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BAB IV 

METODOLOGI PENELITIAN 

4.1. Bahan 

4.1.1. Bahan untuk Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

kolostrum sapi yang dihasilkan dari induk sapi setelah 4-5 hari 

melahirkan anak sapi,  susu UHT full cream “Ultramilk”, kultur stok 

Streptococcus thermophilus (ST) FNCC 0040 dan Lactobacillus 

bulgaricus (LB) FNCC 0041, susu skim bubuk “Sunlac”, gula pasir putih 

“Gulaku”, media de Man Rogosa Sharpe Broth (MRS Broth) (Pronadisa 

Cat. 1215.00), agar “Bacto Agar”, Pepton from Meat (MERCK 

1.07224,1000), dan akuades. 

Bahan-bahan tersebut diperoleh dari berbagai sumber antara lain 

kolostrum sapi (dihasilkan dari induk sapi setelah 4-5 hari melahirkan 

anak sapi) diperoleh dari peternakan sapi perah “RUKMINI” yang 

beralamat di jalan bendul merisi gang besar selatan 39 Surabaya,  Susu 

UHT dan gula pasir diperoleh dari supermarket “Carrefour”, susu skim 

diperoleh dari supermarket “Hokky” Surabaya,  akuades dari “Biochem 

Surabaya”, kultur ST dan LB serta semua media diperoleh dari 

Laboratorium Mikrobiologi Industri Pangan Fakultas Teknologi Pertanian 

Universitas Katolik Widya Mandala Surabaya. Spesifikasi untuk bahan 

penelitian dapat dilihat pada Lampiran 1. 

4.1.2. Bahan untuk Analisa 

Bahan-bahan analisa yang digunakan dalam penelitian ini adalah,  

MRS Broth (merk “Pronadisa Cat. 1215.00”), Agar “Bacto Agar”(merk 

“MERCK 214010”), Pepton from meat (merk “Merck 1.07224”). 

Spesifikasi MRS Broth, Agar “Bacto Agar”, dan Pepton from meat 
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terdapat pada Lampiran 2. Bahan pembantu yang digunakan untuk analisa 

adalah akuades, alkohol 70%, alkohol 96%, dan spiritus.  

4.2. Alat 

4.2.1. Alat untuk Penelitian 

Alat yang digunakan untuk penelitian adalah inkubator “WTC 

Binder”, waterbath “LabTech”, autoklaf, oven “WTC Binder”, timbangan 

digital “Mettler Toledo”, refrigerator “Sharp”, cup plastik “Lionstar” 

145mL, gelas ukur 100 mL, pipet ukur 1 mL; 10 mL, erlenmeyer 250 mL, 

thermometer 100ºC, beaker glass 600 ml,  bunsen, kaki tiga, kassa asbes, 

panci, penangas air, kawat ose berkolong, sumbat kapas, kertas coklat, 

plastik pp, dan korek api. 

4.2.2. Alat untuk Analisa 

Alat-alat yang digunakan untuk analisa adalah pH meter “Trans 

Instrument TI-2100”, erlemeyer 250 ml “Schoot Duran”, pipet ukur 1 ml; 

5 ml, gelas ukur 100 mL “Pyrex”, tabung reaksi “Schoot Duran”, rak 

tabung reaksi, cawan petri, batang pengaduk, spiritus,  dan bunsen. 

4.3. Waktu dan Tempat Penelitian 

4.3.1. Waktu Penelitian 

Penelitian pendahuluan dilaksanakan pada bulan Juli 2013 sampai 

bulan September 2013. Penelitian utama dilaksanakan pada bulan 

Desember 2013 sampai Januari 2014. 

4.3.2. Tempa Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Industri 

Pangan, Laboratorium Kimia-Biokimia Pangan dan Gizi, Fakultas 

Teknologi Pertanian Universitas Katolik Widya Mandala Surabaya. 

4.4. Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak 

Kelompok (RAK) dengan Faktor Tunggal yaitu perbedaan konsentrasi 
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susu skim pada pembuatan yogurt kolostrum sapi sehingga diperoleh 6 

perlakuan. Masing-masing perlakuan akan dilakukan pengulangan 

sebanyak 4 kali sehingga akan diperoleh total 24 unit eksperimen. 

Rancangan penelitian dapat dilihat pada Tabel 4.1. Faktor perlakuan 

dalam penelitian ini adalah : 

S0 : Susu skim 0% (b/v). 

S1 : Susu skim 1% (b/v). 

S2 : Susu skim 2% (b/v). 

S3 : Susu skim 3% (b/v). 

S4 : Susu skim 4% (b/v). 

S5 : Susu skim 5% (b/v). 

Tabel 4.1. Rancangan Penelitian  

Penambahan susu skim (S) 

 S0  S1  S2 S3 S4 S5 

S0 (1) 

S0 (2) 
S0 (3) 

S0 (4) 

S1 (1) 

S1 (2) 
S1 (3) 

S1 (4) 

S3 (1) 

S3 (2) 
S3 (3) 

S3 (4) 

S3 (1) 

S3 (2) 
S3 (3) 

S3 (4) 

S4 (1) 

S4 (2) 
S4 (3) 

S4 (4) 

S5 (1) 

S5 (2) 
S5 (3) 

S5 (4) 

Parameter yang akan diuji adalah total bakteri asam laktat, pH dan 

total asam laktat yogurt kolostrum. Data yang diperoleh dari masing-

masing pengujian akan dianalisa dengan statistik menggunakan uji 

ANOVA (Analysis of Varians) pada α=5% untuk mengetahui apakah 

perlakuan memberikan pengaruh nyata pada setiap parameter pengujian. 

Apabila hasil uji ANOVA menunjukkan perbedaan nyata, maka 

dilanjutkan dengan uji pembedaan untuk menentukan taraf perlakuan 

mana yang memberikan perbedaan nyata. Uji pembedaan dilakukan 

dengan Uji beda jarak nyata Duncan (Duncan’s Multiple Range Test/ 

DMRT) pada α = 5% 
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4.5. Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian dilakukan melalui dua tahap yaitu penelitian 

pendahuluan dan penelitian lanjutan. Penelitian pendahuluan bertujuan 

untuk menentukan kisaran susu skim yang digunakan terhadap kolostrum 

sapi pada pembuatan yogurt kolostrum. Penelitian lanjutan menerapkan 

hasil penelitian sesuai dengan faktor yang ditentukan dan menganalisa 

perlakuan yang dilaksanakan dalam percobaan. 

4.5.1. Pembuatan Yogurt Kolostrum 

Proses pembuatan yogurt kolostrum berdasarkan formulasi unit 

terdapat pada Tabel 4.2 dengan diagram alir penelitian pembutan yogurt 

dapat dilihat pada Gambar 4.1. 

Tabel 4.2. Formulasi Pembuatan Yogurt Kolostrum Sapi 

Bahan-bahan S0 S1 S2 S3 S4 S5 

Kolostrum sapi (mL) 400 400 400 400 400 400 
Susu skim  (b/v)  (g) 0 4 8 12 16 20 

Gula 5%  (b/v)* (g) 20 20 20 20 20 20 

Starter ST 6,25% (v/v)* 

(mL) 
25 25 25 25 25 25 

Starter LB 6,25% (v/v)* 

(mL) 
25 25 25 25 25 25 

Total unit percobaan 470 474 478 482 486 490 

Keterangan: 

* = dihitung dari kolostrum sebelum dipanaskan (400mL). 

Contoh perhitungan (untuk S1) : 

a. Kolostrum sapi   400 mL. 

b. Susu skim 0% (
b
/v)  0/100 x 400 mL = 0 g. 

c. Gula pasir 5% (
b
/v)  5/100 x 400 mL = 25 g. 

d. Starter LB6,2 5% (
v
/v)  6,25/100 x 400 mL = 25 mL. 

e.   Starter ST 6,25% (
v
/v)  6,25/100 x 400 mL = 25 mL 
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Gambar 4.1. Diagram Alir Pembuatan Yogurt Kolostrum Sapi 

Sumber: Tamime dan Robinson, 2007 dengan modifikasi 

 

Penjelasan dari tahapan pembuatan yogurt kolostrum adalah : 

a. Pasteurisasi 

Pasteurisasi dilakukan pada suhu 77ºC selama 15 menit. 

Pasteurisasi dilakukan untuk membunuh semua bakteri patogen pada susu 

sapi segar  yang akan digunakan sehingga tidak mempengaruhi 

pertumbuhan BAL. 

Pasteurisasi bertujuan untuk mengurangi kandungan air dan 

oksigen pada susu selain itu pemanasan juga menyebabkan denaturasi 

protein whey sehingga dapat diperoleh konsistensi yang baik dan seragam 

pada produk akhir (Buckle dkk., 2009). 

Starter: 

ST 6,25% (v/v) 

LB 6,25% (v/v) 

Kolostrum Sapi 

Pencampuran  

Pemanasan 77oC, 15 menit 

Pendinginan (42oC) 

Inokulasi (42oC) 

Yogurt kolostrum 

Inkubasi 42oC; 4,5 jam 

Pengemasan  

Susu Skim 0%, 

1%, 2%, 3%, 4%, 

5% (b/v), Gula 

pasir 5% (b/v) 

Pengujian: 
1. Total BAL 

2. pH  

3. Total Asam Laktat 

Pengujian:  

1. pH 

2. Alkohol  

3. Metilen Blue 
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b.   Pendinginan 

Pendinginan dilakukan hingga mencapai 40-45
o
C untuk 

mengondisikan suhu pertumbuhan yang optimum bagi BAL (Hui, 1992). 

c. Inokulasi 

Inokulasi adalah pemberian starter LB dan ST pada susu yang 

telah bersuhu 42°C. Penambahan masing-masing untuk LB dan ST adalah 

6,25% (
v
/v) (perbandingan = 1 : 1). 

d.  Pengemasan 

Pengemasan yogurt dilakukan pada kemasan cup polipropilene 

kapasitas 145 mL yang sebelumnya telah disemprot dengan alkohol dan 

disterilkan dengan sinar UV selama satu jam. Pelabelan dilakukan untuk 

membedakan antara satu perlakuan dengan yang lain.  

e.   Inkubasi 

Inkubasi dilakukan selama kurang lebih 4,5 jam untuk memberi 

kesempatan bagi LB dan ST dalam memfermentasi laktosa dan 

menghasilkan asam laktat. Inkubasi dilakukan didalam inkubator pada 

suhu 42°C yang merupakan suhu pertumbuhan optimum BAL. 

4.5.2. Pembuatan Starter Yogurt 

4.5.2.1. Peremajaan Kultur Stok 

Kultur stok yang digunakan dalam pembuatan yogurt adalah kultur 

stok LB dan ST. Tahapan peremajaan kultur stok dapat dilihat pada 

Gambar 4.2. 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Diagram Alir Peremajaan Kultur Stok BAL 

Sumber: Fardiaz, 1989 

5 mL Media MRS Agar (semisolid) 

Inokulasi  

Inkubasi 42C, 24 jam 

Kultur stok ST atau LB 

3 ose ST atau LB 
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Penjelasan proses: 

1. Inokulasi 

Tahapan ini bertujuan untuk menginokulasikan starter ST dan LB 

ke dalam masing-masing media de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar 

dengan menggunakan ose berkolong sebanyak 3 ose. Proses inokulasi 

dilakukan secara aseptis yaitu dengan dilakukan di dekat nyala api. 

2. Inkubasi 

Tahap inkubasi bertujuan untuk memberi kesempatan bagi ST dan 

LB untuk tumbuh dengan memanfaatkan nutrisi yang ada pada media 

MRS agar. Proses ini dilakukan pada suhu 42°C karena suhu ini 

merupakan suhu optimal bagi pertumbuhan BAL (Hui, 1992). 

4.5.2.2. Pembuatan Kultur Starter 

Tahapan pembuatan kultur starter dapat dilihat pada Gambar 4.4. 

Penghitungan jumlah bakteri pada kultur starter terdapat pada     

Lampiran C.  

 

 

   

 

 

 

 

 Gambar 4.3. Diagram Alir Pembuatan Kultur Starter BAL 

Sumber: Fardiaz, 1989 

Penjelasan proses: 

1. Inokulasi Starter 

Tahapan ini bertujuan untuk menginokulasikan starter ST dan LB 

ke dalam masing-masing media de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth 

kultur starter ST atau LB 

5 mL Media MRS Broth 

Inokulasi  

Inkubasi 42C, 24 jam 

3 ose ST atau LB 

Uji total BAL (ST/LB) 
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dengan menggunakan ose berkolong sebanyak 3 ose. Proses inokulasi 

dilakukan secara aseptis yaitu dengan dilakukan di dekat nyala api. 

2. Inkubasi 

Tujuan dari tahapan ini adalah untuk memberi kesempatan bagi ST 

dan LB untuk tumbuh dengan memanfaatkan nutrisi yang ada pada media 

MRS broth. Proses ini dilakukan pada suhu 42°C karena suhu ini 

merupakan suhu optimal bagi pertumbuhan BAL (Hui, 1992). 

4.5.2.3. Pembuatan Starter LB dan ST pada Susu UHT 

Tahapan pembuatan kultur starter dapat dilihat pada Gambar 4.4. 

Penghitungan jumlah bakteri pada kultur starter terdapat pada     

Lampiran C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4. Diagram Alir Pembuatan Kultur Starter BAL pada susu 

UHT Sumber: Fardiaz, 1989 

Penjelasan proses: 

1. Inokulasi Starter 

Tahapan ini bertujuan untuk menginokulasikan kultur murni LB ke 

dalam susu UHT sebanyak 5% dari volume larutan susu UHT yang 

digunakan. Proses inokulasi dilakukan secara aseptis yaitu dengan 

dilakukan di dekat nyala api.  

 

 

5% (v/v)  
kultur starter 

LB atau ST 

100 mL susu UHT 

Inokulasi  

Inkubasi 42C, 16 jam 

Starter LB/ST dengan media susu UHT 
Pengujian total 

BAL (ST/LB) 
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2. Inkubasi 

Tahapan ini bertujuan untuk memberi kesempatan bagi LB untuk 

memfermentasi laktosa dan menghasilkan asam laktat dan metabolit lain. 

Proses ini dilakukan pada suhu 42°C karena suhu ini merupakan suhu 

optimal bagi pertumbuhan BAL (Hui, 1992). 

4.6. Metode Penelitian 

4.6.1. Pengujian Total Bakteri Asam Laktat pada Yogurt dengan 

ALT/Angka Lempeng Total (Fardiaz, 1992) 

Tahapan pengujian ALT adalah sebagai berikut: 

1. Pencairan media MRS Agar (agar 1,2%) dengan cara pemanasan 

pada penangas air, kemudian dilakukan pendinginan pada suhu 50ºC 

selama 5 menit. 

2. Pembuatan pepton from meat 0,1% dan dipepet masing-masing 

4,5mL ke dalam satu seri tabung reaksi. 

3. Yogurt diambil sebanyak 0,5 mL dengan menggunakan pipet steril, 

kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi air pepton 

0,1% sebanyak 4,5 mL dan dihomogenkan (pengenceran 10-1). 

4. Pemipetan 0,5 mL dari pengenceran 10
-1

 dan masukkan ke dalam 

tabung reaksi yang berisi 4,5 mL air pepton 0,1% (pengenceran 10
-2

). 

Ulangi langkah ini sampai pengenceran 10-10. Pada pengenceran   

10
-7

-10
-10

 di ambil 1 mL kemudian masukkan cawan petri steril. 

5. Menuangkan media MRS agar yang sudah didinginkan ke dalam 

masing masing cawan petri ± 10mL kemudian dirotasi angka delapan 

dan didiamkan hingga media memadat. 

6. Menginkubasi dalam inkubator dengan suhu 37
o
 C selama 48 jam 

7. Melakukan penghitungan Total BAL. 
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8. Beberapa koloni yang bergabung menjadi satu merupakan suatu 

kumpulan koloni yang besar dimana jumlah koloninya diragukan, 

dapat dihitung sebagai satu koloni. 

9. Suatu deretan (rantai) koloni yang terlihat sebagai suatu garis tebal 

dihitung sebagai satu koloni 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5.  Diagram Alir Pengujian Viabilitas Bakteri Yogurt dengan 

Angka Lempeng Total (ALT) 

Ciri-ciri koloni yang dihitung sebagai BAL adalah sebagai berikut: 

1. Bentuk koloni: bulat 

2. Kenaikan permukaan: rata 

3. Tepi koloni: utuh 

4. Tekstur: halus, basah, opaque 

5. Warna: putih 

Sampel 

yogurt 

 

MRS Agar 50ºC 

10
-1

     10
-2  

   10
-3

    10
-4

    10
-5

    10
-6

    10
-7 

   10
-8

    10
-9     

10
-10

 

1 mL 

0,5 mL 

Inkubasi 37
o
C, 48 jam 

Perhitungan ALT 

10
-8 10

-9 

P
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n
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m
 

m
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10
-10 

Duplo 

10
-7 
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6. Ukuran: 0,1-0,3 mm 

Menurut Hadiwiyoto (1994), beberapa syarat untuk perhitungan 

hasil ALT adalah : 

1. Cawan petri yang dipilih dan dihitung adalah yang terdapat jumlah 

koloni 30 - 300. Melakukan perbandingan dengan memperhitungkan 

tingkat pengenceran yaitu jumlah koloni pada pengenceran lebih 

tinggi dibagi dengan besar tingkat pengenceran lalu dibandingkan 

dengan jumlah koloni pada pengenceran lebih rendah dibagi dengan 

besar tingkat pengenceran 

2. Apabila hasil perbandingan lebih kecil atau sama dengan 2, maka 

hitung rata-rata dari kedua jumlah koloni tersebut juga dengan 

memperhitungkan tingkat pengenceran. 

3. Apabila hasil perbandingan lebih besar dari 2, maka yang dilaporkan 

hanya jumlah koloni pada tingkat pengenceran yang lebih rendah 

dengan memperhitungkan tingkat pengenceran. 

4. Apabila pada semua pengenceran menghasilkan kurang dari 30 

koloni pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran 

terendah yang dihitung. Hasilnya dilaporkan dengan cara jumlah 

koloni pada pengenceran terendah dibagi dengan besarnya tingkat 

pengenceran. 

5. Apabila pada semua pengenceran menghasilkan lebih dari 300 koloni 

pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran yang 

tertinggi yang dihitung. Hasilnya dilaporkan dengan cara jumlah 

koloni pada pengenceran tertinggi dibagi dengan besarnya tingkat 

pengenceran. 

6. Jika digunakan dua cawan petri (duplo) pada setiap pengenceran, 

maka data yang diambil harus dari kedua cawan. 
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Rumus perhitungan (Fardiaz, 1989): 

1. Hasil yang dilaporkan hanya terdiri dari 2 angka, yaitu angka pertama 

di depan koma angka kedua di belakang koma. Jika angka ketiga 

sama dengan atau lebih besar dari 5, harus dibulatkan satu angka 

lebih tinggi pada angka kedua. 

2. Jika semua pengenceran yang dibuat menghasilkan kurang dari 30 

koloni pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran 

terendah yang dihitung. Hasilnya dilaporkan sebagai kurang dari 30 

dikalikan dengan besarnya pengenceran, tetapi jumlah yang 

sebenarnya harus dicantumkan dalam tanda kurung. 

3. Jika semua pengenceran yang dibuat menghasilkan lebih dari 300 

koloni pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran yang 

tertinggi yang dihitung. Hasilnya dilaporkan sebagai lebih dari 300 

koloni dikalikan dengan besarnya pengenceran, tetapi jumlah yang 

sebenarnya harus dicantumkan dalam tanda kurung. 

4. Jika cawan petri dari dua tingkat pengenceran menghasilkan koloni 

dengan jumlah antara 30-300, dan perbandingan antara hasil tertinggi 

dan terendah dari kedua pengenceran tersebut lebih kecil atau sama 

dengan 2, tentukan rata-rata dari kedua nilai tersebut dengan 

memperhitungkan pengencerannya. Jika perbandingan antara hasil 

tertinggi dan terendah lebih besar dari 2, yang dilaporkan hanya hasil 

terkecil. 

5. Jika digunakan 2 cawan petri (duplo) per pengenceran, data yang 

diambil harus dari kedua cawan tersebut, tidak boleh diambil salah 

satu meskipun salah satu dari cawan duplo tersebut tidak memenuhi 

syarat di antara 30 dan 300 koloni. 
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