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ABSTRAK 
Minuman probiotik berbasis kacang hijau berpotensi menjadi 
alternatif produk fermentasi non-susu. Penelitian ini bertujuan 
menganalisis pengaruh lama fermentasi dan konsentrasi 
inokulum terhadap karakteristik kimia dan mikrobiologi 
minuman probiotik bubuk kacang hijau. Penelitian 
eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap pola 
faktorial 2×3 dengan konsentrasi starter 32% dan 44% serta 
lama fermentasi 8, 12, dan 16 jam; setiap perlakuan diulang 
empat kali. Parameter yang diamati meliputi pH, total asam 
tertitrasi (TAT), protein, dan total bakteri asam laktat (BAL). 
Data pH, TAT, dan protein dianalisis menggunakan One-Way 
ANOVA pada masing-masing konsentrasi dan perbandingan 
antar konsentrasi pada setiap waktu fermentasi; uji Duncan 
dilakukan ketika ditemukan perbedaan signifikan. Data BAL 
disajikan secara deskriptif. Pada kedua konsentrasi, pH 
menurun seiring bertambahnya waktu fermentasi. Lama 
fermentasi berpengaruh nyata terhadap pH dan protein pada 
starter 32%, serta protein pada starter 44%, tetapi tidak 
berpengaruh nyata terhadap TAT pada kedua konsentrasi. 
Perbedaan konsentrasi starter berpengaruh nyata terhadap pH 
pada semua waktu fermentasi dan terhadap TAT serta protein 
pada 12 dan 16 jam. Total BAL tertinggi ditemukan pada 
starter 32% dengan fermentasi 8 jam, yaitu 10,30 × 10⁶ 
CFU/mL. Hasil ini menunjukkan bahwa konsentrasi inokulum 
dan lama fermentasi berkaitan dengan perubahan karakteristik 
kimia dan viabilitas BAL minuman probiotik kacang hijau. 
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PENDAHULUAN 

Produk fermentasi yang mengandung bakteri asam laktat banyak dikonsumsi karena 
berpotensi mendukung keseimbangan mikrobiota saluran cerna. Namun, produk berbahan dasar 
susu memiliki keterbatasan bagi individu dengan intoleransi laktosa, alergi protein susu, 
maupun konsumen yang menghindari bahan hewani. Oleh karena itu, pengembangan minuman 
probiotik berbahan nabati menjadi salah satu alternatif diversifikasi pangan. 

Kacang hijau (Vigna radiata) merupakan bahan pangan lokal yang mengandung protein, 
karbohidrat, serat, dan sejumlah mineral. Komponen karbohidrat dapat dimanfaatkan oleh 
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mikroorganisme selama fermentasi, sedangkan protein berkontribusi terhadap nilai gizi produk. 
Meski demikian, karakteristik produk fermentasi nabati dipengaruhi oleh bahan baku, jumlah 
inokulum, serta lama fermentasi. 

Lama fermentasi menentukan waktu yang tersedia bagi bakteri asam laktat untuk 
tumbuh dan menghasilkan asam organik. Peningkatan asam umumnya menurunkan pH, tetapi 
perubahan pH tidak selalu sejalan secara langsung dengan total asam tertitrasi karena kedua 
parameter tersebut mengukur aspek keasaman yang berbeda. Konsentrasi inokulum juga dapat 
memengaruhi jumlah awal sel dan dinamika fermentasi. Penelitian ini bertujuan menganalisis 
karakteristik pH, TAT, protein, dan total BAL minuman probiotik bubuk kacang hijau pada 
variasi konsentrasi starter 32% dan 44% serta lama fermentasi 8, 12, dan 16 jam. 

METODE PENELITIAN 

Desain dan perlakuan 
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan Rancangan Acak Lengkap pola 

faktorial 2×3. Faktor pertama adalah konsentrasi starter yoghurt plain sebesar 32% dan 44%, 
sedangkan faktor kedua adalah lama fermentasi 8, 12, dan 16 jam. Setiap kombinasi perlakuan 
dilakukan empat kali ulangan. 

Kode perlakuan Konsentrasi starter Lama fermentasi Ulangan 

F1 32% 8 jam 4 
F2 32% 12 jam 4 
F3 32% 16 jam 4 
F4 44% 8 jam 4 
F5 44% 12 jam 4 
F6 44% 16 jam 4 

Pembuatan produk dan pengujian 
Bahan utama yang digunakan adalah bubuk kacang hijau, air panas, gula pasir, dan 

starter yoghurt plain Biokul. Bubuk kacang hijau disiapkan melalui tahapan pengolahan kacang 
hijau, pengeringan, penghalusan, dan pengayakan. Bahan kemudian dicampur sesuai prosedur 
penelitian, ditambahkan starter menurut perlakuan, lalu difermentasi selama 8, 12, atau 16 
jam. Parameter yang diuji adalah pH menggunakan pH meter, TAT melalui titrasi, protein 
menggunakan metode Kjeldahl, serta total BAL melalui penanaman pada media de Man Rogosa 
Sharpe Agar (MRSA) dan perhitungan koloni. 

Analisis data 
Data pH, TAT, dan protein dianalisis menggunakan One-Way ANOVA secara terpisah pada 

masing-masing konsentrasi starter untuk membandingkan lama fermentasi, serta pada masing-
masing waktu fermentasi untuk membandingkan konsentrasi starter. Uji lanjut Duncan 
dilakukan pada hasil yang signifikan (p<0,05). Total BAL disajikan secara deskriptif sesuai 
analisis dalam skripsi. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
pH, total asam tertitrasi, dan protein 

Table 1 Karakteristik kimia minuman probiotik bubuk kacang hijau 

Starter Waktu pH TAT (%) Protein (%) Keterangan statistik* 

32% 8 jam 4,40 0,38 4,04 pH 0,0001; TAT 0,432; protein 0,003 
32% 12 jam 4,20 0,33 3,28  
32% 16 jam 3,93 0,37 3,11  
44% 8 jam 4,33 0,45 4,06 pH 0,0001; TAT 0,066; protein <0,001 
44% 12 jam 4,12 0,48 4,43  
44% 16 jam 3,87 0,61 4,71  

*Nilai p untuk pengaruh lama fermentasi dalam masing-masing konsentrasi starter; p<0,05 
menunjukkan perbedaan signifikan. 

Nilai pH menurun seiring bertambahnya lama fermentasi pada starter 32% (4,40 menjadi 
3,93) maupun 44% (4,33 menjadi 3,87). Pengaruh lama fermentasi terhadap pH signifikan pada 
kedua konsentrasi (p=0,0001). Penurunan pH dapat dikaitkan dengan aktivitas bakteri asam 
laktat yang memanfaatkan substrat yang tersedia dan menghasilkan asam organik, terutama 
asam laktat. Konsentrasi starter yang lebih tinggi juga menunjukkan pH lebih rendah pada 
setiap waktu pengamatan; perbedaan antar konsentrasi signifikan pada 8, 12, dan 16 jam. 

Berbeda dari pH, TAT pada starter 32% berfluktuasi dari 0,38% menjadi 0,33% dan 0,37%, 
sedangkan pada starter 44% cenderung meningkat dari 0,45% menjadi 0,61%. Pengaruh lama 
fermentasi terhadap TAT belum signifikan pada starter 32% (p=0,432) maupun 44% (p=0,066). 
Perbedaan antar konsentrasi tidak signifikan pada 8 jam (p=0,051), tetapi signifikan pada 12 
jam (p=0,005) dan 16 jam (p=0,017). pH menggambarkan aktivitas ion hidrogen, sedangkan TAT 
menggambarkan jumlah asam yang dapat dinetralkan melalui titrasi; karena itu, keduanya tidak 
harus menunjukkan perubahan dengan pola dan besar yang sama. 

Kadar protein menunjukkan pola berbeda pada kedua konsentrasi. Pada starter 32%, 
protein menurun dari 4,04% pada 8 jam menjadi 3,11% pada 16 jam (p=0,003), sedangkan pada 
starter 44% meningkat dari 4,06% menjadi 4,71% (p<0,001). Perbedaan antar konsentrasi tidak 
signifikan pada 8 jam (p=0,862), tetapi signifikan pada 12 jam (p=0,004) dan 16 jam (p=0,001). 
Perubahan ini dapat berkaitan dengan perubahan kelarutan dan struktur protein selama 
fermentasi. Namun, mekanisme tersebut masih berupa interpretasi karena penelitian tidak 
mengukur protein terlarut, proteolisis, atau fraksi protein secara terpisah. 

Total bakteri asam laktat 
Tabel 2. Total bakteri asam laktat berdasarkan perlakuan 

Konsentrasi 
starter 

8 jam (×10⁶ 
CFU/mL) 

12 jam (×10⁶ 
CFU/mL) 

16 jam (×10⁶ 
CFU/mL) 

32% 10,30 4,75 8,28 
44% 8,68 7,70 9,40 

Total BAL pada starter 32% menurun dari 10,30 × 10⁶ CFU/mL pada 8 jam menjadi 4,75 
× 10⁶ CFU/mL pada 12 jam, kemudian meningkat menjadi 8,28 × 10⁶ CFU/mL pada 16 jam. 
Pada starter 44%, jumlah BAL berada pada rentang 7,70–9,40 × 10⁶ CFU/mL. Berdasarkan 
analisis dalam skripsi, lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap BAL pada starter 32% 
(p=0,0007), tetapi tidak pada starter 44% (p=0,6526). Perbandingan antar konsentrasi tidak 
signifikan pada 8 jam (p=0,4246), 12 jam (p=0,0527), maupun 16 jam (p=0,3248). 
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Jumlah BAL tertinggi ditemukan pada perlakuan starter 32% dengan fermentasi 8 jam. 
Pola jumlah koloni tidak sepenuhnya mengikuti perubahan pH dan TAT, karena jumlah sel hidup 
dan aktivitas metabolik merupakan parameter berbeda. Sel dapat tetap menghasilkan asam 
meskipun jumlah koloni relatif stabil, sementara akumulasi asam dan perubahan kondisi 
medium juga dapat memengaruhi viabilitas. Hasil BAL pada penelitian ini perlu dibaca sesuai 
data hitung koloni yang tersedia dan tidak dengan sendirinya membuktikan manfaat klinis 
produk. 

 
KESIMPULAN 

Lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap pH pada konsentrasi starter 32% dan 44%, 
serta terhadap protein pada kedua konsentrasi. Pengaruh lama fermentasi terhadap TAT tidak 
signifikan pada kedua konsentrasi. Perbedaan konsentrasi starter berpengaruh nyata terhadap 
pH pada seluruh waktu fermentasi dan terhadap TAT serta protein pada 12 dan 16 jam. Total 
BAL tertinggi diperoleh pada starter 32% dengan fermentasi 8 jam, sebesar 10,30 × 10⁶ CFU/mL. 
Penelitian lanjutan disarankan mengevaluasi kembali konsistensi hasil mikrobiologi dan menguji 
mutu produk lebih lanjut sebelum menyimpulkan kesesuaian terhadap standar produk 
fermentasi. 
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