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PENGARUH NISBAH C/N CAMPURAN LIMBAH MILK TEA DAN MOLASSES 

TERHADAP JUMLAH BAKTERI ASAM LAKTAT, pH, PERUBAHAN FISIK 

WARNA, DAN AROMA PADA PROBIOTIK  

 

EFFECT OF C/N RATIO MIXED OF MILK TEA WASTE AND MOLASSES ON 

AMOUNT LACTIC ACID BACTERIA, pH, PHYSICAL CHANGES COLOR, AND 

AROMA IN PROBIOTICS 
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Abstract. The objective of the research is to identify the 

effect of various C/N ratio mixed of milk tea waste and 

molasses on amount of lactic acid bacteria, pH, physical 

changes color and aroma in probiotics. The material used 

in this research are milk tea waste and molasses, 

fermented in anaerobic. The research method uses a 

Completely Randomized Design (CRD) by 3 treatments, 

which are P1 = C/N ratio 25, P2 = C/N ratio 30, P3 = C/N 

ratio 35, with 6 repetitions. The measured parameters are 

amount of lactic acid bacteria, the pH and physical 

changes color and aroma. The data were analyzed by 

Analysis of Variance (ANOVA) method based of Tukey 

Test. The results of this research showed that there is a 

significant effect (P < 0,05) between a various of C/N ratio 

on amount of lactic acid bacteria, pH levels and physical 

changes color and aroma in the results of fermentation 

(probiotics). The best respond is on the C/N ratio 30, so it 

can produced high amount of lactic acid bacteria with an 

average of 2,06 x 109 CFU/mL, an average pH of 3,75 and 

physical changes in color and aroma. 

 

Keywords: C/N ratio, milk tea waste, lactic acid bacteria, 

liquid probiotics, pH, physical changes. 
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PENDAHULUAN 

Probiotik merupakan bakteri hi-

dup pada jumlah tertentu, jika diberi-

kan pada inang dapat memberikan efek 

menguntungkan bagi kesehatan (Hill et 

al., 2014). Probiotik dapat merubah eko-

sistem mikroba pencernaan dan me-

ningkatkan keseimbangan mikroflora 

usus serta mampu bertahan hidup da-

lam keasaman lambung sehingga dapat 

menempati usus, dan berpengaruh ter-

hadap kesehatan dan kinerja inang 

(Samsul et al., 2016). 

Pemberian probiotik pada ter-

nak dapat melalui air minum, dicam-

purkan ke dalam pakan atau dapat juga 

digunakan terlebih dahulu pada bahan 

pakan agar dapat meningkatkan kuali-

tas kandungan nutrisi pada pakan ter-

sebut. Penambahan probiotik pada 

complete feed yang diberikan pada sapi 

perah, mampu meningkatkan konsum-

si bahan kering dan meningkatkan kan-

dungan protein dalam susu. Menurut 

Nabil et al. (2019) penambahan probio-

tik menurunkan angka Feed Conver-

tion Ratio (FCR) sebesar 1,95 pada 

ayam petelur yang diinfeksi Eschericia 

coli. Sedangkan menurut Huda et al. 

(2019) pemberian probiotik pada ayam 

petelur berpengaruh terhadap konsum-

si pakan, Hen Day Production dan 

berat telur. 

Probiotik dapat dibuat dari ba-

han organik dengan proses fermentasi. 

Salah satu bahan organik yang dapat 

digunakan sebagai bahan pembuatan 

probiotik adalah limbah milk tea. Milk 

tea merupakan minuman olahan berba-

han baku susu dan teh, yang dikemas 

dalam botol dan berbentuk cair. Produk 

milk tea yang sudah melewati umur 

simpan atau kadaluarsa disebut limbah 

milk tea. Limbah milk tea mengandung 

bahan organik (sumber protein) dan se-

jumlah bakteri, milk tea yang disimpan 

selama 1 minggu mengandung 135 

CFU/mL dan 66 x 103 CFU/mL pada 

penyimpanan 5 minggu (Yoga & Setya, 

2016). Jenis bakteri yang dapat diguna-

kan sebagai probiotik adalah bakteri 

asam laktat (Trisna, 2012). 

Proses fermentasi membutuh-

kan nisbah C/N tertentu, fermentasi 

yang diperlukan dalam pembuatan 

probiotik adalah fermentasi anaerob fa-

kultatif. Nutrisi yang dibutuhkan oleh 

mikroorganisme untuk pertumbuhan 

dan perbanyakan sel dicerminkan da-

lam bentuk nisbah C/N. Nutrisi utama 

yang dibutuhkan oleh BAL adalah 

sumber karbon dan nitrogen (Azizah et 

al. 2012). Karbon (C) diperlukan seba-

gai sumber energi dan bahan pemben-

tuk asam laktat, sedangkan nitrogen di-

gunakan sebagai bahan pembentuk 

biomassa sel. Nilai optimum nisbah 

C/N berkisar 25 sampai 30. Limbah 

milk tea merupakan sumber protein, 

mengandung C sebesar 3,31% dan N 

sebesar 0,32%.  

Nisbah C/N pada limbah milk 

tea sebesar 10,34. Untuk memenuhi nis-

bah C/N yang dibutuhkan dalam pro-

ses fermentasi pembuatan probiotik 

maka perlu ditambahkan sumber C da-

lam bentuk cair yaitu molasses. Molas-

ses mengandung sukrosa, glukosa, 

fruktosa dan rafinosa dalam jumlah 

yang besar serta sejumlah bahan orga-

nik non gula (Valli et al., 2012). Molas-

ses memiliki kandungan C sebesar 
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58,5% dan N sebesar 0,9%. Nisbah C/N 

pada molasses sebesar 52,65 (Kusuma 

et al., 2017).  

Penambahan molasses pada pro-

ses fermentasi dapat meningkatkan nis-

bah C/N yang berfungsi sebagai nutrisi 

bagi pertumbuhan bakteri, sehingga 

proses pertumbuhan dan perkemba-

ngan bakteri terjadi dengan sempurna. 

Nurlaela et al. (2016) menyatakan me-

dia whey tahu dengan penambahan 5% 

glukosa + 1% amonium sulfat mengha-

silkan bakteri asam laktat sejumlah sel 

6.5 × 108 CFU/mL dan jumlah BAL 

yang rendah (3.32 × 108 CFU/mL) pada 

media whey tahu disebabkan karena 

sedikitnya sumber karbon yang terkan-

dung dalam media, sehingga sedikit 

pula kandungan gula yang difermen-

tasikan oleh bakteri. Hasil penelitian 

Subagiyo et al. (2016) penambahan glu-

kosa memberikan efek meningkatan 

kepadatan sel bakteri asam laktat. 

Menurut Yeni et al. (2016) Berdasarkan 

variasi rasio C/N yang digunakan 

berpengaruh terhadap jumlah BAL, 

dan didapatkan rasio C/N optimum 

dalam proses fermentasi dengan meng-

gunakan stater tertentu. 

Standar Nasional Indonesia SNI 

7552:2009. Syarat dari suatu produk di-

katakan probiotik apabila produk terse-

but mengandung total bakteri asam 

laktat yang masih hidup pada saat di-

konsumsi ≥ 106 CFU/mL. Bakteri Asam 

laktat (BAL) merupakan kelompok 

bakteri yang telah banyak digunakan 

sebagai probiotik (Margiono et al., 

2017). Hasil penelitian Rizal et al. (2016) 

menunjukkan bahwa probiotik dengan 

starter Lactobacillus casei, mengan-

dung bakteri asam laktat sejumlah 1,1 x 

1010 CFU/mL. Pada proses fermentasi, 

bakteri asam laktat akan memanfaat-

kan karbohidrat untuk dirubah menja-

di asam laktat, sehingga terjadi penuru-

nan nilai pH dan peningkatan keasa-

man (Djaafar & Rahayu, 2006).  

Proses fermentasi akan merubah 

kandungan kimia, kandungan biologi, 

dan bentuk fisik dari substrat yang di-

fermentasi. Tujuan dari penelitian ini 

untuk memanfaatkan limbah milk tea 

sebagai probiotik untuk ternak, dengan 

menganalisis pengaruh berbagai nis-

bah C/N campuran limbah milk tea 

dengan molasses terhadap jumlah bak-

teri asam laktat, pH, perubahan fisik 

warna dan aroma pada hasil 

fermentasi. 

 

MATERI DAN METODE 

Bahan penelitian yang diguna-

kan terdiri dari limbah milk tea, molas-

ses, MRS (deMan Rogosa Sharpe) Agar, 

NaCl fisiologis, aquadest, dan alkohol. 

Penelitian yang dilakukan mengguna-

kan metode eksperimental dengan 

menggunakan Rancangan Acak Leng-

kap (RAL). Percobaan terdiri dari tiga 

perlakuan dan diulang sebanyak enam 

kali. Bahan probiotik terdiri dari cam-

puran limbah milk tea dan molasses.  

Metode pembuatan yang di-

gunakan adalah fermentasi anaerobik 

fakultatif. Perlakuan nisbah C/N yang 

di-berikan terdiri atas: P1= 25; P2= 30; P3-

= 35. Peubah yang diamati adalah 

jumlah bakteri asam laktat, pH, 

perubahan fisik yakni warna dan 

aroma hasil fermentasi. Data dianalisis 

dengan sidik ragam dan uji Tukey. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

1. Jumlah bakteri asam laktat. 

 

Nilai rata-rata jumlah bakteri 

asam laktat dalam hasil fermentasi an-

aerob fakultatif (probiotik) campuran 

limbah milk tea dan molasses pada ber-

bagai nisbah C/N disajikan pada Tabel 

1. Berdasarkan Tabel 1, rata-rata jumlah 

bakteri asam laktat yang di-peroleh 

antara 1,13-2,06 x 109 CFU/mL, jumlah 

bakteri asam laktat yang diha-silkan 

memenuhi persyaratan sebagai probio-

tik, hal ini sesuai dengan SNI 7552-2009 

yang mempersyaratkan jum-lah bakteri 

asam laktat dalam probiotik > 1 x 106 

CFU/mL. 

Hasil analisis ragam untuk me-

ngetahui pengaruh berbagai nisbah 

C/N campuran limbah milk tea dan 

molasses terhadap jumlah bakteri asam 

laktat pada probiotik, menunjukkan 

nisbah C/N memberikan pengaruh 

yang berbeda nyata (P < 0,05) terhadap 

jumlah bakteri asam laktat. Hal ini di-

duga molasses merupakan sumber kar-

bon (C) dan dapat meningkatkan nis-

bah C/N. 

Sejalan dengan pendapat Valli et 

al. (2012) yang menyatakan bahwa 

molasses mengandung sukrosa, glu-

kosa, fruktosa dan rafinosa dalam jum-

lah yang besar serta sejumlah bahan 

organik non gula dan menyatakan bah-

wa molasses memiliki kandungan C 

sebesar 58,5% dan N sebesar 0,9%, 

nisbah C/N pada molasses sebesar 

52,65, sehingga dapat meningkatkan 

nisbah C/N. 

Penambahan molasses sebagai 

sumber energi dapat mempengaruhi 

pertumbuhan bakteri asam laktat. Hal 

ini sejalan dengan pendapat Subagiyo 

et al. (2016) dan Safitri et al. (2016) yang 

menyatakan bahwa penambahan glu-

kosa memberikan efek peningkatan ke-

padatan sel bakteri asam laktat.  

Untuk mengetahui tingkat per-

bedaan antar perlakuan pada nisbah 

C/N dilakukan Uji Tukey. Hasil uji 

Tukey pada Tabel 1 menunjukkan bah-

wa P2 menghasilkan jumlah bakteri 

asam laktat 2,06 x 109 CFU/mL yang 

berbeda nyata (P < 0,05) dari P1 (1,13 x 

109 CFU/mL) dan P3 (1,72 x 109 

CFU/mL).

Tabel 1. Rata-rata Jumlah Bakteri Asam Laktat, pH, serta perubahan fisik warna dan 

aroma dalam hasil fermentasi anaerob fakultatif (probiotik) campuran 

limbah milk tea dan molasses pada berbagai nisbah C/N. 

Perlakuan 
Jumlah BAL 

(x 109 CFU/mL) 
pH 

Perubahan Fisik 

Warna Aroma 

P1 1,13 ± 0.57b 3,66 ± 0.01 
Coklat 

kekuningan 

Fermentasi 

menyengat 

P2 2,06 ± 0.21a 3,75 ± 0.02 Coklat muda Fermentasi 

P3 1,685 ± 0.21b 3,81 ± 0.01 Coklat tua 
Fermentasi sedikit 

menyengat 
Keterangan : 

P1 : Limbah Milk tea 88,5% + molasses 11,5% dengan nisbah C/N 25 

P2 : Limbah Milk tea 83,4% + molasses 16,6% dengan nisbah C/N 30 

P3 : Limbah Milk tea 75,2% + molasses 24,8% dengan nisbah C/N 35 
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Campuran limbah milk tea dan 

molasses dengan nisbah C/N 30 meng-

hasilkan jumlah bakteri asam laktat 

tertinggi, yaitu sebesar 2,06 x 109 

CFU/mL. Hal ini diduga nisbah C/N 

30 merupakan nisbah C/N yang opti-

mum dalam mengfermentasi campu-

ran limbah milk tea dan molasses un-

tuk menghasilkan probiotik dengan 

jumlah bakteri asam laktat tertinggi. 

Sejalan dengan Menurut Yeni et al. 

(2016) berdasarkan variasi nisbah C/N 

yang digunakan berpengaruh terhadap 

jumlah BAL dan didapatkan nisbah 

C/N optimum dalam proses fermentasi 

dengan menggunakan stater tertentu. 

 

2. pH 

 

Nilai rata-rata pH dalam hasil 

fermentasi anaerob fakultatif campuran 

limbah milk tea dan molasses pada ber-

bagai nisbah C/N disajikan pada Tabel 

1. Berdasarkan Tabel 1, ratarata nilai 

pH antara 3,65-3,81 dan hasil analisis 

ragam untuk mengetahui pengaruh 

berbagai nisbah C/N campuran limbah 

milk tea dan molasses terhadap nilai 

pH pada probiotik, menunjukkan bah-

wa nisbah C/N memberikan pengaruh 

yang tidak berbeda nyata (P > 0,05) ter-

hadap nilai pH. Hal ini seiring de-ngan 

pertumbuhan dan aktifitas dari bakteri 

asam laktat yang memproduksi asam 

laktat, sehingga dapat menurunkan pH 

dalam suatu produk fermentasi. Hal ini 

sejalan dengan pendapat Djaafar & 

Rahayu (2006) yang menyatakan bah-

wa selama proses fermentasi, bakteri 

asam laktat akan memanfaatkan karbo-

hidrat untuk dirubah menjadi asam 

laktat, sehingga terjadi penurunan nilai 

pH dan peningkatan keasaman. Menu-

rut Nurul et al. (2018), penambahan 

konsentrasi bakteri asam laktat membe-

rikan pengaruh berbeda terhadap sifat 

kimia (pH dan kadar asam laktat) ma-

yones probiotik. 

 

3. Perubahan fisik (warna dan aroma). 

 

Limbah milk tea memiliki karak-

teristik fisik berupa cairan berwarna 

putih kehijauan dengan aroma khas 

susu yang telah basi, kemudian setelah 

ditambahkan molasses kedalam limbah 

milk tea terjadi perubahan warna men-

jadi coklat muda dan selanjutnya ter-

jadi perubahan warna dan aroma sete-

lah proses fermentasi selesai. Peruba-

han warna dan aroma setiap perlakuan 

disajikan pada Tabel 1. Berdasarkan ta-

bel 1, terjadi perubahan warna dan aro-

ma yang berbeda antar perlakuan. 

Proses fermentasi akan merubah 

kandungan kimia, kandungan biologis, 

dan bentuk fisik dari substrat yang di-

fermentasi. Hal tersebut dipengaruhi 

oleh beberapa hal, diantaranya kompo-

sisi limbah milk tea dan molasses (nis-

bah C/N) yang berbeda dan aktivitas 

mikroorganisme yang berada, sehingga 

hasil dari aktivitas mikroorganisme ter-

sebut mempengaruhi perubahan fisik 

berupa warna dan aroma. Hal ini se-

jalan dengan hasil penelitian Diko et al. 

(2016) yang menyatakan bahwa pakan 

yang diberi probiotik dengan lama 

penyimpanan 21 hari terjadi perubahan 

pada keadaan fisik pakan yakni tekstur 

pakan yang hancur dengan warna pu-

tih kehitaman dan aroma pakan yang 
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berbau tengik. Penelitian Purkan et al. 

(2017) melaporkan bahwa bau pakan 

ampas tahu yang dicampur dengan 

probiotik Lactobacillus Bulgaricus 

yang umumnya berbau tidak sedap, na-

mun selama fermentasi, pakan ampas 

tahu tidak berbau sehingga ramah 

lingkungan. 

 

KESIMPULAN 

 Nisbah C/N 30 campuran lim-

bah milk tea dan molasses menghasil-

kan jumlah bakteri asam laktat tertinggi 

sebesar 2,06 x 109 CFU/mL dengan pH 

3,75 dan terjadi perubahan fisik hasil 

fermentasi (probiotik) menjadi warna 

coklat muda dan aroma fermentasi. Pe-

manfaatan limbah milk tea menjadi pro 

biotik dapat dilakukan melalui proses 

fermentasi campuran limbah milk tea 

dan molasses dengan nis-bah C/N 30. 
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