uji organoleptik, minuman 

probiotiksari buah durian lay terlebih dahulu ditambahkan larutan sukrosa 65% 

dengan perbandingan 1:1. Hal ini dilakukan untuk mengurangi rasa asam yang 

ditimbulkan oleh minuman probiotik sari buah durian lay tersebut. Kuesioner 

penilaian organoleptik yang digunakan dapat dilihat pada Tabel 7. 

Tabel 7. Kriteria uji organoleptik metode hedonic 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kode panelis :……………    Tanggal :…………… 

 

Dihadapan Saudara disajikan sampel minuman probiotik sari buah durian lay yang diberi kode 

acak. Anda diminta untuk menilai kesukaan terhadap warna, rasa, aroma, serta penerimaan 

keseluruhan, dengan skor 1 sampai 7 dan menyertakan alasannya pada kolom keterangan.  

 

Jangan lupa untuk berkumur-kumur setelah Saudara mencicipi satu sampel sebelum beralih ke 

sampel berikutnya.  

 

Parameter 253 776 954 308 

Warna     

Rasa     

Aroma     

Penerimaan 

keseluruhan 

    

Keterangan      

  

Keterangan : 1 = sangat tidak suka, 2 = tidak suka, 3 = agak tidak suka, 4 =    netral, 5 = agak 

suka, 6 = suka, 7 = sangat suka.   

 


