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PENGARUH PENAMBAHAN SARI BUAH NAGA MERAH (Hylocereus
polyrhizus) DAN LAMA FERMENTASI PADA KUALITAS YOGHURT
DAN KEANEKARAGAMAN BAKTERI ASAM LAKTAT (BAL)

Salsabila Nuraulia, Evika Sandi Savitri, Kivah Aha Putra

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Yoghurt merupakan produk olahan susu dengan kandungan gizi tinggi yang dibuat melalui
fermentasi menggunakan bakteri asam laktat (BAL), namun memiliki cita rasa asam yang
khas sehingga perlu penambahan perisa alami seperti sari buah naga merah (Hylocereus
polyrhizus) untuk menetralkan rasa asam sekaligus meningkatkan nilai gizi dan daya tarik
produk. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh penambahan sari buah naga
merah dan lama fermentasi terhadap karakteristik BAL, total BAL, kadar asam, dan pH
yoghurt. Metode yang digunakan meliputi karakterisasi BAL secara makroskopis dan
mikroskopis (pewarnaan Gram, pewarnaan endospora, uji katalase, uji tipe fermentasi),
penghitungan total BAL dengan metode total plate count menggunakan media MRSA,
pengukuran kadar asam melalui titrasi asam basa dengan NaOH 0,1N, serta pengukuran
pH menggunakan pH meter. Penelitian ini menggunakan konsentrasi sari buah naga merah
0%, 10%, dan 15% dengan variasi lama fermentasi 0 hari, 2 hari, dan 3 hari. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa isolat BAL yang diperoleh diduga termasuk ke dalam genus
Lactobacillus (berbentuk basil) dan Streptococcus (berbentuk kokus), dengan karakteristik
Gram positif, tidak membentuk endospora, katalase negatif, dan homofermentatif.
Perlakuan terbaik diperoleh pada kombinasi konsentrasi 15% dengan lama fermentasi 2
hari, menghasilkan kadar asam 0,97% (b/b), nilai pH 4,48, serta total BAL 3,9x10°
CFU/mL. Disarankan penelitian lanjutan untuk melakukan uji aktivitas antibakteri dan uji
organoleptik guna memastikan keamanan pangan serta kelayakan produk.

Kata kunci: Yoghurt, Fermentasi, Bakteri Asam Laktat, Buah Naga Merah, Kadar Asam
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THE EFFECT OF THE ADDITION OF RED DRAGON FRUIT JUICE
(Hylocereus polyrhizus) AND FERMENTATION TIME ON YOGHURT QUALITY
AND LACTIC ACID BACTERIA (LAB) DIVERSITY

Salsabila Nuraulia, Evika Sandi Savitri, Kivah Aha Putra

Biology Program, Faculty of Science and Technology, Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Yogurt is a dairy product with high nutritional content made through fermentation using
lactic acid bacteria (LAB), but it has a distinctive sour taste, so it is necessary to add natural
flavors such as red dragon fruit juice (Hylocereus polyrhizus) to neutralize the sour taste
while increasing the nutritional value and product appeal. This study aimed to analyze the
effect of adding red dragon fruit juice and fermentation time on LAB characteristics, total
LAB, acid content, and pH of yogurt. The methods used included macroscopic and
microscopic characterization of LAB (Gram staining, endospore staining, catalase test,
fermentation type test), calculation of total LAB using the total plate count method on
MRSA media, measurement of acid content through acid-base titration with 0.1N NaOH,
and pH measurement using a pH meter. This study used red dragon fruit juice
concentrations of 0%, 10%, and 15% with fermentation time variations of 0 days, 2 days,
and 3 days. The results showed that the LAB isolates obtained were presumed to belong to
the genera Lactobacillus (bacillus-shaped) and Streptococcus (coccus-shaped), with
characteristics of Gram-positive, non-endospore-forming, catalase-negative, and
homofermentative. The best treatment was obtained at a combination of 15% concentration
with 2 days of fermentation, producing an acid content of 0.97% (w/w), a pH value of 4.48,
and a total LAB of 3.9x10° CFU/mL. Further research is recommended to conduct
antibacterial activity tests and organoleptic tests to ensure food safety and product
feasibility

Keywords: Yoghurt, Fermentation, Lactic Acid Bacteria, Red Dragon Fruit, Acidity Level
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Yoghurt merupakan produk olahan susu yang dibuat melalui proses
fermentasi menggunakan BAL, umumnya menggunakan bakteri Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, serta
Bifidobacterium (Salmazo et al., 2023). Proses fermentasi yoghurt memecah
laktosa menjadi gula sederhana yang mudah dicerna, galaktosa dan glukosa, oleh
enzim B-galaktosidase (Wahab et al., 2024). Y oghurt mengandung banyak manfaat,
seperti vitamin, mineral, protein, lemak, dan karbohidrat (Sumi et al., 2023).
Yoghurt sebagai sumber prebiotik, dapat dikonsumsi oleh penderita intoleran
laktosa. Konsumsi yoghurt secara rutin dapat meningkatkan kekebalan tubuh, serta
bioavailabilitas nutrisi (Tjatur et al., 2020).

Yoghurt dapat dikategorikan menjadi beberapa jenis, yaitu yoghurt plain
dan yoghurt dengan bahan tambahan. Y oghurt p/ain merupakan jenis yoghurt murni
yang dibuat hanya dari susu yang difermentasi menggunakan bakteri asam laktat
(Jonathan et al., 2022). Sedangkan yoghurt dengan bahan tambahan sintetis seperti
pemanis (aspartam, sukralosa), pewarna (tartazine, sunset yellow, azorubine,
amaranth) atau pengawet (kalium sorbat) (Bankole ef al., 2023). Penelitian yang
dilakukan oleh Filippone et al. (2023) memberikan hasil jika yoghurt dengan flavor
tambahan lebih diminati masyarakat terutama kalangan remaja. Sementara itu,
plain yoghurt kurang diminati karena rasanya yang terlalu asam, tidak ada rasa
manis, dan aromanya netral. Penggunaan bahan tambahan sintetis pada pangan

dinyatakan aman dalam



jumlah yang telah ditentukan batas asupan harian, namun penelitian yang dilakukan
Magnuson et al. (2007) tambahan pada produk pangan dalam jangka panjang, dapat
memicu peningkatan risiko penyakit obesitas, sindrom metabolik, diabetes tipe 2,
serta penyakit kardiovaskular. Penambahan bahan alami seperti buah-buahan, dapat
meningkatkan daya tarik konsumen karena memberikan warna dan cita rasa, serta
meningkatkan kandungan gizi (serat pangan, vitamin, mineral, antioksidan) (Purba
et al., 2023). Penambahan bahan alami seperti sari buah merupakan salah satu
inovasi untuk meningkatkan daya tarik produk dari segi rasa, warna, dan nutrisi.
Terdapat beberapa penelitian yang telah menambahkan sari buah atau sayur pada
yoghurt, seperti strawberry, mangga, blueberry, delima, buah bit, jagung, wortel,
cengkeh, buah naga, pisang, apel, buah merah, serta anggur. Penelitian yang
dilakukan oleh Roy et al. (2019) membandingkan uji sensori pada yoghurt dengan
penambahan jus buah anggur, yang memberikan hasil jika yoghurt dengan
penambahan buah lebih disukai dari segi warna, tekstur, dan rasa. Allah SWT
menyediakan segala macam yang ada di bumi untuk menunjang kehidupan

makhluknya, sebagaimana firman Allah dalam Al-Qur’an surah An-Nahl [16]: 11

yang berbunyi:
p @ 5 P p 2 g}
238 BY A5 13 O Sl oS g Ol sy 03 5 oS0 BB

:)5} ‘:i
Artinya: “Dengan (air hujan) itu Dia menumbuhkan untukmu tumbuh-
tumbuhan, zaitun, kurma, anggur, dan segala macam buah-buahan.

Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda
(kebesaran Allah) bagi orang yang berpikir.” (QS. An-Nahl [16]: 11).

Telah dijelaskan dalam Tafsir Al-Mishbah bahwa Allah SWT, jika melalui
curahan air hujan, menumbuhkan tanaman-tanaman tersebut, ada yang berumur

pendek hingga panjang dan banyak manfaatnya. Tumbuhan berupa zaitun, kurma,



anggur, dan segala macam buah-buahan lainnya. Ayat tersebut, yang secara spesifik
menyebutkan zaitun, kurma, dan anggur sebagai contoh tumbuhan bermanfaat,
pada hakikatnya tidak membatasi lingkup karunia Ilahi. Prinsip universal yang
terkandung di dalamnya justru menegaskan bahwa Allah SWT menumbuhkan
beraneka ragam jenis buah-buahan di berbagai belahan bumi, disesuaikan dengan
kondisi ekosistem dan kebutuhan masyarakat setempat. Tafsir Thabari menjelaskan
bahwa Allah SWT menumbuhkan bagi umat manusia tumbuhan, dengan
menyebutkan secara spesifik tiga jenis buah, zaitun, kurma, dan anggur yang
manusia turut andil dalam proses budidayanya, dan “wa ming kullits-tsamarat” dan
segala macam buah-buahan menandakan seluruh tanaman, yang berfungsi sebagai
sumber pangan, baik sebagai komoditas primer maupun sekunder. Ayat ini
menjelaskan nikmat dan karunia Ilahi.

Ayat tersebut menjelaskan bahwa, Allah SWT telah menurunkan air hujan
yang menumbuhkan buah zaitun, kurma, anggur, dan segala macam buah lainnya
yang bermanfaat bagi kehidupan makhluk hidup di bumi. Potongan ayat “wa ming
kullits-tsamardat” memiliki arti "dan segala macam buah-buahan", menandakan
seluruh tanaman, salah satunya buah naga. Buah naga berasal dari wilayah Amerika
Tropis dan kini dibudidayakan secara luas di Asia Tenggara, termasuk Indonesia.
Buah naga memiliki banyak manfaat, baik dari segi tampilannya yang menarik,
kulit buah yang mirip seperti sisik naga, warnanya yang merah keunguan, rasanya
yang manis, dan kandungan gizinya, vitamin, dan antioksidan yang baik untuk
tubuh. Oligosakarida yang terkandung dalam buah, jika dikombinasikan dengan
probiotik, dapat memberikan efek sinbiotik untuk meningkatkan kesehatan

pencernaan tubuh.



Penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) pada yohgurt
bertujuan untuk memanfaatkan sari buah naga sebagai pewarna alami karena
betasianin pada buah naga merah merupakan kelompok pigmen betalain yang
memberikan warna merah-ungu khas dan dapat melawan stres oksidatif dan
memiliki kemampuan untuk menekan sel-sel kanker (Indrawati et al., 2025). Buah
naga merah (Hylocereus polyrhizus) merupakan salah satu buah potensial untuk
inovasi pada produk yoghurt, yang mengandung berbagai zat gizi berupa air, energi,
protein, lemak, karbohidrat, serat, abu, kalsium, natrium, kalium, fosfor, zat besi,
magnesium, vitamin B1, vitamin B2, vitamin B3, vitamin C, dan vitamin E. Buah
naga merah (Hyolocereus polyrhizus) kaya akan senyawa bioaktif seperti
hidroksisinamat, karotenoid (B-karoten dan likopen), flavonoid, betalain,
betasianin, dan betaxanthin yang berperan sebagai antioksidan. Senyawa-senyawa
tersebut dapat meningkatkan kemampuan yoghurt dalam melindungi sel tubuh dari
stress oksidatif, menjaga kesehatan pembuluh darah, mengurangi risiko penyakit
jantung, serta membantu mempertahankan kestabilan tekanan darah (Rohanah et
al., 2023).

Buah naga merah mengandung tiga kelompok utama oligosakarida, yaitu
galaktooligosakarida (rafinosa dan stakiosa), maltooligosakarida (maltotriosa,
maltotetraosa, maltopentaosa, maltoheksaosa, dan maltoheptaosa), serta
fruktooligosakarida (Khalili ez al., 2014). Oligosakarida yang terkandung dalam
buah naga merah berperan sebagai prebiotik yang dapat digunakan sebagai sumber
nutrisi bagi bakteri probiotik dalam yoghurt. Kombinasi ini menghasilkan efek
sinbiotik, yaitu interaksi antara probiotik dan prebiotik yang berfungsi

meningkatkan keseimbangan mikrobiota usus, mendukung kesehatan sistem



pencernaan, serta membantu meningkatkan daya tahan tubuh (Aryanta, 2022).
Buah naga merah memiliki kandungan kalium, fosfor, magnesium, dan natrium
yang secara signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan manggis, mangga, maupun
nanas (Hossain ef al., 2021). Kandungan total fenol pada buah naga merah lebih
tinggi daripada buah tropis lainnya, serta kandungan flavonoid berperan pada sel-
sel otak dan pembuluh darah dalam membantu menurunkan risiko penyakit jantung
serta menjaga kestabilan tekanan darah (Febriani et al., 2024). Fortifikasi sari buah
naga merah pada yoghurt tidak hanya memperbaiki warna dan cita rasa, tetapi juga
meningkatkan aktivitas antioksidan, memberikan efek sinbiotik, serta memperkaya
kandungan gizi. Produk yoghurt yang dihasilkan berpotensi berkembang sebagai
pangan fungsional karena mampu memberikan manfaat fisiologis tambahan di luar
pemenuhan kebutuhan gizi dasar, terutama dalam menjaga kesehatan pencernaan,
kardiovaskular, dan perlindungan sel tubuh dari kerusakan oksidatif.

Penelitian Ong et al. (2012) menyatakan jika buah naga merah
menghasilkan bakteri asam laktat. BAL yang diisolasi dari buah naga merah, yaitu
E. faecalis dan E. durans. Hasil analisis molekuler menggunakan sekuensing gen
16S rRNA dan metode RFLP mengonfirmasi bahwa E. faecalis merupakan spesies
yang paling dominan ditemukan dalam fermentasi jus buah naga merah, dan E.
durans ditemukan dalam jumlah yang lebih sedikit. Sementara itu, dalam penelitian
Musthari et al. (2019), BAL yang diisolasi dari buah naga merah hanya
diidentifikasi hingga tingkat genus, sehingga spesiesnya tidak diketahui.
Berdasarkan temuan, karakteristik tersebut termasuk ke dalam kelompok Gram
positif, berbentuk basil dan kokus, dan memiliki kemampuan untuk menghambat

pertumbuhan Escherichia coli dan Candida albicans. Shi et al. (2025) menyatakan



jika hasil isolasi dari daging buah naga merah yang diidentifikasi secara molekuler
menggunakan sekuensing gen 16S rRNA sebagai Pediococcus acidilactici.
Sementara itu, Tatebale ef al. (2024) menyatakan jika hasil isolasi dari daging buah
naga merah dengan identifikasi sampai tingkat genus didapatkan hasil jika dalam
daging buah naga merah terdapat BAL, yaitu Lactobacilus dan Lactococcus.

SNI 2981:2009 menyatakan jika, untuk total asam laktat sebesar 0,5-2,0%
(b/b), total BAL minimal 107 cfu/mL. Penelitian Nugroho et al. (2023), yoghurt
yang dibuat menggunakan bahan baku susu sapi berbeda, yaitu susu pasteurisasi,
susu UHT, dan susu bubuk, menunjukkan perbedaan nilai pH, total asam laktat,
serta total BAL yang sesuai dengan SNI 2981:2009. Dunggio et al., (2022)
melakukan penelitian yoghurt dengan penambahan buah naga merah sebanyak 20%
memberikan pengaruh kualitas yang baik terhadap total padatan terlarut dan kadar
vitamin C. Penelitian yang dilakukan oleh Siregar et al. (2023) membuktikan bahwa
yoghurt dengan penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus)
menunjukkan pengaruh nyata terhadap nilai pH, aktivitas air, viskositas, kadar
asam, kadar protein, kadar abu, serta aktivitas antioksidan. Produk yoghurt yang
dihasilkan juga telah memenuhi standar mutu yoghurt berdasarkan SNI 2981:2009,
dengan formulasi terbaik diperoleh pada penambahan sari buah naga merah
konsentrasi 10%.

Hasil serupa pada penelitian yang dilakukan oleh Frilanda et al. (2022)
menyatakan bahwa penambahan sari buah naga merah hingga konsentrasi 15%
masih memenuhi SNI, dengan peningkatan total bakteri asam laktat, penurunan pH,
dan peningkatan kadar asam. Namun, penelitian yang dilakukan oleh Kasmiyetti et

al. (2022) memberikan hasil bahwa yoghurt dengan penambahan buah naga merah



konsentrasi 25% dengan lama inkubasi selama 8 jam pada suhu 36 °C terhadap
lama penyimpanan berpengaruh pada penurunan mutu yoghurt (pH dan total BAL),
dengan penyimpanan pada suhu yang berbeda (45 °C, 10 °C, dan 25 °C). Lama
penyimpanan hari pertama, produk memenuhi SNI, tetapi semakin lama
penyimpanan hingga hari ke-28, pH dan jumlah BAL cenderung berada di bawah
standar. Namun, pada penelitian yang telah dilakukan, pengujiannya tidak
mencakup pengaruh konsentrasi sari buah naga dan lama penyimpanan terhadap
karakterisasi bakteri asam laktat, pH, kadar asam, serta total bakteri asam laktat
secara simultan. Selain itu, pada konsentrasi 10% dan 15% belum ada penelitian
mengenai pengaruh lama penyimpanan terhadap karakterisasi bakteri asam laktat.

Berdasarkan identifikasi tersebut, penelitian ini dirancang untuk
menganalisis sifat kimia (pH dan kadar asam), mikrobiologi (total BAL), dan
karakteristik BAL pada yoghurt dengan penambahan buah naga merah (Hylocereus
polyrhizus) dengan konsentrasi 0%, 10%, dan 15% yang bertujuan menentukan
batas optimum penambahan sari buah naga antara kondisi tanpa fortifikasi hingga
mendekati batas penurunan mutu serta lama fermentasi 0 hari, 2 hari, dan 3 hari
untuk memantau perubahan kualitas dari kondisi awal hingga awal penurunan
stabilitas produk. Kombinasi kedua faktor tersebut memungkinkan penentuan
formulasi yoghurt fungsional yang paling stabil, aman, dan memenuhi standar mutu
yang difermentasi pada suhu ruang (24-25°C) terhadap kualitas yoghurt. Lama
fermentasi 0 hari digunakan sebagai kontrol, 2 hari untuk melihat kualitas dan
stabilitas produk setelah beberapa hari fermentasi, dan 3 hari digunakan untuk
mengamati perubahan serta kesesuaian standar konsumsi yang ditinjau dari total

bakteri asam laktat, total kadar asam, dan pH.



Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisis karakteristik bakteri
asam laktat, total bakteri asam laktat, serta sifat kimia (pH dan kadar asam).
Karakterisasi bakteri asam laktat digunakan untuk mengidentifikasi bakteri asam
laktat yang terdapat pada yoghurt setelah ditambahkan sari buah naga merah pada
berbagai konsentrasi dan lama fermentasi. Pengujian bakteri asam laktat dilakukan
untuk menilai viabilitas bakteri, kualitas fermentasi yang baik, dan keamanan
produk untuk dikonsumsi. Pengujian total asam laktat dilakukan untuk menilai
kestabilan yoghurt. Pengujian pH dilakukan sebagai indikator tingkat keasaman
serta keberhasilan fermentasi. Dengan demikian, penelitian ini dapat memberikan
data yang jelas dan menyeluruh untuk menentukan konsentrasi penambahan sari
buah naga merah yang optimal. Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat bagi
berbagai kalangan, terutama bagi industri pangan dalam mengembangkan varian

yoghurt yang inovatif.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Bagaimana karakteristik genus BAL yang dihasilkan dari penambahan sari
buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama fermentasi pada yoghurt?
2. Bagaimana pH dan kadar asam yang dihasilkan dari penambahan sari buah
naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama fermentasi pada yoghurt?
3. Berapa total bakteri asam laktat yang dihasilkan dari penambahan sari buah

naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama fermentasi pada yoghurt?



1.3 Tujuan

1.

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah:

Untuk menganalisis karakteristik bakteri asam laktat hingga tingkat genus yang
dihasilkan dari penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan
lama fermentasi pada yoghurt.

Untuk menganalisis sifat kimia (pH dan kadar asam) yang dihasilkan dari
penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama
fermentasi pada yoghurt.

Untuk menganalisis sifat mikrobiologi (total bakteri asam laktat) yang
dihasilkan dari penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan

lama fermentasi pada yoghurt.

1.4 Manfaat

1.

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:
Penelitian ini diharapkan memberikan kontribusi terhadap pengembangan ilmu
dan teknologi pangan, khususnya di bidang mikrobiologi pangan. Hasil
penelitian dapat menjadi referensi mengenai interaksi antara komponen
bioaktif dalam buah dengan bakteri asam laktat.
Hasil penelitian dapat dimanfaatkan sebagai dasar ilmiah dan data acuan bagi
industri pangan yang bergerak di bidang pengolahan susu dan produk
fermentasi, untuk mengembangkan inovasi produk yoghurt dengan

memanfaatkan bahan baku lokal.
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1.5 Hipotesis

1.

Hipotesis dari penelitian ini adalah:

Bakteri asam laktat yang diisolasi dari yoghurt dengan penambahan sari buah
naga merah memiliki perbedaan morfologi koloni, dengan bentuk sel coccus
dan bacillus, serta perbedaan genus, Streptococcus dan Lactobacillus.
Konsentrasi sari buah naga merah 15% dan lama fermentasi 2 hari berpengaruh
signifikan terhadap sifat kimia (pH dan kadar asam), mikrobiologi (total bakteri
asam laktat), dibandingkan dengan kontrol tanpa penambahan sari buah naga
merah.

Penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama
fermentasi pada yoghurt berpengaruh untuk menurunkan pH, meningkatkan

kadar asam dan total bakteri asam laktat.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:
Penelitian ini dilakukan dengan penambahan sari buah naga merah 0%, 10%,
dan 15% dengan 3 kali pengulangan.
Lama fermentasi dilakukan selama 0 hari, 2 hari, dan 3 hari.
Pembuatan yoghurt hanya menggunakan satu jenis susu, yaitu susu sapi UHT.
Pembuatan yoghurt menggunakan starter merek Biokul yang mengandung
bakteri asam laktat Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus, dan Bifidobacterium.
Fermentasi dilakukan pada suhu ruang (24-25 °C).
Karakterisasi bakteri asam laktat dengan pengamatan makroskopis, pewarnaan

Gram, pewarnaan endospora, uji katalase, dan uji tipe fermentasi.
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7. Parameter yang dianalisis terbatas pada sifat kimia (pH dan kadar asam) dan

karakteristik mikrobiologi yang mencakup total dan keanekaragaman BAL.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus)

Kekayaan alam yang Allah anugerahkan kepada manusia sejatinya
merupakan karunia besar yang seharusnya dimanfaatkan dengan bijak untuk
kemaslahatan dan kesejahteraan bersama. Segalanya telah diatur sedemikian rupa
oleh Allah untuk para umat-Nya. Hal tersebut telah dijelaskan di dalam Al-Qur’an,
pada QS. Al-Hijr [15] : 19-20 yang berbunyi:

G o0 e o3 o0 O 0 B G ot e il W3 9

o) i (,MJ G5 las

Artinya: “Kami telah menghamparkan bumi, memancangkan padanya

gunung-gunung, dan menumbuhkan di sana segala sesuatu menurut ukuran-

Nya. Kami telah menjadikan di sana sumber-sumber kehidupan untukmu dan

(menjadikan pula) makhluk hidup yang bukan kamu pemberi rezekinya.” (QS.
Al-Hijr [15] : 19-20).

Tafsir Al-Mishbah menjelaskan jika Allah swt. menumbuhkembangkan di
bumi ini aneka ragam tanaman untuk kelangsungan hidup dan menetapkan bagi
tiap-tiap tanaman itu masa pertumbuhan dan penuaian tertentu, sesuai dengan
kuantitas dan kebutuhan makhluk hidup. Demikian juga, Allah swt. menentukan
bentuknya sesuai dengan penciptaan dan habitat alamnya. Dalam tafsir al-
Muntakhab, ayat ini dinilai sebagai menegaskan suatu temuan ilmiah yang
diperoleh melalui pengamatan di laboratorium, yaitu setiap kelompok tanaman
masing-masing memiliki kesamaan dilihat dari sisi luarnya, demikian juga sisi
dalamnya. Bagian-bagian tanaman dan sel-sel yang digunakannya untuk

pertumbuhan memiliki kesamaan-kesamaan yang praktis tak berbeda.

Meskipun antara satu jenis dengan lainnya dapat dibedakan, tetapi semuanya dapat
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diklasifikasikan dalam satu kelompok yang sama. Berbicara tentang makhluk-
makhluk Ilahi yang lemah dan yang bertebaran di permukaan bumi ini, baik
manusia yang lemah karena tua, sakit, atau anak-anak, maupun binatang-binatang
melata yang membutuhkan bantuan manusia yang memiliki kemampuan. Bahwa
ada di antara penghuni bumi yang lemah, maka itu bukan berarti bahwa yang kuat.
adalah yang memberi mereka rezeki sehingga dapat bertahan hidup. Bukan mereka
yang memberinya rezeki, tetapi Allah swt. Bagaimana mungkin manusia-manusia
yang merasa kuat itu yang memberi mereka rezeki, padahal mereka sendiri
dianugerahi rezeki oleh Allah swt. Itu semua menunjukkan betapa kuasa Allah swt.

Ayat tersebut mengingatkan bahwa manusia tidak hanya berhak
menggunakan sumber daya alam, tetapi juga memiliki tanggung jawab untuk
merawat, mengurus, dan melestarikannya agar tetap memberi manfaat bagi masa
kini dan masa yang akan datang. Kekayaan alam bukan hanya untuk memenuhi
kebutuhan hidup, tapi juga bentuk amanah yang harus dijaga sebagai tanda rasa
syukur kepada Allah swt. yang menciptakan segalanya. Salah satu kekayaan alam
adalah buah naga, yang merupakan tanaman yang dapat tumbuh subur dan
berlimpah di Indonesia. Buah naga merah berasal dari Amerika Tengah dan Selatan,
khususnya wilayah Meksiko dan Kosta Rika, sebelum kemudian menyebar ke Asia
Tenggara, termasuk Indonesia, sebagai hasil adaptasi dan budidaya yang berhasil
(Folla & Bulan, 2023). Buah ini termasuk dalam famili Cactaceae dan genus
Hylocereus, yang dikenal sebagai tanaman kaktus merambat dengan kemampuan
berbuah yang tinggi di daerah tropis dan subtropis (Lim et al., 2025). Klasifikasi

buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) menurut Hasanah dkk. (2024) adalah:
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Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Kelas : Angiospermae
Ordo : Cactales
Famili : Cactaceae
Genus : Hylocereus

Spesies : Hylocereus polyrhizus

Gambar 2.1 Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus)

Karakteristik fisik buah naga merah meliputi kulit berwarna merah cerah
dengan sisik hijau, daging buah berwarna merah tua hingga merah keunguan
(Gambar 2.1), serta biji kecil berwarna hitam yang tersebar merata di dalam daging
buah (Risnayanti dkk., 2015). Tekstur daging buah yang segar dan rasa manis asam
menjadikan buah ini populer sebagai bahan pangan segar maupun olahan.
Kandungan nutrisi buah naga merah sangat kaya, terutama dalam hal vitamin C,
serat pangan, dan mineral seperti zat besi dan magnesium (Rohanah dkk., 2023).
Selain itu, buah ini mengandung senyawa bioaktif seperti betalain, flavonoid, dan
polifenol yang berperan sebagai antioksidan (Harni et al., 2023). Senyawa-senyawa

tersebut berkontribusi pada aktivitas biologis buah naga merah, termasuk efek
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antiinflamasi, antikanker, dan perlindungan terhadap stres oksidatif (Nishikito et
al., 2023).

Tabel 2.1 Kandungan gizi pada buah naga (Aryanta, dkk., 2022).

Kandungan Zat Gizi Total per 100 gram
Air 85,7 gr
Energi 71 kal
Protein 1,7 gr
Lemak 3,1 gr
Karbohidrat 9,1 gr
Serat 3,2 ¢gr
Abu 0,4 gr
Kalsium 13 mg
Natrium 10 mg
Kalium 128 mg
Fosfor 14 mg
Seng 0,4 mg
Vitamin B1 0,5 mg
Vitamin B2 0,3 mg
Vitamin B3 0,5 mg
Vitamin C 1 mg
Vitamin E 0,4 mg
Magnesium 0,10 mg

Manfaat buah naga merah dalam bidang kesehatan telah banyak diteliti,
menunjukkan potensi dalam menurunkan kadar gula darah, meningkatkan sistem
imun, dan mendukung kesehatan jantung (Aryanta, 2022). Selain itu, buah ini juga
digunakan dalam aplikasi produk pangan seperti jus, selai, dan produk fermentasi
pada yoghurt yang memanfaatkan kandungan nutrisinya untuk meningkatkan nilai
gizi dan daya tarik konsumen (Putri et al., 2024). Pengembangan produk berbasis
buah naga merah terus berkembang seiring dengan meningkatnya kesadaran akan
pangan fungsional.

Penambahan buah naga merah pada yoghurt merupakan inovasi produk
pangan yang menggabungkan manfaat probiotik dari yoghurt dengan kandungan

nutrisi dan senyawa bioaktif dari buah naga merah. Buah naga merah kaya akan
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serat, vitamin C, dan antioksidan seperti betalain yang dapat meningkatkan nilai
gizi yoghurt serta memberikan warna dan rasa yang menarik (Rohanah dkk., 2023).
Penambahan buah naga pada yoghurt tidak hanya meningkatkan kandungan nutrisi,
tetapi juga dapat memperbaiki tekstur dan aroma produk sehingga meningkatkan
daya tarik konsumen (Siregar ef al., 2023).

Buah naga merah menghasilkan bakteri asam laktat (BAL). Penelitian yang
dilakukan oleh Ong et al. (2012) menyatakan bahwa hasil isolasi buah naga merah
termasuk dalam genus Enterococcus. Hasil tersebut telah diidentifikasi secara
fenotipik dan genotipik dengan menunjukkan dua spesies utama, yaitu
Enterococcus faecalis dan Enterococcus durans. Kedua spesies tersebut merupakan
bakteri Gram positif, katalase negatif, dan bersifat homofermentatif, yaitu
menghasilkan asam laktat sebagai produk utama fermentasi karbohidrat. Secara
fisiologis, isolat mampu tumbuh pada rentang pH 4,4 hingga 9,6, suhu 10°C dan
45°C, serta pada media dengan konsentrasi NaCl 6,5%, yang merupakan
karakteristik khas genus Enterococcus. Hasil analisis molekuler menggunakan
sekuensing gen 16S rRNA dan metode RFLP mengonfirmasi bahwa E. faecalis
merupakan spesies yang paling dominan ditemukan dalam fermentasi jus buah naga
merah, sedangkan E. durans ditemukan dalam jumlah yang lebih sedikit dan proses
fermentasi alami pada buah naga merah cenderung didominasi oleh anggota genus
Enterococcus, tanpa ditemukannya genus BAL lain. Sementara itu, penelitian
Musthari dkk. (2019)menyatakan terdapat isolat BAL hasil fermentasi alami.
Identifikasi dilakukan berdasarkan karakteristik morfologi dan uji biokimia, yang
menunjukkan bahwa isolat tersebut merupakan bakteri Gram positif dengan bentuk

basil dan kokus serta memiliki sifat khas BAL seperti toleransi terhadap pH rendah
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dan kadar garam tertentu. Namun, penelitian tersebut belum melakukan identifikasi

molekuler sehingga spesies bakteri belum ditentukan secara pasti.

2.2 Susu

Susu merupakan salah satu produk hewani yang berperan bagi kesehatan,
karena memiliki kandungan nutrisi yang tinggi. Pangan jenis hewani merupakan
sumber protein yang didalamnya mengandung asam amino essensial yang tidak
dapat disuplai dari bahan lainnya. Kandungan gizi yang terkandung dalam susu
segar yang dihasilkan sapi perah, yaitu protein, lemak, vitamin, dan mineral yang
baik untuk tubuh (Brilianty dkk. 2022). Selain itu, susu merupakan bagian penting
yang berperan dalam meningkatkan gizi masyarakat. Berdasarkan data dari Badan
Pusat Statistik (BPS) tahun 2025, tingkat produksi susu di Indonesia pada tahun
2023 sebesar 837.223,20 ton dan pada tahun 2024 mengalami peningkatan menjadi
808.352.840,61 ton. Produk olahan susu merupakan hasil modifikasi dari susu segar
melalui proses tertentu yang melibatkan penambahan atau pengurangan komponen
nutrisi serta penambahan rasa, sehingga menghasilkan produk yang lebih diminati,
khususnya produk olahan susu yang mengalami proses fermentasi yang diketahui
memiliki berbagai manfaat yang baik bagi kesehatan tubuh. Telah dijelaskan dalam

HR Abu Nuaim, Akhlakun Nabi wa Adabuh, [Darul Muslim: 1998] yang berbunyi:

G ls e el A J3 d ol EsT 08T J6 S

Artinya: “Diceritakan dari Ibnu Abbas, ia berkata: Sungguh minuman yang
paling disenangi oleh Rasulullah shallalldhu ‘alaihi wa sallam adalah
susu.” (HR Abu Nuaim, Akhlakun Nabi wa Adabuh, [Darul Muslim: 1998],
juz 111, halaman 298).

Berdasarkan riwayat dari Ibnu Abbas yang dikutip oleh Abu Nuaim,

Rasulullah shallallahu ‘alaihi wa sallam menunjukkan preferensi konsisten
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terhadap susu sebagai minuman yang paling disenangi, baik dalam konteks
kehidupan sehari-hari di tengah para sahabat maupun Isra Mi’raj. Dalam Isra
Mi’raj, saat disuguhi tiga pilihan minuman, yaitu susu, madu, dan khamar, beliau
secara sadar memilih susu. Secara ilmiah, pilihan ini tidak semata-mata bersifat
personal, melainkan mengandung indikasi nilai kesehatan. Susu dikenal sebagai
minuman yang kaya akan kalsium, protein, dan lemak sehat, serta bersifat netral
dan menyehatkan bagi tubuh, berbeda dengan khamar yang memabukkan dan madu
yang, meskipun bermanfaat, lebih bersifat terapeutik daripada pokok. Dalam
perspektif gizi, susu juga merupakan sumber hidrasi dan nutrisi lengkap yang sesuai
dengan pola hidup bersih dan thayyib. Adapun pemilihan susu oleh Nabi di Sidratul
Muntaha, ketika dua sungai surgawi belum tampak jelas sementara Sungai Nil dan
Eufrat telah dikenal sebagai sumber peradaban dan kesuburan, dapat dimaknai
sebagai isyarat bahwa susu merupakan simbol dari kesederhanaan, kemurnian, dan
keberkahan rezeki yang halal lagi baik, sejalan dengan nilai-nilai syariat yang

mengedepankan kemaslahatan jasmani dan rohani.

2.3 Yoghurt

Produk olahan susu yang paling umum adalah yoghurt yang dihasilkan
melalui proses fermentasi dengan menggunakan bakteri asam laktat. Yoghurt
merupakan produk fermentasi susu yang dihasilkan melalui aktivitas bakteri asam
laktat, terutama Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus dan Streptococcus
thermophilus (Timo & Purwantiningsih, 2020). Karakteristik yoghurt meliputi
tekstur kental, rasa asam yang khas, serta aroma fermentasi yang dihasilkan oleh

metabolit mikroorganisme selama proses fermentasi (Mansur & Hidayat, 2019).
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Faktor-faktor seperti jenis susu, suhu fermentasi, dan lama fermentasi sangat

mempengaruhi kualitas fisik dan sensorik yoghurt.

-

/g

——

Gambar 2.2 Plain Yoghurt

Mekanisme pembuatan yoghurt melibatkan proses biokimia dan
mikrobiologis melalui aktivitas simbiosis yang umumnya menggunakan bakteri
Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Susu
pasteurisasi pada suhu optimum 42°C dengan penambahan kultur bakteri,
memasuki fase adaptasi sebelum memulai metabolism laktosa. S. thermophilus
tumbuh lebih cepat pada fase awal memecah laktosa menjadi asam laktat melalui
jalur glikolitik yang dapat menyebabkan penurunan pH (Dan et al., 2023). Kondisi
asam selama proses fermentasi memicu denaturasi protein whey dan destabilisasi
misel kasein yang dapat membentuk tekstur ciri khas yoghurt. L. bulgaricus dengan
proteolitik yang tinggi menghasilkan peptida dan asam amino untuk pertumbuhan
S. thermophilus, dan S. thermophilus menyediakan asam format dan senyawa
volatil yang merangsang metabolisme L. bulgaricus.

Mekanisme biokimiawi dalam produksi yoghurt melibatkan proses
transformasi laktosa menjadi asam laktat melalui aktivitas metabolisme dua bakteri
utama, yaitu Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophilus. Proses

dimulai dengan hidrolisis laktosa dalam susu oleh enzim [-galaktosidase yang
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dihasilkan bakteri, yang mengubah laktosa menjadi glukosa dan galaktosa.
Selanjutnya, glukosa masuk ke jalur glikolisis Embden—Meyerhof—Parnas (EMP),
suatu jalur metabolisme anaerob yang terjadi di sitoplasma sel bakteri (Hendarto et
al., 2019). Dalam jalur EMP, glukosa mengalami fosforilasi menjadi glukosa-6-
fosfat dengan bantuan enzim glukokinase dan ion Mg?* sebagai kofaktor. Senyawa
ini  kemudian  diisomerisasi menjadi  fruktosa-6-fosfat oleh  enzim
fosfoglukoisomerase, lalu difosforilasi lagi menjadi fruktosa-1,6-bifosfat oleh
fosfofruktokinase (Gambar 2.2.1).

Fruktosa-1,6-bifosfat kemudian dipecah oleh enzim aldolase menjadi dua
molekul triosa fosfat, yaitu dihidroksiaseton fosfat dan gliseraldehida-3-fosfat.
Kedua senyawa ini dapat saling diubah, dan akhirnya menghasilkan dua molekul
gliseraldehida-3-fosfat. Setiap molekul gliseraldehida-3-fosfat kemudian dioksidasi
menjadi  1,3-bifosfogliserat dengan bantuan enzim gliseraldehida-3-fosfat
dehidrogenase, sambil mereduksi NAD*® menjadi NADH. Selanjutnya, 1,3-
bifosfogliserat diubah menjadi 3-fosfogliserat oleh enzim fosfogliserat kinase,
disertai produksi ATP. Melalui serangkaian reaksi yang melibatkan enzim
fosfogliseromutase, enolase, dan piruvat kinase, 3-fosfogliserat akhirnya diubah
menjadi asam piruvat. Asam piruvat kemudian direduksi menjadi asam laktat oleh
enzim laktat dehidrogenase, dengan menggunakan NADH yang dihasilkan
sebelumnya. Produksi asam laktat yang menurunkan pH susu, menyebabkan

denaturasi protein dan pembentukan gel khas yoghurt (Hendarto et al., 2019).



21

LACTOSE

GLUCOSE
ATP

v = ADP
Glucose-6-P

v
Fructose-6-P
- ATP

f

v > ADP
Fructose-1,6-Di P
Glycoraldohyde-3-P g——p Dihydroxyactone-P
2p '\* 2NAD*
v T 2NAD « 2M°

1.3-Diphosphogiycerate
ADP
¥
|
v - ATP
3-Phosphoglycerate

v
2-Phosphoglycerate

K HO

v
Phosphoenocipyruvate
L 2 ADP
¥
v T 2ATP
Pyruvate

2 NADH « 2H*
¥

| !
v > 2 NAD*

Lactace acid

Gambar 2.2.1 Proses pembentukan laktosa menjadi asam laktat melalui jalur
EMP (Hendarto, dkk., 2019).

Kandungan nutrisi yoghurt sangat kaya dan bervariasi tergantung pada
bahan baku dan proses produksi. Yoghurt mengandung protein berkualitas tinggi,
kalsium, vitamin B kompleks, serta lemak dan karbohidrat dalam jumlah yang
seimbang (Purwantiningsih et al., 2022). Selain itu, yoghurt juga merupakan
sumber probiotik yang berperan penting dalam kesehatan pencernaan. Kandungan
nutrisi ini menjadikan yoghurt sebagai makanan yang bernilai gizi tinggi dan mudah
dicerna sehingga cocok untuk berbagai kelompok usia, termasuk anak-anak dan
lansia (Arifani ef al., 2023).

Senyawa bioaktif dalam yoghurt terutama berasal dari metabolit yang
dihasilkan oleh bakteri probiotik selama fermentasi. Senyawa tersebut meliputi
asam organik, peptida bioaktif, dan eksopolisakarida yang memiliki aktivitas

antioksidan, antimikroba, dan imunomodulator (Dini¢ et al., 2023). Peptida bioaktif
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yang terbentuk selama fermentasi dapat memberikan efek positif pada tekanan
darah dan kesehatan kardiovaskular (Frilanda dkk, 2022). Selain itu, probiotik
dalam yoghurt juga berkontribusi pada keseimbangan mikrobiota usus yang
berperan dalam pencegahan berbagai penyakit gastrointestinal.

Manfaat yoghurt telah banyak diteliti dan terbukti memberikan efek positif
pada kesehatan manusia. Konsumsi yoghurt secara rutin dapat meningkatkan sistem
imun, memperbaiki fungsi pencernaan, serta membantu pengendalian berat badan
dan kadar gula darah (Yunita dkk, 2024) serta menjadi alternatif yang lebih
tolerabel bagi penderita intoleransi laktosa, karena selama proses fermentasi,
laktosa telah dihidrolisis menjadi asam laktat sehingga mengurangi risiko terjadinya
gangguan pada sistem pencernaan. Protein kasein dan whey pada yoghurt yang
diolah dengan bakteri Lactobacillus dapat menurunkan resiko alergi
(Purwatiningsih, dkk., 2022). Yoghurt juga berperan dalam pencegahan
osteoporosis melalui kandungan kalsiumnya yang tinggi. Studi klinis menunjukkan
bahwa konsumsi yoghurt dapat mengurangi risiko infeksi saluran pernapasan dan
meningkatkan kesehatan metabolik (Mansur dkk, 2019).

Guna memenuhi kebutuhan konsumen tertentu, produk yoghurt
dimodifikasi untuk meningkatkan kandungan gizi, rasa, dan fungsionalitasnya.
Modifikasi ini diwujudkan melalui penambahan senyawa bioaktif seperti serat,
ekstrak buah, dan probiotik, serta dengan menciptakan varian yoghurt yang lebih
rendah lemak atau bebas laktosa (Wang et al., 2025). Teknologi fermentasi juga
terus dikembangkan untuk menghasilkan yoghurt dengan tekstur lebih halus dan
stabilitas mikroba yang lebih baik (Caleja et al., 2016). Inovasi ini bertujuan untuk

memperluas pasar yoghurt dan meningkatkan manfaat kesehatannya.
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2.4 Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan mikroorganisme yang mampu
menghasilkan berbagai metabolit seperti asam laktat, hidrogen peroksida, senyawa
antimikroba, serta produk metabolik lain yang memberikan dampak positif
terhadap kesehatan manusia (Nurhasanah dkk, 2020). BAL tergolong bakteri gram
positif, tidak membentuk spora, dan sebagian besar strainnya tidak menghasilkan
enzim katalase. Selain itu, BAL memiliki kemampuan bertahan dalam kondisi asam
dan bersifat fakultatif anaerob. Kelompok bakteri ini juga dikategorikan sebagai
mikroorganisme yang memenuhi standar GRAS (Generally Recognized as Safe),
yang berarti aman dan bermanfaat bagi manusia (Finanda dkk, 2021). Sebagian
besar BAL merupakan bakteri nonpatogen, meskipun terdapat beberapa spesies
tertentu yang bersifat patogen. BAL adalah bakteri mesofilik dengan beberapa
strain yang menunjukkan sifat termofilik, mampu tumbuh pada rentang suhu antara
5 hingga 45°C dan pH hingga 3,8. Selain itu, BAL memiliki aktivitas proteolitik
dengan kebutuhan asam amino yang spesifik (Risna ef al., 2022).

Mekanisme kerja BAL tidak melibatkan degradasi protein secara merusak,
melainkan melalui fermentasi berbagai jenis karbohidrat menjadi asam-asam
organik (Rahmiati & Simanjuntak, 2019). BAL dinamakan demikian karena salah
satu produk utama fermentasinya adalah asam laktat. Secara morfologi dan
fisiologi, BAL merupakan bakteri gram positif, tidak membentuk endospora,
katalase negatif, nonmotil, dan mampu mengubah karbohidrat menjadi asam laktat.
Untuk karakterisasi BAL, diperlukan pengujian tipe fermentasi, toleransi suhu,

serta toleransi terhadap garam (NaCl) (Dewi dkk, 2022).
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Berdasarkan produk akhir metabolisme, BAL diklasifikasikan menjadi dua
kelompok wutama, yaitu homofermentatif dan heterofermentatif. BAL
homofermentatif hanya menghasilkan asam laktat sebagai produk fermentasi
utama, sedangkan BAL heterofermentatif menghasilkan asam laktat beserta produk
lain seperti asam asetat, etanol, dan karbon dioksida. Contoh genus BAL
homofermentatif meliputi Pediococcus, Streptococcus, serta beberapa strain dari
genus Lactococcus dan Lactobacillus. Sementara itu, genus BAL heterofermentatif
mencakup Weisella, Leuconostoc, dan beberapa strain dari genus Lactobacillus
(Chotiah & Damayanti, 2018).

Bakteri Asam Laktat (BAL) secara luas dimanfaatkan sebagai kultur starter
pada industri pangan, khususnya dalam proses fermentasi. BAL memiliki
kapabilitas untuk mensintesis asam laktat dari beragam sumber karbon sehingga
mempercepat proses pengasaman pada bahan pangan. Hal ini berperan dalam
memperpanjang masa simpan produk dan merupakan salah satu metode
pengawetan. Selain asam laktat, BAL yang diaplikasikan pada produk fermentasi
juga mampu menghasilkan senyawa-senyawa dengan aktivitas antibakteri, seperti
asam organik, hidrogen peroksida, dan bakteriosin (Risna et al., 2022a). Peran
strategis BAL dalam industri pangan mencakup perbaikan profil sensori (citra rasa)

dan pengawetan produk-produk fermentasi (Yulianti ef al., 2022)

Gambar 2.3 Morfologi bakteri asam laktat, (a) L. bulgaricus dan (b) S.
thermophilus (Hendarto dkk. 2019).
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Berdasarkan karakteristik metabolisme, BAL dapat diklasifikasikan ke
dalam dua subkelompok utama, yaitu mikroorganisme homofermentatif dan
heterofermentatif (Finanda et al., 2021). Kelompok homofermentatif secara
predominan hanya memproduksi asam laktat sebagai produk akhir metabolisme.
Sebaliknya, kelompok heterofermentatif, di samping menghasilkan asam laktat,
juga menghasilkan produk sampingan seperti karbon dioksida, asam asetat, dan
etanol. Nur (2022) menyatakan bahwa secara taksonomi, bakteri penghasil asam
laktat tersebar dalam beberapa garis keturunan yang berbeda, meliputi famili
Bacillaceae (dengan genus Bacillus), famili Sporolactobacillaceae (dengan genus
Sporolactobacillus), famili  Bifidobacteriaceae (yang mencakup genus
Aeriscardovia, Alloscardovia, Bifidobacterium, Gardnerella, Metascardovia,
Parascardovia, dan Scardovia), serta ordo Lactobacillales. Kelompok filogenetik ini
terdiri dari 500 spesies dengan enam famili, yaitu:

1. Famili Aerococcaceae mencakup genus Abiotrophia, Aerococcus,
Dolosicoccus, Eremococcus, Facklamia, Globicatella, dan
Ignavigranum.

2. Famili Carnobacteriaceae terdiri dari genus Alkalibacterium, Allofustis,
Alloiococcus, Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium,
Desemzia, Dolosigranulum, Granulicatella, Isobaculum, Lacticigenium,
Marinilactibacillus, Pisciglobus, dan Trichococcus.

3. Famili Enterococcaceae memiliki genus Bavariicoccus, Catellicoccus,
Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus, dan

Vagococcus.
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4. Famili Lactobacillaceae hanya terdiri dari dua genus, yaitu Lactobacillus
dan Pediococcus.
5. Famili Leuconostocaceae mencakup genus Leuconostoc, Fructobacillus,
Oenococcus, dan Weissella.
6. Famili Streptococcaceae meliputi genus Lactococcus, Lactovum, dan
Streptococcus
2.4.1 Fase Pertumbuhan Bakteri

Pertumbuhan bakteri terdiri atas empat fase utama yang menggambarkan
perubahan populasi sel dalam suatu lingkungan terkontrol (Risna et al., 2022). Fase
pertama adalah fase lag atau fase adaptasi, bakteri melakukan penyesuaian
fisiologis terhadap kondisi lingkungan baru. Pada fase ini, terjadi sintesis enzim,
RNA, dan komponen seluler lainnya yang diperlukan untuk mempersiapkan
pembelahan sel. Durasi fase lag bervariasi tergantung pada jenis medium, ukuran
inokulum awal, kondisi pH, suhu, dan riwayat fisiologis sel. Fase ini dapat
berlangsung dari beberapa menit hingga beberapa jam, dan merupakan respons
adaptif terhadap stres lingkungan sebelum memasuki periode pertumbuhan aktif
(Hendarto et al., 2019).

Setelah fase lag, bakteri memasuki fase eksponensial atau fase log, terjadi
peningkatan jumlah sel secara logaritmik. Fase log terjadi aktivitas metabolisme sel
mencapai puncaknya, dan pembelahan sel berlangsung dengan kecepatan konstan.
Faktor yang mempengaruhi fase eksponensial meliputi ketersediaan nutrisi, suhu
optimum, pH, dan karakteristik genetik bakteri. Waktu generasi, yaitu interval yang

diperlukan untuk satu sel membelah menjadi dua, dapat dihitung pada fase ini. Fase
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eksponensial sangat penting dalam proses fermentasi karena pada tahap ini bakteri
memproduksi metabolit primer seperti asam laktat (Nuraida et al., 2014).

Setelah nutrisi mulai terbatas dan produk metabolik terakumulasi, bakteri
memasuki fase stasioner, yang laju pertumbuhan seimbang dengan laju kematian
sel, sehingga jumlah sel tetap konstan. Meskipun tidak terjadi pertumbuhan bersih,
sel-sel tetap melakukan aktivitas metabolik dan pembelahan terbatas. Fase stasioner
sering kali dipicu oleh habisnya sumber karbon, akumulasi senyawa toksik, atau
perubahan kondisi lingkungan. Beberapa bakteri dapat membentuk spora atau
menginduksi ekspresi gen yang terkait dengan ketahanan sel dalam fase ini. Fase
terakhir adalah fase kematian, di mana laju kematian sel melebihi laju pembentukan
sel baru. Penurunan jumlah sel dapat terjadi secara eksponensial akibat kekurangan
nutrisi, akumulasi produk sisa metabolik yang bersifat inhibitor, atau kerusakan
struktural sel. Pada beberapa kondisi, fase kematian dapat diikuti oleh fase
kelangsungan hidup jangka panjang oleh sebagian kecil populasi yang mampu

beradaptasi dengan kondisi stress (Risna et al., 2022).

2.5 Kualitas Yoghurt

Yoghurt merupakan produk olahan susu yang dihasilkan melalui proses
fermentasi menggunakan bakteri asam laktat, terutama Lactobacillus
bulgaricus dan Streptococcus thermophilus. Proses fermentasi ini tidak hanya
memberikan cita rasa khas dan tekstur yang kental tetapi juga meningkatkan nilai
gizi dan daya simpannya. Kualitas yoghurt sangat ditentukan oleh parameter
mikrobiologi, kimia, fisika, dan organoleptik. Di Indonesia, standar mutu yoghurt
secara keseluruhan diatur dalam SNI 2981:2022 tentang Yoghurt yang menjadi

acuan wajib bagi industri dalam memproduksi produk yang aman, bermutu, dan
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layak konsumsi (Badan Standardisasi Nasional [BSN], 2022). Telah dijelaskan
dalam QS. Al-Maidah [5]: 88 yang berbunyi:
O3k ey 351 E0 A 1280 Sils B 1G5 G sl
Artinya: “Makanlah apa yang telah Allah anugerahkan kepadamu sebagai
rezeki yang halal lagi baik, dan bertakwalah kepada Allah yang hanya
kepada-Nya kamu beriman.” (QS. Al-Ma’idah [5] : 88).

Tafsir Al Mishbah Jilid 03 menjelaskan, Dan makanlah makanan yang halal,
yakni yang bukan haram lagi baik, lezat, bergizi dan berdampak positif bagi
kesehatan dari apa yang Allah telah rezekikan kepada kamu, dan bertakwalah
kepada Allah dalam segala aktivitas kamu yang kamu terhadap-Nya adalah
mu’minun, yakni orang-orang yang mantap keimanannya. Yang dimaksud dengan
kata makan dalam ayat ini, adalah segala aktivitas manusia. Pemilihan kata makan,
di samping karena ia merupakan kebutuhan pokok manusia, juga karena makanan
mendukung aktivitas manusia. Tanpa makan, manusia lemah dan tidak dapat
melakukan aktivitas. Ayat ini memerintahkan untuk memakan yang halal lagi baik.

Tafsir Thabari jilid 9 menjelaskan, konsumsilah makanan yang halal
(diperbolehkan secara syariat) lagi baik (thayyib, yakni memenuhi standar
kesehatan, kebersihan, dan keamanan) dari rezeki yang telah Allah berikan kepada
kalian. Maksud dari perintah tersebut adalah agar kalian hanya mengonsumsi apa
yang secara tegas dihalalkan oleh Allah. Oleh karena itu, wahai orang-orang yang
beriman, hendaklah kalian takut (bertaqwa) dengan tidak melampaui batas-batas
ketentuan syariat, sehingga kalian tidak serta-merta menghalalkan apa yang telah
diharamkan atau mengharamkan apa yang telah dihalalkan. Bersikaplah cermat dan

waspada, karena pelanggaran terhadap ketentuan tersebut berpotensi mendatangkan



29

kemurkaan Allah, atau akan berdampak pada penerimaan balasan atas pelanggaran
tersebut.

Telah dijabarkan maksud ayat tersebut, yaitu Allah SWT memerintahkan
orang-orang beriman untuk mengonsumsi rezeki yang halal dan thayyib (baik)
sebagai bagian dari ketakwaan. Rezeki yang halal tidak hanya mencakup jenis
makanan yang diperbolehkan syariat, tetapi juga cara memperolehnya harus sesuai
dengan aturan agama. Sementara itu, kriteria thayyib menekankan bahwa makanan
tersebut harus bergizi, menyehatkan, dan memberikan dampak positif bagi tubuh
maupun jiwa. Hal ini penting karena makanan yang dikonsumsi tidak hanya
memengaruhi kondisi fisik, tetapi juga spiritual dan akhlak seseorang. Allah juga
mengingatkan bahwa tidak semua yang halal otomatis baik; ada makanan yang
halal namun kurang bergizi atau bahkan makruh, sehingga umat Islam harus selektif
dalam memilih. Perintah ini tidak terbatas pada makanan semata, tetapi juga
mencakup seluruh aktivitas kehidupan, karena prinsip "halal dan thayyib" menjadi
landasan dalam menjalani hidup yang berkah.

Secara mikrobiologis, SNI 2981:2022 menetapkan persyaratan yang ketat
untuk menjamin keamanan pangan. Standar ini mensyaratkan jumlah bakteri asam
laktat hidup (Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophilus) minimal
sebanyak 107 koloni/gr. Persyaratan ini penting karena bakteri probiotik inilah yang
memberikan manfaat kesehatan bagi saluran pencernaan (Fithriani et al., 2019).
Pemenuhan persyaratan mikrobiologi menjadi indikator utama bahwa proses
fermentasi berjalan dengan baik dan produk terhindar dari kontaminasi (BSN,

2022).



Tabel 2.2 Syarat mutu yoghurt (SNI 2981:2009)

Yogurt tanpa perlakuan panas setelah

Yogurt dengan perlakuan panas setelah

Kriteria Uji fermentasi fermentasi
No. Satuan Yoghurt Yoghurt Yoghurt Yoghurt Yoghurt Yoghurt
rendah tanpa lemak rendah tanpa lemak
lemak lemak
1  Keadaan
1.1  Penampakan - Cairan kental - padat Cairan kental - padat
1.2 Bau - Normal/khas Normal/khas
1.3 Rasa - Asam/khas Asam/khas
1.4 Konsistensi - Homogen Homogen
2 Kadar lemak (b/b) % Min. 3,0 0,6-2,9 Maks. 0,5 Min. 3,0 0,6-2,9 Maks. 0,5
3 Total padatan susu % Min. 8,2 Min. 8,2
bukan lemak (b/b)
4  Protein (N x 6,38) % Min. 2,7 Min. 2,7
(b/b)
5  Kadar abu(b/b) % Maks. 1,0 Maks. 1,0
6  Keasaman (dihitung %
sebagai asam laktat) 0,5-2,0 0,5-2,0
(b/b)
7  Cemaran logam
7.1  Timbal (Pb) Mg/Kg Maks. 0,3 Maks. 0,3
7.2 Tembaga (Cu) Mg/Kg Maks. 20,0 Maks. 20,0
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Tabel 2.2 Lanjutan

Yogurt tanpa perlakuan panas setelah Yogurt dengan perlakuan panas setelah
Kriteria Uji fermentasi fermentasi
No. Satuan Yoghurt Yoghurt Yoghurt Yoghurt Yoghurt Yoghurt
rendah tanpa lemak rendah tanpa lemak
lemak lemak
7.3 Timah (Sn) Mg/Kg Maks. 40,0 Maks. 40,0
7.4 Raksa (Hg) Mg/Kg Maks. 0,03 Maks. 0,03
8  Arsen Mg/Kg Maks. 0,1 Maks. 0,1
9  Cemaran mikroba
9.1 Bakteri Coliform APM/g atau Maks. 10 Maks. 10
koloni/g
9.2  Salmonella - Negatif/25 g Negatif/25 g
9.3  Listeria - Negatif/25 g Negatif/25 g
monocytogenes
10 Jumlah bakteri starter ~ Koloni/g Min. 10’ -

Parameter kimia menjadi penentu utama mutu dan kesesuaian produk. SNI 2981:2022 menetapkan kadar lemak susu minimum
sebesar 2,7% untuk plain yoghurt dan kadar protein minimum 3,0%. Kadar keasaman, yang dihasilkan dari fermentasi, harus tidak kurang
dari 0,6% yang dinyatakan sebagai asam laktat. Kadar asam ini tidak hanya memengaruhi rasa tetapi juga berfungsi sebagai pengawet alami

dan penghambat pertumbuhan mikroba perusak (Setiadi & Husni, 2024). Selain itu, standar juga mengatur batasan maksimum cemaran logam
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berat seperti timbal (Pb) dan timah (Sn) untuk memastikan produk bebas dari
bahaya kimia yang dapat membahayakan kesehatan konsumen dalam jangka
panjang (BSN, 2022).

2.5.1 Uji pH

Derajat keasaman (pH) merupakan suatu satuan pengukuran yang
menyatakan tingkat keasaman atau kebasaan suatu larutan. Istilah "pH" berasal dari
simbol "p" yang menyatakan operator matematika logaritma negatif dan "H" yang
merupakan simbol kimia untuk unsur hydrogen (Sumampow dkk, 2025). Secara
definitif, pH didefinisikan sebagai negatif logaritma dari aktivitas ion hidrogen
(H"). Nilai pH memberikan informasi kuantitatif mengenai derajat keasaman atau
alkalinitas berdasarkan konsentrasi ion H*, dengan rentang skala pengukuran dari 0
hingga 14 (Bayu & Ratna, 2011).

Suatu larutan diklasifikasikan sebagai asam apabila memiliki nilai pH
kurang dari 7, yang mengindikasikan konsentrasi ion hidrogen (H") lebih tinggi
dibandingkan ion hidroksida (OH"). Sebaliknya, larutan bersifat basa jika nilai pH-
nya lebih besar dari 7, yang menandakan konsentrasi ion OH™ lebih dominan
daripada ion H" (Basuki, 2021). Metode pengukuran pH dapat dilakukan
menggunakan kertas indikator universal yang berprinsip pada pengamatan
perubahan warna strip indikator terhadap pH larutan (Bayu & Sugito, 2017).
Namun, metode ini memiliki keterbatasan dalam hal akurasi dan presisi karena
rentan terhadap kesalahan subjektivitas dalam interpretasi warna, terutama pada
larutan sampel yang berwarna atau keruh. Untuk memperoleh hasil pengukuran
yang lebih akurat dan presisi, penggunaan pH meter elektrometrik sangat

dianjurkan (Bayu & Ratna, 2011).
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Standar Nasional Indonesia (SNI) 2981:2022 tentang Y oghurt menetapkan
persyaratan mutu yang komprehensif, termasuk batasan untuk parameter keasaman.
Meskipun SNI secara eksplisit menyatakan kadar keasaman minimum (dinyatakan
sebagai asam laktat) sebesar 0,6%, nilai pH merupakan alat ukur operasional yang
langsung dan cepat untuk memantau pencapaian target keasaman tersebut. Nilai
yoghurt yang baik biasanya berkisar antara 4,0 hingga 4,6. Nilai di bawah 4,0 dapat
mengindikasikan over-fermentasi yang menghasilkan rasa yang terlalu tajam dan
tajam (over acid), sedangkan nilai yang mendekati atau di atas 4,6 menunjukkan
bahwa fermentasi tidak optimal atau tidak lengkap, yang dapat mempengaruhi rasa,
aroma, viskositas, dan daya simpan produk. Dengan demikian, pengukuran pH
merupakan prosedur wajib dalam industri untuk memastikan konsistensi dan
kesesuaian produk dengan standar yang berlaku (Rahayu dkk, 2020).

2.5.2 Uji Kadar Asam

Kadar asam merupakan parameter kimiawi fundamental dalam penentuan
mutu dan keamanan yoghurt. Berbeda dengan pengukuran pH yang mengukur
aktivitas ion hidrogen, uji kadar asam (biasanya dinyatakan sebagai persen asam
laktat) mengukur jumlah total asam tertitrasi yang terdapat dalam produk yoghurt
(Nugroho dkk, 2023). Parameter ini secara langsung mengkuantifikasi hasil
metabolisme bakteri asam laktat (BAL) selama proses fermentasi, di mana laktosa
diubah menjadi asam laktat. Kadar asam yang memadai tidak hanya bertanggung
jawab terhadap pembentukan flavor khas yoghurt, tetapi juga berfungsi sebagai
penghambat alami terhadap pertumbuhan mikroorganisme perusak dan patogen
sehingga memperpanjang masa simpan produk (Kasmiyetti dkk., 2022).

Pengukuran kadar asam melalui metode titrasi alkalimetri dengan menggunakan
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indikator phenolphthalein merupakan metode standar yang diakui secara
internasional dan diadopsi dalam standar nasional (Frilanda dkk, 2022).

Standar Nasional Indonesia (SNI) 2981:2022 tentang yoghurt menetapkan
persyaratan mutu yang jelas dan tegas mengenai kadar asam produk yoghurt. SNI
mensyaratkan kadar asam minimum sebesar 0,6% yang dinyatakan sebagai asam
laktat. Persyaratan ini tidak hanya menjamin terbentuknya karakteristik sensori
yang diinginkan (rasa dan aroma asam yang khas), tetapi juga memastikan bahwa
proses fermentasi telah berlangsung dengan sempurna sehingga produk memiliki
stabilitas mikrobiologis yang adequate (Kasmiyetti dkk, 2022). Kadar asam di
bawah 0,6% mengindikasikan fermentasi yang tidak optimal atau tidak lengkap,
yang dapat menyebabkan flavor yang kurang berkembang, tekstur yang lemah, dan
rentan terhadap kontaminasi mikroba. Sebaliknya, kadar asam yang terlalu tinggi
(over acidification) dapat menghasilkan rasa yang terlalu tajam dan tidak disukai
konsumen (Rahayu dkk, 2020).

Prosedur pengujian kadar asam sesuai SNI 2981:2022 melibatkan teknik
titrasi dengan menggunakan larutan standar NaOH 0,1 N. Sampel yoghurt
ditimbang secara teliti, dilarutkan dalam air bebas CO; , dan kemudian dititrasi
dengan NaOH hingga mencapai titik akhir titrasi yang ditandai dengan perubahan
warna menjadi merah muda yang tidak hilang selama 30 detik. Perhitungan kadar
asam dilakukan berdasarkan volume NaOH yang digunakan hingga titik ekivalen.
Metode ini, meskipun terlihat sederhana, memerlukan ketelitian dan pengalaman
dalam mengamati titik akhir titrasi, terutama pada sampel yoghurt yang berwarna

atau keruh, untuk menghindari kesalahan pembacaan (BSN, 2022; Sari et al., 2022).
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Beberapa faktor proses produksi secara signifikan mempengaruhi kadar
asam akhir yoghurt. Penelitian oleh Wulandari & Santoso (2021) menunjukkan
bahwa konsentrasi kultur starter, suhu, dan waktu inkubasi fermentasi memiliki
korelasi positif dan signifikan terhadap akumulasi asam laktat. Suhu inkubasi yang
lebih tinggi (dalam kisaran optimum BAL) dan waktu fermentasi yang lebih lama
umumnya menghasilkan kadar asam yang lebih tinggi. Selain itu, komposisi susu
dasar, khususnya kandungan padatan total dan laktosa, juga berperan sebagai
substrat yang tersedia untuk konversi menjadi asam laktat. Variasi dalam kualitas
dan komposisi susu dapat menyebabkan fluktuasi dalam kadar asam akhir sehingga
menegaskan pentingnya kontrol proses yang ketat dan pengujian rutin untuk
memastikan konsistensi produk (Wulandari & Santoso, 2021).

2.5.3 Uji Total Bakteri Asam Laktat

Bakteri utama yang digunakan dalam  pembuatan  yoghurt
adalah Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus bulgaricus, yang bekerja
secara sinergis dalam memfermentasi laktosa menjadi asam laktat (Dewi dkk,
2022). Keberadaan BAL hidup dalam jumlah yang memadai pada produk akhir
menjadi indikator kualitas terpenting, karena secara langsung berkorelasi dengan
manfaat probiotik dan keasaman produk. Standar Nasional Indonesia telah
menetapkan persyaratan ketat mengenai jumlah minimal BAL dalam yoghurt, yang
menjamin kualitas dan manfaat produk bagi konsumen (Fithriani ef al/, 2019).

Standar Nasional Indonesia (SNI) 2981:2022 tentang Y oghurt menetapkan
persyaratan jumlah total BAL hidup minimum sebesar 10” CFU/mL (Hidayat dkk,
2013). Persyaratan ini sejalan dengan standar internasional yang dikeluarkan oleh

Food and Agriculture Organization (FAO) dan World Health Organization (WHO)
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serta Codex Alimentarius Commission. Jumlah ini dianggap sebagai tingkat
minimal yang diperlukan untuk memberikan manfaat kesehatan, termasuk menjaga
keseimbangan mikroflora usus, meningkatkan absorpsi nutrien, dan mendukung
sistem imun. Selain jumlah total BAL, SNI juga mensyaratkan adanya kedua jenis
bakteri starter (S. thermophilus dan L. bulgaricus) dalam produk akhir, yang
membedakan yoghurt sejati dari produk fermentasi susu lainnya (Rahmiati &
Simanjuntak, 2019).

Metode pengujian total BAL dalam SNI 2981:2022 mengacu pada metode
standar yang diakui secara internasional, yaitu menggunakan teknik hitungan
cawan (plate count) dengan media spesifik seperti MRS agar dan M 17 agar. Sampel
yoghurt dilakukan pengenceran bertingkat menggunakan larutan pengencer steril
(seperti peptone water 0,1%) untuk mendapatkan konsentrasi yang sesuai.
Penumbuhan dilakukan secara anaerob pada suhu 37°C selama 48-72 jam (Nugroho
dkk, 2023). Koloni yang tumbuh kemudian dihitung dan dinyatakan sebagai Colony
Forming Unit per milliliter (CFU/mL). Metode ini dipilih karena reliabilitas dan
akurasinya dalam mengkuantifikasi bakteri viable, meskipun memerlukan waktu
dan ketelitian dalam pelaksanaannya (Canon dkk, 2023).

Faktor produksi dan penyimpanan dapat mempengaruhi viabilitas BAL
dalam yoghurt. Penelitian oleh Wulandari & Santoso (2021) menunjukkan bahwa
suhu fermentasi, pH akhir, dan kondisi penyimpanan berpengaruh signifikan
terhadap kelangsungan hidup BAL (Nugroho dkk, 2023). Suhu penyimpanan
yoghurt yang ideal adalah 4°C, karena suhu yang lebih tinggi dapat mempercepat
penurunan jumlah BAL hidup. Selain itu, tingkat keasaman produk yang terlalu

tinggi (pH < 3,8) juga dapat menurunkan viabilitas BAL selama penyimpanan.
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Penambahan prebiotic seperti inulin dan FOS (fructooligosaccharides) telah
terbukti dalam beberapa penelitian dapat meningkatkan ketahanan hidup BAL
selama penyimpanan dengan berperan sebagai sumber nutrient (Hidayat dkk,
2013).
2.5.4 Karakterisasi Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri gram positif, tidak
membentuk spora, non-respirasi namun aerotoleran, yang menghasilkan asam
laktat sebagai salah satu produk fermentasi utama melalui pemanfaatan karbohidrat
(Ayivi et al., 2020). Bakteri asam laktat menghasilkan asam laktat sebagai produk
akhir katabolisme karbohidrat dan juga membentuk substansi organik lain yang
berkontribusi pada karakteristik organoleptik unik, seperti rasa, tekstur, dan aroma.
Dillon (2014) menyatakan jika genus dari bakteria asam laktat terdiri dari
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Streptococcus, Carnobacterium, Fructobacillus, Oenococcus, dan Weisella. Bakteri
asam laktat juga telah diklasifikasikan ke dalam genus dan spesies yang berbeda
berdasarkan karakteristik produksi asamnya dari fermentasi gula dan
pertumbuhannya pada suhu spesifik. Selain itu, bakteri asam laktat dapat
dikelompokkan sebagai organisme homofermentatif atau heterofermentatif
berdasarkan kemampuannya memfermentasi karbohidrat (Fauziyah et al., 2023).
Bakteri asam laktat homofermentatif, seperti Lactococcus dan Streptococcus,
menghasilkan dua molekul laktat dari satu molekul glukosa, sedangkan bakteri
asam laktat heterofermentatif, seperti Leuconostoc, Weissella, dan
beberapa Lactobacilli, menghasilkan laktat, etanol, dan karbon dioksida dari satu

molekul glukosa (Ali et al., 2019).
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Karakterisasi bakteri asam laktat meliputi pengamatan bentuk sel, susunan,
serta sifat pewarnaan gram. Koloni bakteri asam laktat biasanya berbentuk bulat,
berwarna putih hingga krem, permukaan halus, dan cenderung kecil (Ayivi et al.,
2020). Secara mikroskopis setelah pewarnaan gram, bakteri asam laktat termasuk
gram positif berbentuk batang (Lactobacillus) atau kokus (Streptococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc), tidak membentuk spora, dan tidak
memiliki motilitas (Fauziyah et al., 2023). BAL tidak menghasilkan enzim katalase,
sehingga dalam uji katalase memberikan hasil negative, bersifat fakultatif anaerob,
dan mampu tumbuh pada kondisi asam serta konsentrasi garam tertentu, sedangkan
pada uji fermentasi gula digunakan untuk membedakan pola fermentasi
homofermentatif atau heterofermentatif (Chotiah & Rini, 2018).

Ayivi dkk., 2020 menyatakan jika, untuk memastikan identitas isolat hingga
tingkat genus atau spesies, metode molekuler digunakan, terutama amplifikasi dan
sekuensing gen 16S rRNA. Analisis sekuens ini kemudian dibandingkan dengan
database genetik untuk menentukan kedekatan filogenetik. Dengan metode ini,
isolat dapat dipastikan apakah termasuk Lactobacillus plantarum, Lactococcus
lactis, Streptococcus thermophilus, dan sebagainya. Beberapa penelitian juga
menambahkan uji toleransi terhadap pH rendah, suhu tertentu, dan garam empedu,
untuk menilai viabilitas BAL dalam sistem pangan atau saluran pencernaan. Uji
aktivitas antimikroba (misalnya produksi bakteriosin atau senyawa penghambat
lain) juga dilakukan untuk mengevaluasi potensi probiotiknya (Ali ef al., 2019).

2.5.4.1 Identifikasi Makroskopis

Identifikasi awal bakteri asam laktat (BAL) secara makroskopis merupakan

tahap dalam proses karakterisasi isolat mikroba yang diperoleh dari berbagai
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sumber, seperti bahan pangan hasil fermentasi, saluran pencernaan hewan maupun
manusia, serta lingkungan alami (Z. Z. N. Amaliah ef al., 2018). Pengamatan
makroskopis dilakukan dengan menumbuhkan isolat pada media selektif yang
mendukung pertumbuhan BAL, seperti de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (Aini
et al., 2022). Media ini dirancang secara khusus untuk menekan pertumbuhan
mikroorganisme non-BAL, sehingga memungkinkan pengamatan morfologi koloni
secara lebih spesifik. Parameter utama yang diamati dalam identifikasi makroskopis
mencakup bentuk koloni (misalnya bundar, tidak beraturan/irregular, atau
punctiform), ukuran koloni, warna (umumnya putih susu atau krem), elevasi
(seperti cembung, rata, atau timbul/raised), serta tepian koloni (entire, undulate,
atau lobate) (Giyatno & Retnaningrum, 2021). Ayivi et al. (2020) menyatakan
bahwa isolat BAL umumnya membentuk koloni berbentuk bundar, berwarna putih
susu, memiliki elevasi cembung, dan tepian rata. Ciri morfologi ini mencerminkan
karakteristik umum BAL yang bersifat non-motil dan tumbuh baik pada kondisi
anaerob fakultatif, serta identifikasi makroskopis dapat digunakan sebagai indikator
awal sebagai pembeda antar-isolat.
2.5.4.2 Pewarnaan Gram

Tahap karakterisasi mikroskopis merupakan tahap lanjutan dari identifikasi
makroskopis dalam proses penentuan karakter fenotipik BAL. Salah satu teknik
dasar yang digunakan dalam tahap ini adalah pewarnaan Gram, yang berfungsi
untuk membedakan bakteri berdasarkan struktur dinding selnya (Aini et al., 2022).
Metode ini memanfaatkan perbedaan ketebalan lapisan peptidoglikan dalam
dinding sel bakteri, sehingga dapat mengelompokkan mikroorganisme menjadi

Gram positif dan Gram negatif. BAL secara umum tergolong Gram positif karena
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memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal, sehingga mampu mempertahankan
kompleks pewarna kristal violet-iodium dan menghasilkan warna akhir ungu atau
biru ketika diamati di bawah mikroskop cahaya (Damayanti et al., 2024).

Pewarnaan Gram biasanya diamati pada perbesaran 1000x dengan minyak
imersi. Selain memastikan sifat Gram positif, pengamatan mikroskopis ini juga
memberikan informasi penting mengenai morfologi sel (misalnya berbentuk kokus
atau basil) serta pola pengelompokan sel (misalnya berpasangan, berantai, atau
bergerombol). Berdasarkan berbagai hasil penelitian, BAL umumnya
diklasifikasikan ke dalam dua bentuk morfologi utama: kokus (bulat), yang sering
dijumpai pada genus Streptococcus dan Pediococcus, serta basil (batang), yang
umum ditemukan pada genus Lactobacillus dan Lactococcus (Giyatno &
Retnaningrum, 2021). Isolat BAL yang diperoleh dari berbagai sumber fermentasi
secara konsisten memperlihatkan warna ungu atau biru pada pewarnaan Gram, yang
mengonfirmasi sifat Gram positifnya. Morfologi yang diamati juga mendukung
klasifikasi tersebut, dengan bentuk sel basil dan/atau kokus sebagai karakteristik
dominan (Nurmailah et al., 2024). Selain itu, pengamatan mikroskopis juga
mengidentifikasi ciri khas lain dari BAL, yaitu non-motil (tidak memiliki flagela
atau alat gerak) serta tidak membentuk spora (non-spore forming). Sifat ini menjadi
indikator fenotipik penting dalam membedakan BAL dari kelompok bakteri lain
yang memiliki kemampuan motilitas atau sporulasi.
2.5.4.3 Pewarnaan Endospora

Pewarnaan endospora merupakan teknik pewarnaan yang digunakan untuk
mendeteksi keberadaan struktur dorman berupa endospore pada bakteri. Endospora

bersifat sangat resisten karena memiliki lapisan pelindung yang tebal dan
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mengandung keratin dan kalsium dipikolinat yang menyebabkan sulit ditembus
oleh pewarna biasa. Tujuan utama pewarnaan ini adalah membantu
mengidentifikasi bakteri pembentuk spora, menentukan lokasi dan bentuk spora di
dalam sel, serta memahami mekanisme ketahanan bakteri terhadap kondisi ekstrem
lingkungan. Metode Schaeffer-Fulton sering digunakan dengan prinsip
menggunakan zat warna primer Malachite green melalui pemanasan sebagai
mordan, karena dinding endospora impermeabel terhadap bahan kimia. Setelah
pemanasan, preparat didinginkan dan dibilas dengan air sehingga Malachite green
keluar dari sel vegetatif tetapi tetap terperangkap dalam endospore. Selanjutnya,
diberikan pewarna tandingan (counterstain) berupa safranin yang mewarnai sel
vegetatif menjadi merah atau merah muda. Hasil akhirnya menunjukkan kontras
yang jelas endospora berwarna hijau, sedangkan sel vegetatif berwarna merah/pink.

Secara prosedural, tahapan pewarnaan dilakukan secara sistematis, yaitu
pembuatan sediaan apus bakteri pada kaca objek, fiksasi panas, kemudian preparat
dipanaskan sambil ditetesi Malachite green selama beberapa menit agar pewarna
masuk ke struktur spora. Setelah itu, preparat didinginkan dan dicuci dengan air
sebagai dekolorisasi, lalu diberi safranin selama +1-2 menit, dibilas, dikeringkan,
dan diamati di mikroskop . Pemanasan berfungsi meningkatkan permeabilitas
dinding spora sehingga pewarna terperangkap permanen, sedangkan sel vegetatif
kehilangan Malachite green dan menyerap safranin . Dengan demikian, metode ini
merupakan pewarnaan diferensial struktural yang mampu membedakan fase
dorman dan fase aktif bakteri.

Pada bakteri asam laktat seperti Lactobacillus, Leuconostoc, atau

Pediococcus, secara biologis bakteri tersebut tidak membentuk endospora. Oleh
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karena itu, pada pewarnaan endospora seharusnya seluruh sel tampak berwarna
merah atau merah muda tanpa adanya struktur hijau di dalam sel. Warna merah
menunjukkan bahwa sel vegetatif menyerap safranin karena tidak memiliki struktur
spora yang dapat mempertahankan malachite green, yang menunjukkan bahwa
hasil tersebut menandakan bakteri non-sporogenik, sesuai karakter bakteri asam
laktat yang umumnya tidak tahan terhadap kondisi ekstrem melalui pembentukan
spora.
2.5.4.4 Uji Katalase

Uji katalase merupakan salah satu metode biokimiawi mendasar yang
digunakan dalam proses karakterisasi fenotipik bakteri asam laktat (BAL) setelah
tahap konfirmasi pewarnaan Gram (Nuryanti et al., 2021). Prinsip dasar dari uji ini
adalah untuk mendeteksi keberadaan enzim katalase, yakni enzim yang berperan
penting dalam detoksifikasi senyawa hidrogen peroksida (H20:) — produk
sampingan toksik dari proses metabolisme aerobik. Enzim katalase bekerja dengan
mengubah H20: menjadi air (H20) dan gas oksigen (O:), yang secara kimia dapat
dituliskan sebagai reaksi: 2H.0> — 2H>0 + O: (Sianipar et al., 2020). Apabila
bakteri memiliki enzim katalase aktif, maka penambahan larutan hidrogen
peroksida 3% pada koloni akan memicu terbentuknya gelembung gas oksigen
sebagai tanda reaksi positif. Sebaliknya, tidak adanya gelembung menunjukkan
reaksi negatif. Pada BAL, hasil pengujian umumnya menunjukkan sifat katalase
negatif, menandakan ketiadaan atau rendahnya aktivitas enzim katalase (Candra &
Rahadiyanti, 2020).

Sifat katalase negatif merupakan ciri khas fisiologis BAL yang

membedakannya dari kelompok bakteri Gram positif lainnya seperti
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Staphylococcus dan Bacillus, yang pada umumnya bersifat katalase positif. Hal ini
disebabkan karena BAL secara fisiologis tergolong mikroaerofilik hingga anaerob
fakultatif, sehingga tidak bergantung pada enzim katalase sebagai mekanisme
perlindungan terhadap radikal bebas (Anggraini & Mustakim, 2025). Sebagai
gantinya, BAL dapat memiliki sistem detoksifikasi alternatif, seperti enzim
peroksidase, yang mampu menangani paparan H:0O. dalam jumlah terbatas.
Karakteristik ini menjadikan uji katalase sebagai indikator awal yang sangat
penting dalam proses seleksi isolat, karena dapat membantu membedakan BAL
sejati dari kontaminan Gram positif lainnya (Wahyuni et al., 2025).
2.5.4.5 Uji Tipe Fermentasi

Uji tipe fermentasi merupakan kriteria biokimiawi esensial untuk
mengklasifikasikan bakteri asam laktat (BAL) ke dalam dua kelompok besar:
homofermentatif dan heterofermentatif. Klasifikasi ini didasarkan pada jalur
metabolisme karbohidrat yang digunakan untuk mendegradasi heksosa, seperti
glukosa. Bakteri homofermentatif, seperti beberapa spesies Lactobacillus,
Lactococcus, dan Streptococcus, menggunakan jalur Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) dan secara dominan menghasilkan asam laktat sebagai produk akhir utama,
dengan produksi gas yang minimal atau tidak ada. Sebaliknya, bakteri
heterofermentatif, seperti genus Leuconostoc dan beberapa spesies Lactobacillus,
memanfaatkan jalur 6-fosfoglukonat/fosfoketolase, yang menghasilkan campuran
produk akhir berupa asam laktat, etanol/asam asetat, dan gas. Uji tipe fermentasi
gas ini secara praktis dilakukan dengan menumbuhkan isolat BAL pada media cair

yang dilengkapi dengan tabung durham terbalik, di mana terbentuknya gelembung
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gas di dalam tabung durham setelah inkubasi akan mengindikasikan tipe
heterofermentatif.

Diferensiasi tipe fermentasi gas memiliki implikasi signifikan terhadap
pemanfaatan BAL dalam industri pangan. Isolat homofermentatif, dengan konversi
gula yang efisien menjadi asam laktat, sangat disukai dalam produksi produk
fermentasi yang memerlukan asidifikasi cepat dan tekstur stabil, seperti yoghurt
dan keju tertentu. Penelitian oleh Anindita (2022) menegaskan bahwa karakterisasi
genus BAL memerlukan penentuan tipe fermentasi untuk memahami jalur biokimia
isolat. Sementara itu, kelompok heterofermentatif, dengan kemampuan
menghasilkan karbon dioksida, asam asetat, dan etanol dan senyawa volatil lainnya
(seperti diasetil dan asetaldehida), memainkan peran penting dalam pembentukan
aroma, cita rasa, dan tekstur berongga (gas eye) pada produk seperti keju,

sauerkraut, dan bekasam (Wieczorek & Drabinska, 2022).

2.6 Hasil Penelitian Penambahan Sari Buah Naga Merah terhadap Kualitas
Yoghurt

Penelitian yang telah dilakukan oleh Siregar et al. (2023), formulasi optimal
yoghurt dengan penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dicapai
pada konsentrasi 10%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan tersebut
memenuhi persyaratan Standar Nasional Indonesia (SNI) untuk parameter
fisikokimia, meliputi pH (4,18), aktivitas air (0,86), total asam tertitrasi (0,64%),
dan kadar abu (0,68%). Selain itu, penambahan sari buah pada tingkat ini
memberikan pengaruh nyata terhadap peningkatan kadar protein serta karakteristik

sensori seperti aroma, warna, dan rasa. Secara keseluruhan, konsentrasi 10% dinilai
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sebagai formulasi terbaik berdasarkan kesesuaian dengan SNI, karakteristik
sensori, dan komposisi kimia.

Penelitian yang dilakukan oleh Frilanda et al. (2022) pulp buah naga merah
(Hylocereus polyrhizus) dalam formulasi set yoghurt memberikan dampak
signifikan terhadap peningkatan viabilitas bakteri asam laktat, total asam, dan
reduksi nilai pH. Peningkatan konsentrasi pulp buah naga merah berkorelasi positif
dengan peningkatan total BAL dan total asam, serta berkorelasi negatif dengan nilai
pH. Konsentrasi perlakuan optimal, yaitu 15%, meregistrasi viabilitas BAL
tertinggi, mencapai 9,52 x 108 CFU/ml, serta total asam 1,12%. Analisis parameter
keasaman menunjukkan bahwa semua konsentrasi aditif pulp buah naga merah
(5%, 10%, dan 15%) berhasil mempertahankan nilai pH dalam rentang standar SNI
(3,8-4.,4). Kontrasnya, kontrol negatif (0% pulp) justru menghasilkan nilai pH 4,57,
melampaui batas maksimum standar. Implikasi dari temuan ini adalah bahwa pulp
buah naga merah tidak hanya berfungsi sebagai substrat nutrisi bagi aktivitas
metabolisme BAL, tetapi juga berperan krusial dalam memodifikasi lingkungan
fermentasi untuk mencapai profil keasaman yang sesuai dengan standar mutu.
Secara komprehensif, berdasarkan evaluasi multi-parameter (viabilitas BAL, pH,
dan total asam), konsentrasi 15% ditetapkan sebagai formulasi yang bagus serta
memenuhi seluruh persyaratan SNI dan menginduksi karakteristik fermentasi yang
paling optimal.

Penelitian Dunggio dkk. (2022) menyatakan jika variasi suhu fermentasi
terhadap sifat kimia yoghurt yang diformulasikan dengan konsentrasi 20% sari
buah naga merah, jika suhu fermentasi merupakan faktor determinan yang secara

signifikan memengaruhi total padatan terlarut (TPT), kadar vitamin C, dan total
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asam produk. Analisis optimasi suhu menunjukkan suhu fermentasi terbaik adalah
42°C, yang menghasilkan nilai TPT tertinggi sebesar 3,06 °Brix dan kadar vitamin
C sebesar 6,35 mg. Namun, untuk parameter total asam, suhu fermentasi 46°C
menghasilkan nilai tertinggi, yaitu 41,19 dan melebihi Batasan Standar Nasional
Indonesia (SNI). Penelitian ini memberikan gambaran bahwa kualitas akhir yoghurt
tidak hanya ditentukan oleh formulasi (konsentrasi buah), tetapi juga sangat
dipengaruhi oleh parameter proses, yaitu suhu fermentasi.

Penelitian yang dilakukan oleh Kasmiyetti dkk. (2022), yoghurt buah naga
merah yang diformulasikan dengan penambahan 25% sari buah. Penelitian ini
memfokuskan analisis pada pengaruh durasi penyimpanan terhadap viabilitas
bakteri asam laktat (BAL) dan profil kestabilan pH produk. Hasil penelitian
mengindikasikan bahwa selama periode penyimpanan dingin 4-5°C dan pada suhu
ruang 24°C, total viabilitas BAL pada yoghurt dengan 25% sari buah naga merah
mengalami fluktuasi. Konsentrasi BAL secara konsisten berhasil dipertahankan di
atas ambang batas minimum yang ditetapkan oleh SNI 2981:2009 (minimal 10’
CFU/ml) hingga hari ke-28. Nilai pH produk terstabilisasi dalam rentang 3,35-3,5
sepanjang durasi penyimpanan, mencerminkan kesesuaian dengan standar kisaran
pH yoghurt berdasarkan SNI. Konsentrasi 25% terbukti efektif tidak hanya dalam
menghasilkan karakteristik sensori yang bagus, tetapi juga menjamin stabilitas
mikrobial dan kimiawi yang memadai pascaproduksi hingga 21 hari pada suhu

penyimpanan yang direkomendasikan.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan parameter pH
serta kadar asam dan eksplorasi dengan parameter karakterisasi bakteri asam laktat
dan total bakteri asam laktat menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
faktorial yang terdiri dari 2 faktor dengan 3 kali pengulangan. Faktor pada
penelitian ini, meliputi konsentrasi sari buah naga merah (K) dan lama fermentasi
(L).

Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

Tabel 3.1 Kombinasi Perlakuan Konsentrasi Sari Buah Naga Merah
(Hylocereus polyrhizus) dengan Lama Fermentasi

Lama Konsentrasi
Fermentasi (L) KO0 K1 K2
L0 KOLO KI1LO K2LO0
L1 KOL1 KIL1 K2L1
L2 KOL2 KI1L2 K2L2
K+
Keterangan:

KOLO: Konsentrasi sari buah 0% dan lama fermentasi O hari
K1L0: Konsentrasi sari buah 10% dan lama fermentasi 0 hari
K2L0: Konsentrasi sari buah 15% dan lama fermentasi O hari
KOL1: Konsentrasi sari buah 0% dan lama fermentasi 2 hari
K1L1: Konsentrasi sari buah 10% dan lama fermentasi 2 hari
K2L1: Konsentrasi sari buah 15% dan lama fermentasi 2 hari
KOL2: Konsentrasi sari buah 0% dan lama fermentasi 3 hari
K1L2: Konsentrasi sari buah 10% dan lama fermentasi 3 hari
K2L2: Konsentrasi sari buah 15% dan lama fermentasi 3 hari
K" : Kontrol positif (yoghurt komersial)

47
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Penelitian ini menggunakan 3 variabel yang terdiri dari variabel kontrol,
variabel bebas, dan variabel terikat. Variabel kontrol dari penelitian ini adalah suhu
dan jenis media. Variabel bebas dari penelitian ini, yaitu konsentrasi penambahan
sari buah naga merah dan lama fermentasi. Konsentrasi sari buah naga merah,
meliputi 0% (Kontrol), 10% (10 mL), dan 15% (15 mL), sedangkan lama fermentasi
yang digunakan, meliputi O jam (Kontrol), 2 hari, dan 3 hari. Variabel terikat dari
penelitian ini, yaitu keanekaragaman bakteri asam laktat, sifat kimia (pH dan kadar

asam), dan mikrobiologi (total bakteri asam laktat).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Rangkaian penelitian dilaksanakan pada Oktober 2025, Desember 2025—
Februari 2026, bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Program Studi Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang dan Laboratorium Mikrobiologi, Universitas Islam Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kompor, panci, sendok,
pisau, mangkuk, saringan, jar kaca, cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
jarum ose, termometer, hot plate, erlenmeyer, mikropipet, timbangan, gelas ukur,
beaker glass, labu ukur, colony counter, autoklaf, spidol, vortex, bunsen, object &
cover glass, pH meter, Laminar Air Flow (LAF), inkubator, mikroskop, lemari

pendingin, magnetic stirrer, pipet tetes, buret & statif.
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3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan untuk pada penelitian ini adalah susu UHT,
buah naga merah (Hylocereus polyrhizus), starter yoghurt merk biokul, gula pasir,
media MRSA, MRSB, CaCOs3 1%, H>O», NaCl 0,9%, indikator pp, NaOH 0,1 N,
aquades, alkohol 70% & 95%, alumunium foil, kapas, plastik wrap, lateks, masker,
spirtus, blue tip, kristal violet, iodin, safranin, malachite green, object & cover

glass, buffer pH 4 dan 7, tisu, spidol, label.

3.4 Prosedur Penelitian

Prosedur yang dilaksanakan pada penelitian ini ialah sebagai berikut:
3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat merupakan langkah awal yang penting dalam melakukan
penelitian untuk memastikan kebersihan dan mencegah terjadinya kontaminasi
mikroorganisme asing ataupun bakteri yang masuk. Sterilisasi bertujuan untuk
menghilangkan mikroorganisme patogen dan pembusuk dari semua peralatan yang
bersentuhan langsung dengan bahan atau produk. Alat-alat yang akan di sterilisasi
dilakukan pencucian hingga bersih, diikuti dengan pengeringan. Untuk cawan petri
dibungkus dengan kertas, sedangkan alat gelas ditutup bagian mulutnya dengan
kapas dan kasa, lalu ditutup kembali menggunakan plastik wrap dan dibungkus
dengan plastik bening serta diikat. Proses sterilisasi menggunakan autoklaf selama
15 menit pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi (per square inch). Peralatan yang
tidak tahan terhadap suhu tinggi, dilakukan disinfeksi menggunakan alkohol 70%

dengan penyemprotan (Sapitri ef al., 2024).
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3.4.2 Pembuatan Media

Pembuatan media MRSA sebanyak 68,2 gram dan CaCO3z 10 gram
dilarutkan ke dalam 1000 ml aquades. Media dipanaskan sambil diaduk hingga
homogen, lalu mulut erlenmeyer ditutup menggunakan kapas dan alumunium foil
untuk dilakukan sterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15
menit (Mansur et al., 2019). Media MRSB 4,5 gram dilarutkan dengan 81 ml
aquades, dipanaskan dan diaduk dengan stirrer. Media MRSB yang telah homogen
lalu dipindahkan ke dalam tabung reaksi yang telah ditaruh tabung durham secara
terbalik sebanyak 9 ml tiap tabungnya dan mulut tabung reaksi ditutup dengan
kapas. Masing-masing media dimasukkan ke dalam plastik tahan panas untuk
dilakukan sterilisasi menggunakan autoklaf.
3.4.3 Pembuatan Yoghurt

Pembuatan yoghurt berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh
Jonathan et al. (2022) dengan modifikasi penelitian, yaitu susu dipasteurisasi pada
suhu 70-80°C selama 15 menit, lalu tambahkan 5% gula pasir dari volume susu
dengan terus diaduk agar tidak menggumpal. Dinginkan susu hingga suhu 40°C,
lalu susu dimasukkan ke dalam jar kaca steril. Setiap jar ditambahkan starter
yoghurt merk biokul yang mengandung bakteri Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, dan Bifidobacterium
sebanyak 3% dari volume susu.
3.4.4 Pembuatan Sari Buah Naga Merah

Buah naga merah matang yang kulitnya berwarna merah tua dan memiliki
tekstur lembut, dicuci lalu dikupas kulitnya dan daging buah dipotong kecil-kecil

untuk dihancurkan dengan sendok. Daging buah naga merah yang telah
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dihancurkan, lalu disaring menggunakan saringan stainless. Hasil penyaringan lalu
dipasteurisasi pada suhu 80°C selama 15 menit, lalu didinginkan (Kasmiyetti, Amri,
Rahmayeni, et al., 2022).
3.4.5 Pembuatan Yoghurt dengan Penambahan Sari Buah Naga Merah
Pembuatan yoghurt dengan penambahan sari buah naga merah dilakukan
berdasarkan penelitian Teguh ef al. (2015) yang dimodifikasi. Persentase sari buah
naga merah yang digunakan adalah 10%, dan 15% dari volume susu yang
digunakan. Pada perlakuan 10% menggunakan 10 ml, dan 15% menggunakan 15
ml sari buah naga merah.
3.4.6 Uji Sifat Kimia
3.4.6.1 Uji Total Asam Laktat
Uji asam laktat secara kuantitatif dilakukan pada lama fermentasi 0 hari
(Kontrol), 2 hari, dan 3 hari. Dihitung berdasarkan total nilai asam yang dititrasi
pada metode titrasi asam basa. Sebanyak 10 mL sampel dimasukkan ke dalam labu
erlenmeyer. Selanjutnya, dilakukan titrasi menggunakan larutan NaOH 0,1 N untuk
mentitrasi campuran setelah ditambahkan tiga tetes indikator phenolphthalen (PP).
Jika terlihat perubahan warna merah muda, titrasi dihentikan (Frilanda et al., 2022).

Nilai kadar asam laktat dihitung berdasarkan rumus berikut:

V NaOH x N NaOH x 90

o =
TAT (/0) V sampel x 1000

x 100%

Keterangan :

V NaOH : Volume larutan NaOH (mL)

N NaOH : Normalitas larutan NaOH (mL)
V sampel : Volume sampel (mL)

90 : bobot setara asam laktat
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3.4.6.2 Uji pH

Pengukuran pH pada sampel dilakukan pada lama fermentasi O hari
(Kontrol), 2 hari, dan 3 hari. Pengukuran dilakukan menggunakan pH meter digital.
Sebelum alat digunakan, pH meter terlebih dahulu dikalibrasi dengan larutan buffer
standar, umumnya buffer pH 7,0 dan pH 4,0, guna memastikan hasil pengukuran
yang akurat. Setelah proses kalibrasi selesai, elektroda dibilas aquades dan
dikeringkan menggunakan tisu bebas serat. Selanjutnya, sekitar 10-20 mL yoghurt
dimasukkan ke dalam gelas beaker yang bersih, lalu elektroda pH meter dicelupkan
ke dalam sampel tersebut. Nilai pH dicatat setelah angka pada layar pH meter
menunjukkan kestabilan. Setelah pengukuran, elektroda kembali dibilas dengan
akuades untuk mencegah terjadinya kontaminasi antar sampel (Purwantiningsih et
al., 2022).

3.4.7 Uji Total Bakteri Asam Laktat

Pengujian jumlah bakteri asam laktat dilakukan pada lama fermentasi 0 hari
(Kontrol), 2 hari, dan 3 hari. Uji BAL dilakukan menggunakan metode Total Plate
Count (TPC) sesuai dengan standar (BSN, 2009). Prosedur dimulai dengan
sterilisasi peralatan dan media agar Man de Rogosa (MRSA) menggunakan
autoklaf sebelum digunakan. Tabung reaksi dan rak tabung diberi tanda mulai dari
pengenceran 107! dan seterusnya. Selanjutnya, dilakukan pengenceran dengan
memasukkan 9 ml larutan NaCl fisiologis ke dalam tabung reaksi. Kemudian, 1 ml
sampel yoghurt diambil menggunakan mikropipet dan dimasukkan ke tabung reaksi
sebagai pengenceran 107!, lalu dihomogenkan. Dari tabung pengenceran 107!,
diambil 1 ml larutan dan dimasukkan ke tabung reaksi lain yang berisi 9 ml NaCl
fisiologis untuk pengenceran 107!, kemudian dikocok hingga homogen. Proses

pengenceran ini dilanjutkan hingga mencapai pengenceran 107. Dari tabung
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pengenceran 5 hingga 7, masing-masing diambil 1 ml larutan dan diletakkan ke
dalam cawan petri, dan pengenceran dilakukan secara duplo. Selanjutnya, media
MRSA yang telah ditambahkan CaCO3 1% dituangkan ke dalam cawan petri dan
dihomogenkan. Setelah media mengeras, cawan petri ditempatkan dalam inkubator
dengan suhu 37°C selama 24 jam dengan posisi terbalik. Setelah inkubasi selesai,
jumlah koloni bakteri asam laktat yang tumbuh dihitung menggunakan rumus
berikut (Maturin & Peeler, 2001 dalam Frilanda et al. (2022)).

»C
[(1xnl) +(0,1xn2)]xd

Keterangan:

N = Jumlah koloni per ml produk

> ¢ = Jumlah total koloni pada semua plate (25-250)

Ni = Jumlah dihitung pertama plate pada yang didapat pengenceran

N> = Jumlah plate yang dapat dihitung pada pengenceran kedua

D =Pengenceran pertama yang dihitung/memenuhi ketentuan (25-250)
3.4.8 Karakterisasi Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat dari yoghurt dengan penambahan sari buah naga merah

dilakukan karakterisasi secara makroskopis meliputi morfologi pada saat di media
MRSA dan pengamatan mikroskopis menggunakan pewarnaan gram. Prosedur
dimulai dengan sterilisasi peralatan dan media agar Man de Rogosa (MRSA)
menggunakan autoklaf sebelum digunakan. Tabung reaksi dan rak tabung diberi
tanda mulai dari pengenceran 107! dan seterusnya. Selanjutnya, dilakukan
pengenceran dengan memasukkan 9 ml larutan NaCl fisiologis ke dalam tabung
reaksi. Kemudian, 1 ml sampel yoghurt diambil menggunakan mikropipet dan

dimasukkan ke tabung reaksi sebagai pengenceran 107!, lalu dihomogenkan. Dari
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tabung pengenceran 10", diambil 1 ml larutan dan dimasukkan ke tabung reaksi
lain yang berisi 9 ml NaCl fisiologis untuk pengenceran 107!, kemudian
dihomogenkan. Proses pengenceran ini dilanjutkan hingga mencapai pengenceran
1077. Dari tabung pengenceran 5 hingga 7, masing-masing diambil 1 ml larutan dan
diletakkan ke dalam cawan petri, lalu media MRSA yang telah ditambahkan CaCO3
1% dituangkan ke dalam cawan petri dan dihomogenkan. Setelah media mengeras,
cawan petri ditempatkan dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam dengan
posisi terbalik.
3.4.8.1 Identifikasi Makroskopis

Koloni yang tumbuh pada media MRSA lalu dipindahkan menggunakan
jarum ose pada media MRSA baru yang telah tersuplementasi dengan CaCO3 1%
dengan metode streak plate untuk dilakukan pemurnian dan kembali diinkubasi
dengan suhu 37°C selama 24 jam dan koloni yang memiliki zona bening.
Pemurnian dilakukan hingga mendapatkan koloni tunggal. Setiap koloni yang
tumbuh dicatat karakteristik morfologinya meliputi bentuk, warna, ukuran, tepian,
dan elevasi (Amalliah dkk., 2018).
3.4.8.2 Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan dengan memberikan alkohol 95% pada kaca
objek untuk difiksasi, kemudian ditambahkan 1 tetes NaCl fisiologis, dan koloni
tunggal diambil secara aseptik menggunakan jarum ose, lalu disuspensikan ke
dalam NaCl fisiologis pada kaca objek. Suspensi difiksasi dengan cara dilewatkan
di atas Bunsen hingga kering. Selanjutnya, kaca preparat ditetesi pewarna kristal
violet sebanyak 2-3 tetes, biarkan selama 60 detik, dibilas dengan akuades, dan

dikeringkan. Diberi beberapa tetes iodin dan didiamkan selama 60 detik, lalu
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didekolorisasi menggunakan alkohol 95% selama 30 detik, dan dibilas kembali
hingga warnanya larut, lalu dikeringkan. Setelah dibilas, preparat diberi safranin
selama 30 detik dan kembali dibersihkan dengan air mengalir dan dikeringkan
(Sujono et al., 2022).

Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan meneteskan minyak imersi pada
preparat yang sudah kering dan diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran
1000x. Hasil gram negatif berwarna merah muda, sedangkan gram positif berwarna
ungu. Diamati karakteristik morfologi seperti bentuk dan warna, dan data dari
pengamatan dicatat sebagai identifikasi bakteri (Rahman et al., 2024).
3.4.8.3 Pewarnaan Endospora

Pewarnaan endospora dilakukan dengan meneteskan alkohol 95% pada kaca
preparat. Setelah difiksasi, diletakkan koloni tunggal secara aseptik dan lalu
disuspensikan dengan 1 tetes NaCl fisiologis. Preparat yang telah difiksasi
diletakkan di atas beaker glass berisi air mendidih dan ditutup dengan kertas saring.
Diberikan 2-3 tetes malakit hijau dan dibiarkan selama 5 menit, jika malakit hijau
mulai kering, maka ditetesi kembali. Preparat dicuci dengan air mengalir dan diberi
1-2 tetes safranin selama 60 detik. Preparat dicuci kembali dengan air mengalir dan
dikeringkan. Preparat diamati dengan meneteskan minyak imersi pada preparat
yang sudah kering dan diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x.
Endospora akan berwarna hijau, sedangkan sel vegetative akan berwarna merah
(Amaliah dkk., 2018).
3.4.8.4 Uji Katalase

Uji katalase dilakukan menggunakan hidrogen peroksida (H202) 3%. Isolat

diambil dari kultur pemurnian dan diletakkan pada kaca objek. Diberikan satu
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hingga dua tetes H2O2 3% dan ditambahkan ke isolat. Bakteri positif katalase
ditandai dengan terbentuknya gelembung, dan jika katalase negatif maka
gelembung tidak terbentuk (Amaliah dkk., 2018).
3.4.8.5 Uji Tipe Fermentasi

Uji produksi gas dilakukan dengan mengisolasi kultur pada media MRSB
yang diberi tabung Durham dengan posisi terbalik untuk menangkap gas yang
dihasilkan. Setelah itu, isolat diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu 37°C.
Pertumbuhan bakteri diamati dengan adanya kekeruhan pada media dalam tabung

(Amaliah dkk., 2018).

3.5 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini yaitu secara deskriptif kualitatif dan
kuantitatif. Deskriptif kualitatif yaitu identifikasi makroskopis, mikroskopis, uji
katalase, dan wuji tipe fermentasi. Deskriptif kuantitafif menyajikan data
pertumbuhan bakteri asam laktat yang dianalisis dalam bentuk diagram
menggunakan Microsoft excel. Uji pH dan uji total kadar asam yang diolah dengan
program SPSS dengan uji two-way ANOVA, dengan pendekatan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dua faktor. Faktor pertama merupakan konsentrasi sari buah, dan
faktor kedua merupakan lama fermentasi. Apabila hasil menunjukkan perbedaan

nyata atau sangat nyata, maka dilanjutkan dengan uji Duncan.
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BAB IV
HASIL & PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan sari buah
naga merah (Hylocereus polyrhizus) pada konsentrasi 0%, 10%, dan 15%, serta
lama fermentasi 0 hari, 2 hari, dan 3 hari terhadap nilai derajat keasaman (pH), total
asam tertitrasi (TAT), total BAL, dan keanekaragaman BAL. Parameter-parameter
tersebut digunakan untuk menilai kualitas yoghurt yang dihasilkan, kemudian

hasilnya dibandingkan dengan SNI 2981:2009.

4.1 Pengaruh Penambahan Sari Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus)
dan Lama Fermentasi terhadap Keanekaragaman BAL
4.1.1 Isolat BAL

Tahap awal identifikasi isolat bakteri diawali dengan karakterisasi
morfologi makroskopis. Delapan belas isolat yang dihasilkan dari isolasi sampel
yoghurt diamati berdasarkan ciri-ciri koloni secara makroskopis, bentuk, warna,
tepi, elevasi, dan diameter koloni (Siagian et al., 2024). Sementara itu, pengamatan
mikroskopis dapat dilakukan dengan cara mengultur koloni dengan zona bening
dan diidentifikasi menggunakan pewarnaan Gram, pewarnaan endospora, uji
katalase, serta uji tipe fermentasi (Amaliah ef al., 2018).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, hasil isolasi pada media MRS
agar dan CaCOs diperoleh delapan belas isolat bakteri yang diambil dari sampel
yoghurt berdasarkan zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri. Falakh
et al. (2022) menyatakan bahwa media MRS agar yang ditambahkan dengan CaCOs
digunakan untuk menyeleksi bakteri penghasil asam laktat. Zona bening yang

terbentuk pada media, merupakan hasil reaksi antara asam organik yang diproduksi
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oleh BAL dengan komponen dalam media, dan interaksi tersebut membentuk
senyawa kalsium laktat (CsH10CaOg) yang menyebabkan munculnya zona bening
(Kurnia et al., 2020). Berikut merupakan hasil isolasi bakteri dari sampel yoghurt

yang menghasilkan zona bening.

Bakteri

Zona bening

Gambar 4.1 Isolat bakteri dari sampel yoghurt (Dokumentasi Pribadi, 2026).

Berdasarkan Tabel 4.1, terdapat dua puluh dua isolat, di antaranya 4 isolat
kontrol positif dan delapan belas isolat sampel yoghurt. Morfologi koloni dari
sampel yang telah diisolasi memiliki karakteristik yang serupa, namun berbeda
ukuran. Isolat K+ (1), K+ (4), KOLO (2), K1LO0 (2), K2L0 (2), KOL1 (2), K1L1 (1),
K2L1 (2), KOL2 (1), KIL2 (1), dan K2L2 (1) memiliki persamaan bentuk, tepi, dan
elevasi, berwarna putih, dan berbeda ukuran. Sedangkan untuk isolat lainnya, K+
(2), K+ (3), KOLO (1), K1LO (1), K2L0 (1), KOL1 (1), K1L1 (2), K2L1 (1), KOL2
(2), KIL2 (2), dan K2L2 (2) memiliki persamaan bentuk, tepi, dan elevasi,
berwarna krem, dan berbeda ukuran. Penelitian yang dilakukan oleh Karyawati et
al. (2024) menyatakan bahwa hasil pengamatan makroskopis menunjukkan seluruh

bakteri berbentuk sirkuler (bulat) dengan warna putih hingga kekuningan.



Tabel 4.1 Karakteristik morfologi dan hasil uji pada BAL

Isolat Morfologi Koloni Gram Endospora Katalase Tipe Fermentasi Genus
Bentuk Warna Tepian  Elevasi Diameter
(mm)
K+ (1) Bulat Putih Rata Cembung 2,0 +/bacillus - - Homofermentatif ~ Lactobacillus
K+ (2) Bulat Krem Rata Cembung 1,9 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
K+ (3) Bulat Krem Rata  Cembung 1,8 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
K+ (4) Bulat Putih Rata Cembung 2,0 +/bacillus - - Homofermentatif =~ Lactobacillus
KOLO (1) Bulat Krem Rata Cembung 2,0 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
KOLO (2) Bulat Putih Rata  Cembung 1,8 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
KI1LO (1) Bulat Krem Rata  Cembung 1,9 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
K1LO (2) Bulat Putih Rata Cembung 1,9 +/bacillus - - Homofermentatif =~ Lactobacillus
K2L0 (1) Bulat Krem Rata  Cembung 1,7 +/bacillus - - Homofermentatif =~ Lactobacillus
K2L0 (2) Bulat Putih Rata  Cembung 2,0 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
KOL1 (1) Bulat Krem Rata Cembung 1,8 +/coccus - - Homofermentatif =~ Streptococcus
KOL1 (2) Bulat Putih Rata Cembung 1,7 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
KILIT (1) Bulat Putih Rata  Cembung 1,5 +/bacillus - - Homofermentatif ~ Lactobacillus
KILI (2) Bulat Krem Rata  Cembung 1,8 +/coccus - - Homofermentatif ~ Streptococcus
K2L1 (1) Bulat Krem Rata Cembung 1,9 +/coccus - - Homofermentatif =~ Streptococcus
K2L1 (2) Bulat Putih Rata  Cembung 2,0 +/bacillus - - Homofermentatif =~ Lactobacillus
KOL2 (1) Bulat Putih Rata  Cembung 1,7 +/bacillus - - Homofermentatif ~ Lactobacillus
KOL2 (2) Bulat Krem Rata Cembung 2,0 +/coccus - - Homofermentatif =~ Streptococcus
KIL2 (1) Bulat Putih Rata  Cembung 1,9 +/coccus - - Homofermentatif =~ Streptococcus
KI1L2 (2) Bulat Krem Rata  Cembung 1,8 +/bacillus - - Homofermentatif ~ Lactobacillus
K2L2 (1) Bulat Putih Rata Cembung 2,0 +/bacillus - - Homofermentatif =~ Lactobacillus
K212 (2) Bulat Krem Rata Cembung 2,0 +/coccus - - Homofermentatif  Streptococcus
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QS. Ali Imran [3]:190-192 menjelaskan bahwa:

+ 8\
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Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi serta
pergantian malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi
orang yang berakal, (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri, duduk atau dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan
tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata), "Ya Tuhan kami,
tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia; Mahasuci Engkau,
lindungilah kami dari azab neraka. Ya Tuhan kami, sesungguhnya orang
vang Engkau masukkan ke dalam neraka, maka sungguh, Engkau telah
menghinakannya, dan tidak ada seorang penolong pun bagi orang yang
zalim.” (QS. Ali Imran [3]:190-192).

Tafsir Al-Mishbah jilid 02, Allah menguraikan sekelumit dari penciptaan-
Nya itu serta memerintahkan agar memikirkannya, apalagi seperti dikemukakan
pada awal uraian surah ini bahwa tujuan utama surah Al ‘Imran adalah
membuktikan tentang Tauhid, keesaan dan kekuasaan Allah swt. Hukum-hukum
alam yang melahirkan kebiasaan-kebiasaan, pada hakikatnya ditetapkan dan diatur
oleh Allah Yang Maha Hidup lagi Qayyum (Maha Menguasai dan Maha Mengelola
segala sesuatu). Hakikat ini kembali ditegaskan pada ayat ini dan ayat mendatang,
dan salah satu bukti kebenaran hal tersebut adalah mengundang manusia untuk
berpikir, karena sesungguhnya dalam penciptaan, yakni kejadian benda-benda
angkasa seperti matahari, bulan dan jutaan gugusan bintang-bintang yang terdapat
di langit atau dalam pengaturan sistem kerja langit yang sangat teliti serta kejadian
perputaran bumi dan porosnya, yang melahirkan silih bergantinya malam dan siang,
perbedaannya baik dalam masa maupun dalam panjang dan pendeknya. Terdapat

tanda-tanda kemahakuasaan Allah bagi ulul albab, yakni orang-orang yang
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memiliki akal yang murni. 'Kata al-albab adalah bentuk jamak dari lubb yaitu
saripati sesuatu. Kacang, misalnya, memiliki kulit yang menutupi isinya. Isi kacang
dinamai lubb. Ulul Albab adalah orang-orang yang memiliki akal yang murni, yang
tidak diselubungi oleh “kulit”, yakni kabut ide, yang dapat melahirkan kerancuan
dalam berpikir. Yang merenungkan tentang fenomena alam raya akan dapat sampai
kepada bukti yang sangat nyata' tentang keesaan dan kekuasaan Allah swt.

Tafsir Al-Mishbah jilid 02, dalam ayat 191-192, dijelaskan bahwa Ulul
Albab adalah orang-orang yang senantiasa mengingat Allah dalam setiap keadaan,
baik ketika berdiri, duduk, maupun berbaring, serta merenungkan penciptaan langit
dan bumi. Dari perenungan itu, mereka menyadari bahwa Allah menciptakan alam
semesta dengan penuh hikmah dan tujuan, bukan secara sia-sia. Kesadaran tersebut
membuat mereka memahami bahwa segala keburukan dan kekurangan berasal dari
dosa manusia, sehingga mereka memohon perlindungan kepada Allah dari siksa
neraka. Tafsir ini juga menegaskan bahwa keberadaan dan keesaan Allah dapat
dikenali melalui alam semesta dan hati nurani manusia karena keyakinan kepada
Allah merupakan fitrah yang melekat dalam diri setiap manusia. Selain itu, doa
mereka agar dijauhkan dari neraka menunjukkan kedalaman pemahaman agama,
ketulusan hati, serta besarnya harapan mereka agar mendapat rahmat dan
perlindungan dari Allah SWT.

Tafsir Thabari jilid 6 menjelaskan bahwa Abu Ja'far berkata: Ayat tersebut
merupakan bantahan dan argumentasi dari Allah SWT untuk orang yang
mengatakan kata-kata tersebut, serta hujjat bagi semua makhluk-Nya, bahwa Dialah
yang mengatur segalanya sesuai kehendak-Nya, dan kemampuan menjadikan kaya

dan miskin ada di tangan-Nya. Dalam ayat 191-192, penciptaan langit dan bumi
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serta pergantian malam dan siang merupakan tanda-tanda kebesaran Allah bagi
orang-orang yang berakal, yaitu mereka yang senantiasa mengingat Allah dalam
segala keadaan, baik berdiri, duduk, maupun berbaring. Melalui perenungan
terhadap ciptaan-Nya, mereka menyadari bahwa hanya Allah yang memiliki
kekuasaan mutlak atas seluruh alam semesta, mengatur kehidupan, memberi rezeki,
memuliakan dan menghinakan, menghidupkan dan mematikan, serta menentukan
kebahagiaan dan kesengsaraan manusia. Tafsir ini juga menjelaskan bahwa orang
yang dimasukkan ke dalam neraka berarti telah dihinakan oleh Allah karena neraka
merupakan bentuk kehinaan dan balasan atas perbuatan manusia di akhirat.

Ayat tersebut menegaskan bahwa penciptaan langit dan bumi adalah salah
satu tanda tentang keberadaan, kekuasaan, dan kebijaksanaan Allah SWT.
Pergantian siang dan malam (rotasi bumi) berhubungan dengan sains dan
mengisyaratkan pentingnya ilmu pengetahuan. Arti dari ulul albab pada ayat
tersebut adalah orang yang berakal yang dapat merasakannya, yang
menghubungkan antara penciptaan langit dan bumi dengan sains, dan
keseimbangan antara iman dan ilmu. Bakteri merupakan salah satu bukti keagungan
Allah, yang menciptakan seluruh isi dunia dari yang terkecil hingga yang terbesar
dengan fungsinya masing-masing.

4.1.2 Pewarnaan Gram

Salah satu pendekatan awal dalam karakterisasi morfologi bakteri secara
mikroskopis adalah melalui uji pewarnaan Gram. Teknik ini telah lama dikenal
sebagai metode pewarnaan diferensial yang paling fundamental dan paling luas
diaplikasikan dalam mikrobiologi klinis maupun lingkungan (Li et al., 2020).

Pewarnaan Gram memungkinkan klasifikasi bakteri ke dalam dua kelompok utama
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berdasarkan sifat fisis dan kimiawi dinding selnya, yaitu bakteri Gram positif dan
Gram negatif (Li ef al., 2020). Prinsip dasar pewarnaan Gram sangat bergantung
pada respons dinding sel bakteri terhadap rangkaian zat pewarna, terutama kristal
violet dan safranin. Perbedaan ketebalan lapisan peptidoglikan serta kandungan
lipid pada dinding sel menjadi faktor penentu retensi atau pelepasan kompleks
kristal violet-iodin (Musthari ef al., 2019).

Bakteri Gram positif dengan peptidoglikan tebal dan kadar lipid rendah
cenderung mempertahankan warna ungu, sementara bakteri Gram negatif
kehilangan warna tersebut setelah pencucian dengan alkohol dan selanjutnya
menyerap safranin sehingga tampak merah muda. pewarna yang digunakan dalam
prosedur pewarnaan Gram dapat bersifat basa (kationik) maupun asam (anionik)
(Elsaadany et al., 2024). Pewarna basa, seperti kristal violet dan metilen biru,
mengandung gugus kromofor bermuatan positif sehingga mampu berikatan secara
elektrostatik dengan komponen permukaan sel bakteri yang cenderung bermuatan
negatif, seperti asam teikoat dan lipopolisakarida (Ong et al., 2012). Sebaliknya,
pewarna asam yang bermuatan negatif tidak dapat menembus atau mewarnai sel
secara langsung karena terjadi tolakan elektrostatik dengan muatan negatif
permukaan sel (Paray et al., 2023).

Pengamatan morfologi isolat bakteri menggunakan mikroskop cahaya pada
perbesaran 1000x menunjukkan adanya variasi bentuk sel, yaitu bulat (coccus) pada
sampel K+ (2), K+ (3), KOLO (1), KOLO (2), K1LO (1), K2L0 (2), KOL1 (1), KOL1
(2), KIL1 (2), K2L1 (1), KOL2 (2), K1L2 (1), K2L2 (2) dan batang (bacillus) pada
sampel K+ (1), K+ (4), KI1LO (2), K2L0 (1), KIL1 (1), K2L1 (2), KOL2 (1), K1L2

(2), K2L2 (1). Seluruh isolat memberikan hasil pewarnaan Gram positif yang



64

ditandai dengan warna ungu pada sel bakteri. Karakteristik morfologis ini
mengindikasikan bahwa isolat tersebut termasuk dalam kelompok bakteri Gram
positif. Paray et al. (2023) menyatakan jika, pewarnaan Gram merupakan metode
diferensial yang membedakan bakteri berdasarkan struktur dinding selnya. Warna
ungu yang muncul pada isolat mengonfirmasi bahwa bakteri tersebut tergolong
Gram positif, berbeda dengan bakteri Gram negatif yang akan berwarna merah atau
merah muda setelah pewarnaan tandingan dengan safranin. Bakteri Gram positif
mempertahankan zat warna kristal violet selama proses dekolorisasi sehingga
tampak berwarna ungu di bawah mikroskop.

Prinsip retensi warna ungu pada bakteri Gram positif berkaitan erat dengan
komposisi dinding sel (Wilhelm ez al., 2015). Bakteri Gram positif memiliki lapisan
peptidoglikan yang tebal (20-80 nm), yang mencapai sekitar 90% dari total
komponen dinding sel. Ketika dilakukan pencucian dengan alkohol (etanol) pada
tahap dekolorisasi, dinding sel bakteri Gram positif mengalami dehidrasi akibat
rendahnya kandungan lipid. Proses dehidrasi ini menyebabkan pori-pori dinding sel
menyusut dan permeabilitasnya menurun secara signifikan, sehingga kompleks
kristal violet-iodin yang telah terbentuk terperangkap di dalam lapisan
peptidoglikan dan tidak dapat keluar dari sel (Frank, 2014). Kondisi ini berbeda
dengan bakteri Gram negatif yang memiliki lapisan peptidoglikan tipis (2-7 nm)
dan dilapisi oleh membran luar yang mengandung lipid dalam jumlah tinggi (Li et
al., 2020). Saat diberi perlakuan alkohol, lipid pada membran luar terlarut sehingga
meningkatkan permeabilitas dinding sel dan menyebabkan kompleks kristal violet-
iodin mudah tercuci. Paray et al. (2023) menunjukkan bahwa kristal violet tidak

melintasi membran sitoplasmik bakteri, melainkan terperangkap secara kinetik di
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dalam membran, sehingga mekanisme pewarnaan Gram lebih kompleks daripada
pemahaman tradisional (Paray et al., 2023)
4.1.3 Pewarnaan Endospora

Pewarnaan endospora merupakan metode yang digunakan untuk karakterisasi
serta deteksi keberadaan dan posisi endospora di dalam sel bakteri. Metode ini
diperlukan karena endospora memiliki struktur yang sangat tahan terhadap kondisi
lingkungan ekstrem, seperti suhu tinggi, radiasi, dan bahan kimia (Devinta &
Zulaika, 2021). Struktur ketahanan ini disebabkan oleh lapisan keratin yang tebal
pada dinding endospora, schingga teknik pewarnaan konvensional seperti
pewarnaan Gram tidak efektif untuk mewarnai endospore (Frank, 2014). Teknik
pewarnaan endospora yang paling umum digunakan adalah metode Schaeffer-
Fulton, yang memanfaatkan dua jenis zat pewarna khusus, yaitu Malachite green
dan safranin. Malachite green berfungsi sebagai pewarna utama (primary stain)
yang bertujuan untuk mewarnai endospora menjadi hijau,
sedangkan safranin bertindak sebagai pewarna kontras (counterstain) yang
mewarnai sel vegetatif menjadi merah atau merah muda (Santosa & Retnaningrum,
2020).

Malachite green dan safranin merupakan senyawa triphenylmethane yang
juga banyak dimanfaatkan dalam berbagai aplikasi biologi dan kimia. Pada proses
pewarnaan ini, pemanasan (sfeaming) memegang peranan  krusial
sebagai mordant atau agen pemordan. Aplikasi panas bertujuan untuk
memaksa Malachite  green menembus lapisan endospora yang
impermeabel (Karyawati et al., 2024). Proses pemanasan menyebabkan pori-pori

pada dinding endospora mengembang, sehingga zat warna dapat masuk dan
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berikatan kuat dengan struktur internal endospora. Sebaliknya, sel-sel vegetatif
tidak memerlukan pemanasan untuk menyerap zat warna karena dinding selnya
lebih permeabel. Setelah proses pewarnaan utama, preparat dibilas dengan air
suling (aquades) yang berfungsi sebagai decolorizer. Malachite green bersifat larut
dalam air (water-soluble). Zat warna ini akan mudah hilang dari sel vegetatif yang
memiliki struktur dinding lebih sederhana, pada endospora, zat warna tetap
terperangkap dan tidak dapat keluar bahkan setelah dibilas berulang kali (Kurnia et
al., 2020).

Berdasarkan hasil pengamatan mikroskopis menggunakan metode pewarnaan
endospora Schaeffer-Fulton pada isolat bakteri hasil fermentasi yoghurt, tidak
ditemukan adanya struktur endospora. Pengamatan pada perbesaran 1000x hanya
memperlihatkan sel-sel vegetatif yang terwarnai merah oleh safranin sebagai
pewarna kontras. Hal ini mengindikasikan bahwa isolat tersebut merupakan BAL
yang tidak membentuk spora (non-sporulasi). Karakteristik tidak membentuk
endospora merupakan salah satu ciri khas dari kelompok bakteri asam laktat.
Penelitian yang dilakukan oleh Sugata et al. (2024) isolasi BAL dari susu sapi di
Indonesia, seluruh isolat yang terkonfirmasi sebagai BAL menunjukkan hasil
negatif pada uji pewarnaan endospora. Penelitian yang dilakukan oleh Sandi ef al.
(2018) dari silase Hymenachne acutigluma dan Neptunia oleracea, di mana
sembilan isolat terpilih semuanya menunjukkan hasil negatif terhadap
pembentukan endospora dan tergolong ke dalam spesies Lactobacillus plantarum.
Tidak ditemukannya endospore pada seluruh isolat sampel yoghurt semakin

memperkuat dugaan bahwa isolat tersebut termasuk ke dalam kelompok BAL.
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4.1.4 Uji Katalase

Uji katalase merupakan salah satu uji biokimia dalam karakterisasi dan
identifikasi bakteri asam laktat (BAL). Pengujian ini bertujuan untuk mendeteksi
kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim katalase, yaitu enzim yang
berperan dalam pemecahan hidrogen peroksida (H20:) yang bersifat toksik bagi sel
(Sugata et al. 2024). Uji katalase menjadi pembeda yang penting karena bakteri
asam laktat secara khas tidak menghasilkan enzim tersebut. Prosedur uji katalase
dilakukan dengan meneteskan larutan hidrogen peroksida (H20:) dengan
konsentrasi 3% pada koloni isolat bakteri yang telah ditumbuhkan pada media padat
(Amanullah et al., 2021). Aplikasi H-O: dilakukan secara langsung pada permukaan
koloni, dan hasil pengamatan segera dilakukan karena reaksi enzimatik berlangsung
cepat. Penggunaan H-0: 3% telah menjadi konsentrasi standar yang paling umum
digunakan dalam uji katalase untuk mengidentifikasi bakteri (Aini ef al., 2022).

Hasil uji katalase diinterpretasikan berdasarkan adanya atau tidaknya
pembentukan gelembung gas pada permukaan isolat setelah penambahan H:O..
Reaksi katalase yang melibatkan pemecahan hidrogen peroksida oleh enzim
katalase mengikuti persamaan: 2H.O. — 2H.O + O: (Santosa & Retnaningrum,
2020). Pembentukan gelembung gas (O) yang segera muncul setelah penambahan
H20: menunjukkan hasil positif, yang berarti bakteri tersebut memproduksi enzim
katalase, dan tidak terbentuknya gelembung gas mengindikasikan hasil negatif,
yang berarti bakteri tidak menghasilkan enzim katalase. Hasil negatif pada uji
katalase merupakan salah satu karakteristik utama yang membedakan bakteri asam

laktat dari kelompok bakteri lainnya (De Chiara et al., 2025). Hasil serupa juga
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ditemukan dalam penelitian BAL dari sampel yoghurt, seluruh isolat yang diperoleh
menunjukkan karakteristik Gram positif dan katalase negatif.

Berdasarkan hasil pengamatan uji katalase yang dilakukan pada seluruh
isolat bakteri asam laktat (BAL) sampel yoghurt, semua isolat menunjukkan
karakteristik katalase negatif. Hal ini ditandai dengan tidak terbentuknya
gelembung gas setelah penambahan larutan hidrogen peroksida (H202) 3% pada
permukaan koloni bakteri di atas objek kaca (Karyawati et al., 2024). Hasil ini
mengindikasikan bahwa isolat-isolat yang diuji tidak memiliki kemampuan untuk
menguraikan hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. Karakteristik katalase
negatif merupakan salah satu ciri utama yang membedakan bakteri asam laktat dari
kelompok bakteri lainnya (Syahirah Azmi & Mohd Hashim, 2018). Secara umum,
bakteri asam laktat diketahui tidak menghasilkan enzim katalase, sehingga
termasuk dalam kelompok katalase negatif. Enzim katalase berfungsi untuk
mencegah akumulasi hidrogen peroksida yang bersifat toksik bagi sel bakteri.
Apabila hidrogen peroksida berhasil diuraikan oleh enzim katalase, maka akan
terbentuk oksigen (O:) yang juga dapat bersifat racun bagi sel dalam kadar berlebih
(Syahirah Azmi & Mohd Hashim, 2018).

Ketidakmampuan bakteri asam laktat dalam menghasilkan enzim katalase
berkaitan dengan karakteristik fisiologis BAL yang tergolong sebagai bakteri
mikroaerofilik atau anaerob fakultatif (Syahirah Azmi & Mohd Hashim, 2018).
Sebagian besar BAL dapat tumbuh sama baiknya di lingkungan dengan atau tanpa
oksigen (tidak sensitif terhadap O:), sehingga disebut juga sebagai anaerob

aerotoleran. Bakteri asam laktat tidak memiliki porfirin dan sitokrom, serta tidak
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melakukan fosforilasi transpor elektron sehingga hanya memperoleh energi dari
fosforilasi substrat melalui metabolisme gula (Santosa & Retnaningrum, 2020).
4.1.5 Uji Tipe Fermentasi

Uji tipe fermentasi merupakan prosedur biokimia yang bertujuan untuk
mengelompokkan bakteri asam laktat (BAL) ke dalam dua kategori utama
berdasarkan pola metabolisme karbohidrat yang dijalankan, yaitu tipe
homofermentatif dan heterofermentatif. Pengelompokan ini didasarkan pada
perbedaan kemampuan BAL dalam menghasilkan produk akhir selama proses
fermentasi glukosa atau gula lainnya (Syahirah Azmi & Mohd Hashim, 2018).
Metode ini menjadi salah satu pengujian dalam karakterisasi dan identifikasi BAL
karena berkaitan dengan peran metaboliknya dalam berbagai fermentasi pangan.
Perbedaan mendasar antara kedua tipe fermentasi ini terletak pada produk akhir
yang dihasilkan dari metabolisme glukosa (Surak et al., 2024). Bakteri asam laktat
homofermentatif memfermentasi satu mol glukosa menjadi dua mol asam laktat
melalui jalur glikolisis (Embden-Meyerhof-Parnas), dengan menghasilkan energi
bersih sebanyak 2 ATP per mol glukosa yang dimetabolisme dan bakteri asam
laktat heterofermentatif memfermentasi satu mol glukosa menjadi satu mol asam
laktat, satu mol etanol (atau asam asetat), dan satu mol karbon dioksida (CO-)
melalui jalul fosfoketolase, dengan hasil energi yang lebih rendah yaitu 1 ATP per
mol glukosa (Huligere et al., 2023). Perbedaan ini menyebabkan BAL
heterofermentatif umumnya tumbuh lebih lambat dan menghasilkan koloni yang
lebih kecil dibandingkan BAL homofermentatif (Elsaadany et al., 2024).

Keberadaan gas karbon dioksida (CO:) merupakan indikator utama yang

membedakan kedua tipe fermentasi tersebut. Pada BAL homofermentatif,
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fermentasi tidak menghasilkan gas CO: karena seluruh karbon dari glukosa
dikonversi menjadi asam laktat, dan pada BAL heterofermentatif, produksi CO-
merupakan produk sampingan yang selalu dihasilkan selama proses
fermentasi (Sandi et al., 2018). Deteksi gas ini dapat dilakukan dengan beberapa
metode, antara lain uji menggunakan tabung durham (untuk menangkap gelembung
gas dalam medium cair). Prosedur uji tipe fermentasi umumnya dilakukan dengan
menumbuhkan isolat BAL dalam medium cair yang mengandung karbohidrat
bersama dengan indikator pH seperti bromocresol green (Winatha et al., 2022).
Setelah inkubasi selama 1-2 hari pada suhu optimal (30-37°C), pengamatan
dilakukan terhadap perubahan warna medium (yang mengindikasikan produksi
asam) dan pembentukan gelembung gas (yang mengindikasikan produksi
CO:) (Karyawati et al., 2024). Uji hot-loop merupakan metode sederhana yang
efektif untuk mendeteksi CO: terlarut dalam medium—sebuah ose yang dipanaskan
hingga merah dimasukkan ke dalam kultur, dan jika terbentuk gelembung gas di
sekitar ose, maka isolat tersebut tergolong heterofermentatifkan ose panas ke dalam
kultur), atau pengamatan langsung pada media cair (Ayun ef al., 2023).
Berdasarkan hasil uji tipe fermentasi yang dilakukan terhadap isolat bakteri
sampel yoghurt, seluruh isolat menunjukkan tidak adanya pembentukan gelembung
gas pada tabung Durham. Hasil negatif terhadap produksi gas karbon dioksida
(CO») ini mengindikasikan bahwa isolat tersebut termasuk dalam kelompok bakteri
asam laktat homofermentatif. Penentuan ini didasarkan pada prosedur standar uji
fermentasi menggunakan media glukosa broth dengan indikator pH serta tabung
Durham untuk mendeteksi gas yang dihasilkan selama proses fermentasi (Bansal et

al., 2013). Ciri khas dari bakteri asam laktat yang tergolong homofermentatif adalah
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kemampuannya memproduksi asam laktat sebagai produk utama dari proses
metabolisme gula (glukosa). Tipe fermentasi homofermentatif, satu mol glukosa
dikonversi menjadi dua mol asam laktat melalui jalur glikolisis Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP), dengan menghasilkan energi bersih sebanyak 2 ATP per mol
glukosa yang dimetabolisme (Ong et al., 2012).

Bakteri asam laktat homofermentatif tidak mampu menghasilkan gas CO:
karena ketiadaan enzim piruvat dekarboksilase (pyruvate decarboxylase) yang
berperan dalam mengubah piruvat menjadi asetaldehida dan CO: (Finanda et al.,
2021). Pada bakteri heterofermentatif, enzim ini terdapat dan menyebabkan
terbentuknya CO: sebagai produk sampingan fermentasi, dan pada jalur
homofermentatif, piruvat langsung direduksi menjadi laktat oleh enzim laktat
dehidrogenase (LDH) tanpa melalui tahap dekarboksilasi. Beberapa bakteri
homofermentatif seperti Lactobacillus plantarum memiliki enzim piruvat oksidase
(pyruvate oxidase) yang dapat diinduksi pada kondisi aerobik (Finanda et al.,
2021). Enzim ini mengkatalisis reaksi: piruvat + Pi + O> — asetil fosfat + CO- +
H20: . Namun, aktivitas enzim ini tertekan (repressed) pada saat glukosa masih
tersedia dalam medium dan meningkat ketika konsentrasi glukosa menipis,
sehingga pada fase pertumbuhan eksponensial dengan ketersediaan gula yang
cukup, produksi asam laktat tetap mendominasi tanpa disertai pembentukan gas
CO: yang terdeteksi (Hendarto et al., 2019).

Berdasarkan hasil penelitian dan pengamatan yang telah dilakukan,
diperoleh delapan belas isolat sampel yoghurt dan empat isolat sebagai kontrol
positif yang menunjukkan ciri-ciri bakteri asam laktat, sehingga dapat diidentifikasi

hingga tingkat genus. Seluruh isolat memiliki karakteristik berupa bentuk
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makroskopis bulat, gram positif, tidak membentuk spora, homofermentatif, dan
negatif uji katalase. Isolat dengan kode K+ (1), K+ (4), K1LO0 (2), K2LO0 (1), K1L1
(1), K2L1 (2), KOL2 (1), KI1L2 (2), dan K2L2 (1) diduga termasuk ke dalam genus
Lactobacillus. Hal ini sesuai dengan penelitian yang menyatakan bahwa genus
Lactobacillus berbentuk batang (bacillus) dengan ukuran sel berbeda pada setiap
spesies, dan dapat ditemukan sebagai sel tunggal atau berantai pendek. Bakteri
genus Lactobacillus tergolong Gram positif, yang ditandai dengan kemampuannya
mempertahankan pewarna kristal violet karena memiliki lapisan peptidoglikan
dinding sel yang tebal dibandingkan dengan Gram negatif, non-motil, dan tidak
membentuk endospora. Bakteri homofermentatif memfermentasi glukosa melalui
jalur glikolisis Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) menghasilkan dua mol asam
laktat per mol glukosa. Sebaliknya, bakteri heterofermentatif menggunakan jalur
fosfoketolase yang menghasilkan asam laktat, karbon dioksida (CO:), dan etanol
atau asam asetat sebagai produk akhir. Genus Lactobacillus umumnya bersifat
mikroaerofilik hingga anaerob fakultatif aerotoleran, yang berarti dapat tumbuh di
lingkungan dengan oksigen terbatas atau tanpa oksigen. Kemampuan bertahan
dalam kondisi aerobik ini bergantung pada keberadaan ion mangan (Mn?>") yang
berperan dalam menetralkan spesies oksigen reaktif. Beberapa spesies dapat
bernapas (respire) jika tersedia hemin dan menaquinone dalam media
pertumbuhan dan sebagian besar Lactobacillus tidak memerlukan zat besi (Fe)
untuk pertumbuhannya.

Isolat lainnya dengan kode K+ (2), K+ (3), KOLO (1), KOLO (2), KI1LO (1),
K2L0(2),KO0L1 (1), KOL1 (2), K1L1 (2), K2L1 (1), KOL2 (2), K1L2 (1), dan K212

(2) diduga termasuk ke dalam genus Streptococcus. Genus Streptococcus berbentuk
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bulat (kokus) hingga ovoid, dengan susunan sel yang berpasangan hingga
membentuk rantai pendek hingga panjang, termasuk Gram positif, non-motil, tidak
membentuk endospora, dan negatif terhadap katalase. Strepfococcus spp.
Tergolong dalam kelompok bakteri asam laktat yang bersifat homofermentatif
obligat, yang dikenal sebagai homolactic fermentation, melibatkan metabolisme
gula (seperti glukosa) melalui jalur glikolisis Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
menjadi piruvat, yang selanjutnya direduksi menjadi laktat tanpa menghasilkan
produk sampingan berupa gas karbon dioksida. Seluruh sampel memiliki
keanekaragaman bal yang serupa, yaitu bal genus Streptococcus dan Lactobacillus,

kecuali pada sampel KOLO dan K1L1 hanya terdapat bal genus Streptococcus.

4.2 Pengaruh Penambahan Sari Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus)
dan Lama Fermentasi terhadap Kualitas Yoghurt

4.2.1 Nilai pH

Nilai derajat keasaman (pH) merupakan salah satu indikator penting dalam
keberhasilan produk fermentasi. Nilai pH yang tidak optimum dapat mempengarui
pertumbuhan bakteri, sehingga bakteri tidak tumbuh dengan baik (Malau et al.,
2022). Hal ini terjadi karena setiap bakteri memiliki kisaran pH optimal untuk
aktivitas enzimnya. Jika pH terlalu asam atau terlalu basa, enzim-enzim yang
berperan dalam metabolisme bakteri akan terdenaturasi, sehingga menghambat
pembelahan sel, bahkan menyebabkan kematian sel bakteri. Kondisi ini pada

akhirnya menurunkan efisiensi fermentasi dan menurunkan kualitas produk akhir.
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Gambar 4.2 Hasil uji pH dengan variasi konsentrasi dan lama fermentasi

Berdasarkan Gambar 4.1, diperoleh bahwa nilai pH cenderung menurun
seiring dengan lamanya waktu fermentasi dan meningkatnya variasi konsentrasi
sari buah naga merah yang ditambahkan. Nilai pH pada sampel kontrol positif
sebesar 3,95, sedangkan nilai pH tertinggi berada pada variasi konsentrasi sari buah
naga merah 15% dengan lama fermentasi 3 hari sebesar 4,23 dan nilai terendah
berada pada variasi konsentrasi sari buah naga merah 0% dan lama fermentasi 0
hari. Terdapat beberapa sampel yang nilai pH-nya tidak memenuhi SNI 2981:2009,
di mana nilainya melebihi 4,5 dari standar yang telah ditetapkan, di antaranya
sampel dengan variasi lama fermentasi 0 hari dan konsentrasi 0%, 10%, dan 15%
serta variasi konsentrasi 0% dengan lama fermentasi 2 hari. Penambahan sari buah
naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan aktivitas metabolik bakteri asam laktat
selama fermentasi mampu menurunkan nilai pH pada yoghurt. BAL menghasilkan
berbagai macam asam organik (asam laktat, asam sitrat, dan asam asetat).
Akumulasi asam-asam organik tersebut menciptakan kondisi yang semakin asam.

Hasil analisis statistik uji normalitas dan homogenitas (Lampiran 3)

menunjukkan bahwa data terdistribusi normal dan data homogen, yaitu nilai
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signifikansi di atas 0,05 (Sig > 0,05). Data nilai derajat keasaman (pH) yang
terdistribusi normal dan homogen dapat dilanjutkan dengan uji statistik two-way
anova. Hasil uji statistik two-way anova dan dilanjutkan dengan uji Duncan
menunjukkan bahwa penambahan variasi konsentrasi sari buah naga merah
memiliki nilai probabilitas (sig.) sebesar 0,000 yang menunjukkan nilai lebih kecil
dari alpha 0,05 dengan hasil uji F ialah nilai Fhitung > Ftabel (349,553 > 3,40). Hal
ini menunjukkan bahwa, pada variasi konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus
polyrhizus) menghasilkan perbedaan nyata terhadap nilai pH. Nilai pada variasi
lama fermentasi, hasil nilai probabilitas (sig.) sebesar 0,000 yang menunjukkan
nilai lebih kecil dari alpha 0,05 dengan hasil uji F ialah nilai Fhitung > Ftabel
(17427,255 > 3,40). Hal ini menunjukkan bahwa, pada variasi lama fermentasi
memberikan hasil berbeda nyata terhadap nilai pH.

Nilai probabilitas (sig.) interaksi antara variasi konsentrasi sari buah naga
merah dengan lama fermentasi sebesar 0,000 yang menunjukkan nilai lebih kecil
dari nilai alpha 0,05 dengan nilai Fhitung > Ftabel (12,628 > 3,40). Hal ini
menunjukkan bahwa terdapat interaksi yang signifikan antara variasi konsentrasi
sari buah naga merah dan lama fermentasi dalam memengaruhi nilai pH. Hasil uji
statistik two-way anova menunjukkan bahwa variasi konsentrasi sari buah naga
merah dengan lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap nilai pH (p < 0,05), di
mana penambahan sari buah naga merah secara signifikan menurunkan nilai pH
dan meningkatkan aktivitas antioksidan serta total fenolik. Sedangkan lama
fermentasi dapat mengatur aktivitas metabolik bakteri starter, sehingga peningkatan
penambahan sari buah naga merah dan durasi fermentasi berbanding lurus dengan

penurunan nilai pH untuk keberhasilan fermentasi yoghurt.
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Penelitian yang dilakukan oleh Subagiyo et al. (2015) menyatakan bahwa
bakteri asam laktat dapat tumbuh pada pH 4—6 dengan pertumbuhan paling banyak
pada pH 4. Sedangkan, pada penelitian Adamberg et al. (2003) memberikan hasil
bahwa bakteri S. thermophilus dapat tumbuh pada pH maksimal 5.5, L. bulgaricus
pada pH 5.0, dan L. acidophilus pada pH 5.3. Sementara itu, penelitian yang
dilakukan oleh Hendarto et al. (2019) L. bulgaricus optimal pada pH 5,8 dengan
suhu 44°C, sedangkan S. thermophilus tambuh pada pH 6,5 dengan suhu 40°C.
Menurut SNI2981:2009, yoghurt memenuhi persyaratan mutu apabila memiliki pH
4,0-4,5 (Fatmala et al., 2023).

Penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama
fermentasi selama 2 dan 3 hari mampu menghasilkan produk dengan kondisi yang
lebih asam dibandingkan dengan sampel dengan variasi lama fermentasi 0 hari dan
konsentrasi 0%, 10%, dan 15% serta variasi konsentrasi 0% dengan lama fermentasi
2 hari. Asam organik yang terbentuk selama proses fermentasi mengalami disosiasi
menjadi ion H™ (Malau et al., 2022). Semakin banyaknya bakteri asam laktat,
semakin tinggi konsentrasi metabolit hasil fermentasi yang terdisosiasi menjadi ion
H', terutama asam laktat, yang mengakibatkan nilai pH semakin menurun. Nilai pH
yang terukur mencerminkan konsentrasi ion H* bebas dalam larutan yang
menyebabkan elektroda pH meter memberikan hasil yang lebih rendah selama
pengukuran seiring dengan meningkatnya keasaman tersebut (Amalia Putri et al.,
2024).

Nilai pH tertinggi tidak ditemukan pada variasi konsentrasi sari buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus) 0%, melainkan pada perlakuan konsentrasi 15%

dengan variasi lama fermentasi 3 hari. Sampel menunjukkan bahwa pada kondisi
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tersebut mekanisme fermentasi berlangsung secara optimal. Secara teoritis,
penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) pada yoghurt dapat
menurunkan pH dengan interaksi asam organik serta aktivitas BAL. Data hasil uji
pH memberikan nilai yang bervariasi, dengan nilai pH yang paling rendah
mengindikasikan tingginya akumulasi ion H" (Nurdini ef al., 2023). Konsentrasi
sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) yang terlalu rendah, kurangnya
waktu fermentasi, atau kondisi lingkungan yang kurang mendukung pertumbuhan
BAL, senyawa bioaktif dalam buah naga merah (betasianin, polifenol, dan vitamin
C) yang berperan dalam pengasaman alami dapat bersifat pro-asam yang
mempercepat pelepasan ion H+ dari metabolit fermentasi secara tidak terkendali
atau menghambat sistem buffer alami susu.

Nilai pH di bawah 4,0 menunjukkan tanda overfermentasi yang
menghasilkan rasa terlalu tajam (overacid), sedangkan nilai pH di atas 4,6
menunjukkan bahwa fermentasi tidak optimal. Kedua hal tersebut dapat
memengaruhi rasa, viskositas, aroma, dan daya simpan produk. Nilai pH pada
yoghurt dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya adalah penggunaan
starter bakteri, lama fermentasi, penggunaan bahan tambahan, suhu fermentasi,
serta kandungan laktosa dalam susu (Adiputra et al., 2022).

Penelitian yang dilakukan oleh Vera-Pefia & Rodriguez (2020) menyatakan
bahwa jika efek pro-asam terjadi karena radikal atau senyawa antara hasil
metabolisme yang tidak segera distabilkan, akan tetap reaktif dan dapat memicu
degradasi laktosa atau protein, yang menghasilkan peningkatan konsentrasi asam
laktat, asam asetat, dan asam organik yang memberikan hasil penurunan pada uji

pH. Efektivitas penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dalam
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mengatur keasaman yoghurt dipengaruhi oleh konsentrasi dan kondisi sistem
fermentasi. Jika konsentrasi tidak seimbang dengan aktivitas BAL, dapat
menimbulkan efek pro-asam, sehingga nilai uji pH dapat lebih rendah dibandingkan
dengan yoghurt tanpa penambahan sari buah naga merah. Oleh karena itu, yoghurt
yang difermentasi dengan waktu lebih lama dan suhu lebih tinggi cenderung
menghasilkan pH yang lebih rendah.
4.2.2 Total Asam Tertitrasi

Total asam tertitrasi (TAT) merupakan indikator penting dalam penilaian
mutu yoghurt, karena nilai TAT menunjukkan konsentrasi total asam organik yang
terkandung di dalam sampel (Arkan et al., 2021). Asam organik, terutama asam
laktat, terbentuk dari proses fermentasi laktosa oleh bakteri asam laktat, ketika

laktosa diurai menjadi asam laktat sebagai metabolit utama. Nilai total asam
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tertitrasi dinyatakan sebagai persentase asam laktat (% b/b) yang dihasilkan selama

fermentasi (Adiputra et al., 2022).

Total Asam Tertitrasi (TAT)
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Gambar 4.3 Hasil uji kadar asam dengan variasi konsentrasi dan lama
fermentasi

Berdasarkan Gambar 4.3, diperoleh nilai TAT yang cenderung meningkat
seiring dengan lamanya waktu fermentasi dan meningkatnya variasi konsentrasi
sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) yang ditambahkan. Nilai TAT pada
sampel kontrol positif sebesar 1,52% (b/b). Nilai TAT tertinggi terdapat pada
variasi konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) 15% dengan lama
fermentasi 3 hari, yaitu sebesar 1,44% (b/b), sedangkan nilai TAT terendah terdapat
pada sampel dengan variasi konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus
polyrhizus) 0% dan lama fermentasi 0 hari sebesar 0,266% (b/b).

Hasil analisis statistik uji normalitas dan homogenitas (Lampiran 3)
menunjukkan bahwa data terdistribusi normal dan data homogen, yaitu nilai
signifikansi di atas 0,05 (Sig > 0,05). Data nilai TAT yang terdistribusi normal dan
homogen dapat dilanjutkan dengan uji Duncan, dan hasilnya menunjukkan bahwa

penambahan variasi konsentrasi 0%, 10%, dan 15% sari buah naga merah
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(Hylocereus polyrhizus) memiliki nilai probabilitas (sig.) sebesar 0,000 yang
menunjukkan nilai lebih kecil dari alpha 0,05 dengan hasil uji F ialah nilai F hitung
> F tabel (799,492 > 3,40). Hal ini menunjukkan bahwa variasi konsentrasi sari
buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) menghasilkan perbedaan nyata terhadap
nilai TAT. Nilai pada variasi lama fermentasi, hasil nilai lebih kecil dari alpha 0,05
dengan hasil uji F ialah nilai F hitung > F tabel (8148,262 > 3,40). Hal ini
menunjukkan bahwa nilai variasi lama fermentasi O hari, 2 hari, dan 3 hari
memberikan hasil berbeda nyata terhadap nilai TAT.

Nilai probabilitas (sig.) interaksi antara variasi konsentrasi sari buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus) dengan lama fermentasi sebesar 0,000 yang
menunjukkan nilai lebih kecil dari alpha 0,05 dengan nilai Fhitung > Ftabel
(274,689 > 3,40). Hal ini menunjukkan bahwa terdapat interaksi yang signifikan
antara variasi konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama
fermentasi dalam memengaruhi nilai TAT. Hasil uji statistik two-way ANOVA
menunjukkan bahwa variasi konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus
polyrhizus) dengan lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap nilai TAT (p <
0,05), di mana penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) secara
signifikan meningkatkan populasi bakteri asam laktat, yang mempercepat proses
perombakan laktosa dan produksi asam laktat. Seiring dengan peningkatan
konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus), terjadi peningkatan
kadar asam dalam yoghurt. Kadar asam tersebut merupakan kinerja aktivitas bakteri
asam laktat yang dipengaruhi oleh perlakuan penambahan buah. Buah naga merah
berperan sebagai media bagi starter bakteri asam laktat yoghurt, karena memiliki

karakteristik sebagai prebiotik (Kasmiyetti, et al., 2022). Sedangkan lama
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fermentasi dapat mengatur aktivitas metabolik bakteri starter, sehingga
penambahan sari buah naga merah dan lama fermentasi berbanding lurus dengan
peningkatan nilai TAT.

Menurut SNI 2981:2009, yoghurt memenuhi persyaratan mutu apabila
memiliki kadar asam total yang dihitung sebagai asam laktat 0,5-2,0% (b/b).
Semakin tinggi nilai TAT, semakin asam rasa yoghurt, yang dalam batas tertentu
masih dapat diterima, namun jika melebihi standar dapat menyebabkan rasa terlalu
asam dan menurunkan kualitas produk.

Terdapat beberapa sampel pada pengujian TAT belum memenuhi standar
yang telah ditetapkan oleh SNI 2981:2009, dengan nilai minimum kadar asam
sebesar 0,5% dan maksimum 2,0% (b/b) sebagai asam laktat. Beberapa sampel
dengan nilai TAT yang tidak memenuhi SNI2981:2009 dengan nilai TAT di bawah
0,5%, antara lain sampel dengan variasi konsentrasi sari buah naga merah
(Hylocereus polyrhizus) 0%, 10%, dan 15% dan lama fermentasi 0 hari. Nilai TAT
yang rendah pada sampel-sampel tersebut menunjukkan bahwa produksi asam
organik belum cukup untuk menciptakan kondisi asam yang diperlukan bagi
pembentukan yoghurt yang berkualitas. Penambahan sari buah naga merah
(Hylocereus polyrhizus) yang berinteraksi dengan aktivitas metabolik BAL selama
fermentasi mampu meningkatkan nilai TAT pada yoghurt.

Nilai TAT pada yoghurt dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, di
antaranya adalah penggunaan starter bakteri, lama fermentasi, penggunaan bahan
tambahan, suhu fermentasi, serta kandungan laktosa dalam susu (Fatmala et al.,
2023b). Suhu dan lama fermentasi sangat berperan pada besaran nilai TAT, karena

BAL residual masih dapat menghasilkan asam laktat secara lambat (post-
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acidification), yang menyebabkan peningkatan kadar asam selama penyimpanan.
Sehingga, yoghurt yang difermentasi pada suhu yang terlalu tinggi atau pada suhu
ruang dengan waktu yang terlalu lama cenderung menunjukkan nilai TAT yang
lebih tinggi akibat aktivitas metabolik BAL (Situmorang et al., 2025).

Nilai TAT tertinggi terdapat pada perlakuan dengan variasi konsentrasi 15%
dengan lama fermentasi 3 hari, yang menunjukkan bahwa pada kondisi tersebut
mekanisme produksi asam organik oleh BAL berlangsung secara optimal dengan
hasil akhir asam laktat. Penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus)
dalam pembuatan yoghurt berperan dalam menyediakan substrat tambahan bagi
pertumbuhan BAL. Kandungan gula sederhana dalam sari buah naga merah
(Hylocereus polyrhizus) dapat dimetabolisme oleh BAL menjadi asam organik,
terutama asam laktat melalui jalur glikolisis. Data hasil uji kadar asam
menunjukkan semakin tinggi konsentrasi sari buah naga merah yang ditambahkan
dalam yoghurt, semakin tersedia substrat bagi BAL untuk menghasilkan asam laktat
dengan meningkatnya nilai TAT seiring dengan peningkatan konsentrasi sari buah
naga merah (Hylocereus polyrhizus). Variasi konsentrasi sari buah yang terlalu
rendah dan fermentasi yang kurang optimal, produksi asam laktat tidak berlangsung
secara maksimal. Kondisi ini terjadi karena rendahnya ketersediaan nutrisi bagi
BAL untuk memproduksi asam laktat dalam jumlah yang signifikan.

Sampel dengan konsentrasi sari buah menunjukkan nilai TAT yang
meningkat secara konsisten seiring dengan bertambahnya lama fermentasi. Pada
perlakuan konsentrasi 15% dengan lama fermentasi 3 hari, nilai TAT menunjukkan
angka tertinggi (1,4467 = 0,02082), yang menandakan bahwa akumulasi asam

laktat mencapai kondisi optimal. Nilai TAT yang terlalu tinggi (di atas 2,0%) dapat
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menyebabkan rasa yoghurt menjadi terlalu asam dan berpotensi menurunkan
viabilitas BAL selama penyimpanan. Sutrisna et al. (2015) menyatakan bahwa
kondisi lingkungan yang terlalu asam dapat menghambat pertumbuhan BAL, yang
pada akhirnya akan menurunkan produksi asam laktat (Frilanda et al., 2022).

Berdasarkan data hasil uji kadar asam, lama waktu fermentasi berpengaruh
signifikan terhadap peningkatan nilai TAT pada yoghurt. Peningkatan variasi
konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) yang ditambahkan pada
yoghurt, nilai TAT menunjukkan peningkatan seiring dengan bertambahnya lama
fermentasi. Secara teoritis, peningkatan nilai kadar asam seiring lama fermentasi
disebabkan  oleh  aktivitas  metabolik @ BAL, terutama Lactobacillus
bulgaricus dan Streptococcus thermophilus, yang terus memetabolisme laktosa
menjadi asam laktat selama proses fermentasi berlangsung. Dunggio et al. (2022)
menyatakan bahwa setelah 6 jam fermentasi, terjadi penurunan pH yang cepat
(asidifikasi) yang diikuti oleh peningkatan akumulasi asam laktat secara progresif.
Dengan demikian, efektivitas penambahan sari buah naga merah dalam
meningkatkan total asam tertitrasi pada yoghurt sangat dipengaruhi oleh
konsentrasi sari buah dan lama fermentasi, di mana konsentrasi yang terlalu rendah
menyebabkan produksi asam belum optimal, sementara konsentrasi yang tinggi
dengan waktu fermentasi yang tepat menghasilkan nilai TAT yang maksimal
(Siregar et al., 2023).
4.2.3 Total Bakteri Asam Laktat

Total bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah satu parameter
mikrobiologis yang digunakan untuk menilai keberhasilan proses fermentasi,

dengan jumlah sel hidup yang berperan dalam pembentukan asam laktat dan
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senyawa metabolit lain (Nugroho et al., 2023). Berdasarkan data hasil uji total BAL,
lama fermentasi berpengaruh terhadap peningkatan total BAL pada yoghurt.
Peningkatan variasi konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) yang
ditambahkan dalam yoghurt menunjukkan peningkatan seiring dengan lamanya
durasi fermentasi. Secara teoritis, peningkatan total BAL selama fermentasi terjadi
karena ketersediaan karbohidrat yang berperan sebagai substrat yang dimanfaatkan
oleh kultur bakteri untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan sel, sekaligus
membantu proses penguraian laktosa secara tidak langsung melalui peningkatan
aktivitas metabolik starter.

Tabel 4.2 Hasil uji total BAL dengan variasi konsentrasi dan lama fermentasi

Sampel Total Bakteri Asam Laktat (BAL)
K+ 4,3x10°
KOLO 2,4x107
KOL1 2,7x107
KOL2 3x107
K1LO 4,9x10°
KIL1 3,4x10°
K1L2 3,9x10°
K2L0 3,1x108
K2L1 4x10°
K212 4,3x10°

Data hasil penelitian total bakteri asam laktat (BAL) yang tertera pada Tabel
4.2 menunjukkan peningkatan seiring bertambahnya variasi konsentrasi buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama fermentasi. Total BAL pada sampel
kontrol positif sebesar 4,3 x 10° CFU/mL. Total BAL tertinggi terdapat pada variasi
konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) 15% dan lama fermentasi
3 hari, yaitu sebesar 4,3 x 10° CFU/mL, sedangkan total BAL terendah terdapat
pada sampel dengan variasi konsentrasi sari buah naga merah (Hylocereus

polyrhizus) 0% dan lama fermentasi 0 hari sebesar 2,4 x 10’ CFU/mL.
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Berdasarkan SNI 2981:2009, produk yoghurt yang memenuhi standar mutu
harus memiliki total BAL minimal sebesar 10’ CFU/mL dengan tujuan untuk
mengimbangi kemungkinan penurunan jumlah bakteri probiotik pada saat berada
dalam jalur pencernaan. Jumlah tersebut menunjukkan jika populasi BAL berada
pada tingkat yang cukup untuk memberikan efek probiotik serta menjaga kestabilan
produk selama penyimpanan. Jumlah tersebut dipengaruhi oleh berbagai faktor, di
antaranya adalah jenis dan konsentrasi starter, komposisi substrat, suhu dan waktu
fermentasi, adanya bahan tambahan, serta kondisi lingkungan selama inkubasi.

Semua sampel pada pengujian total BAL sudah memenuhi standar yang
telah ditetapkan oleh SNI 2981:2009, dengan minimum total bakteri asam laktat
107 CFU/mL. Nilai sampel minimum berada pada variasi konsentrasi sari buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus) 0%, 10%, dan 15% dengan lama fermentasi masing-
masing sampel 0 hari. Hal tersebut dikarenakan pada konsentrasi 0% dengan lama
fermentasi 0 hari, kondisi tersebut belum terjadi proses fermentasi yang optimal dan
starter bakteri masih dalam tahap adaptasi, sehingga belum menunjukkan
peningkatan populasi BAL yang signifikan. Sampel tanpa penambahan sari buah
naga merah (Hylocereus polyrhizus) tidak tersedia senyawa prebiotik untuk
merangsang pertumbuhan BAL, sehingga bakteri starter hanya mengandalkan
laktosa dalam susu sebagai sumber nutrisi (Zulaikhah, 2021). Tidak adanya
interaksi antara penambahan sari buah dan lama fermentasi yang sangat singkat
menyebabkan aktivitas metabolik BAL belum berlangsung secara maksimal,
sehingga produksi BAL berada di titik minimum dibandingkan dengan sampel yang
terdapat penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan lama

fermentasi yang lebih lama (Kasmiyetti ef al., 2022).
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Total BAL tertinggi berada pada sampel dengan variasi konsentrasi sari
buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) 15% dan lama fermentasi 3 hari, yang
menunjukkan bahwa pada sampel dengan penambahan sari buah naga merah
(Hylocereus polyrhizus) terdapat tambahan komponen karbohidrat yang berperan
penting dalam memacu pertumbuhan BAL selama proses fermentasi. Buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus) mengandung gula-gula sederhana, terutama glukosa
dan fruktosa, serta oligosakarida yang dapat dimetabolisme oleh BAL melalui jalur
glikolisis untuk menghasilkan energi lebih cepat (Aryanta, 2022). Hasil penelitian
Frilanda et al. (2022) menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus) hingga 15% menghasilkan total BAL sebesar 9,52
x 108 CFU/mL.

Kualitas dan keberhasilan fermentasi yoghurt ditentukan oleh beberapa
faktor, di antaanya kualitas susu, suhu fermentasi, lama fermentasi, bahan
tambahan, serta jenis dan konsentrasi kultur starter yang digunakan (Dahlan et al.,
2024) Suhu penyimpanan dan jenis susu sebagai bahan dasar sangat berpengaruh,
dan lama inkubasi berpengaruh terhadap penurunan nilai pH dan peningkatan kadar
asam, sedangkan variasi jenis starter serta perbandingan atara starter dapat
mempengaruhi gula dan asam laktat selama proses fermentasi (Dahlan et al., 2024).
Penelitian yang dilakukan oleh (Frilanda ef al., 2022) memberikan hasil bahwa
variasi penambahan sari buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) menunjukkan
perbedaan nyata dibandingkan dengan perlakuan tanpa penambahan sari buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus). Peningkatan total BAL dikarenakan starter yang
digunakan memerlukan substitusi energi dalam mengonversi laktosa pada susu

menjadi asam laktat. Karbohidrat yang terkandung dalam buah naga dapat
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membantu proses penguraian laktosa oleh starter dengan senyawa karbohidrat yang
berkontribusi dalam mempercepat proses pertumbuhan bakteri asam laktat (Saritas
et al., 2024).

Allah menciptakan alam semesta beserta seluruh isinya sebagai wujud
rahmat demi kemaslahatan umat manusia. Oleh karena itu, manusia diberi hak
untuk memanfaatkan kekayaan alam secara optimal dalam upaya meningkatkan
kesejahteraan hidupnya, sekaligus sebagai bentuk ungkapan syukur atas nikmat
yang telah dianugerahkan oleh Allah SWT. Seperti yang telah difirmankan oleh

Allah SWT dalam QS. Al-Baqgarah [2]: 29 yang berbunyi:

sobe g gl LA ) R B G o3V 3 G0 gl o 5A
e oo J_i) 2%

Artinya: “Dialah (Allah) yang menciptakan segala yang ada di bumi

untukmu, kemudian Dia menuju ke langit, lalu Dia menyempurnakannya

menjadi tujuh langit.Dia Maha Mengetahui segala sesuatu.” (QS. Al-

Baqarah [2]:29).

Tafsir Al-Mishbah jilid 2 menerangkan bahwa dipahami oleh banyak ulama
menunjukkan bahwa pada dasarnya segala apa yang terbentang di bumi ini dapat
digunakan oleh manusia, kecuali jika ada dalil lain yang melarangnya. Sebagian
kecil ulama tidak memahami demikian. Mereka mengharuskan adanya dalil yang
jelas untuk memahami boleh atau tidaknya sesuatu, bahkan ada juga yang
berpendapat bahwa pada dasarnya segala sesuatu terlarang kecuali kalau ada dalil
yang menunjukkan izin menggunakannya. Kata “istawa” pada mulanya berarti
tegak lurus, tidak bengkok. Selanjutnya, kata itu dipahami secara majazi dalam arti

menuju ke sesuatu dengan cepat dan penuh tekad bagaikan yang berjalan tegak

lurus tidak memoleh ke kiri dan ke kanan.
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Makna Allah menuju ke langit adalah kehendak-Nya untuk mewujudkan
sesuatu seakan-akan kehendak tersebut serupa dengan seseorang yang menuju ke
sesuatu untuk mewujudkannya dalam bentuk seagung dan sebaik mungkin. Karena
itu pula, lanjutan ayat itu menyatakan fa sawwadhunna/ lalu dijadikan-Nya, yakni
bahwa langit itu dijadikan-Nya dalam bentuk sebaik mungkin, tanpa sedikit aib atau
kekurangan pun. Sedangkan Tafsir Wajiz menjelaskan bahwa Tuhan yang patut
untuk disembah dan ditaati itu Dialah Allah yang menciptakan dan memberikan
karunia berupa segala apa yang ada di bumi untuk kemaslahatanmu, kemudian
bersamaan dengan penciptaan bumi dengan segala manfaatnya, kehendak Dia
menuju ke penciptaan langit, lalu Dia menyempurnakannya menjadi tujuh langit
yang sangat beraturan, baik yang tampak olehmu maupun yang tidak. Dan Dia
Maha Mengetahui segala sesuatu. [lmu Allah mencakup segala ciptaan-Nya.

Ayat tersebut menegaskan tentang kekuasaan Allah SWT atas alam semesta
serta urutan penciptaan yang sistematis. Allah menciptakan bumi, yang di dalamnya
diciptakan untuk kemaslahatan umat manusia. Setelah penciptaan bumi, Allah
menyempurnakan langit hingga tujuh lapisan, dan ayat ini ditutup dengan “wa huwa
bikulli syai in ‘alim”. Seluruh pergerakan dan kejadian yang ada di alam semesta
ini tidak luput dari pengetahuan-Nya, bahkan yang terkecil sekalipun.

Hasil tersebut menunjukkan bahwa gula-gula sederhana yang terdapat
dalam buah naga merah menyediakan sumber karbon yang mempercepat laju
pertumbuhan BAL dan meningkatkan viabilitasnya secara optimal selama
fermentasi berlangsung (Shah, 2017). Durasi fermentasi berpengaruh terhadap

peningkatan total BAL karena selama proses tersebut masih tersedia nutrisi yang
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dibutuhkan oleh BAL untuk tumbuh, dengan adanya gula dan sumber protein
(Dunggio et al., 2022).
4.3 Tokoh Muslim

Salah satu tokoh yang meneliti tentang tanaman pangan, yaitu Dr. Sami Ul-
Allah, adalah seorang akademisi dan peneliti produktif di bidang pemuliaan dan
genetika tanaman yang saat ini menjabat sebagai Associate Professor di
Departemen Pemuliaan dan Genetika Tanaman, Universitas Bahauddin Zakariya
(BZU), Multan, Pakistan. Beliau lahir dan menempuh pendidikan awal di Pakistan,
kemudian melanjutkan studi strata satu dan strata dua di Universitas Pertanian
Faisalabad dengan predikat cum laude masing-masing pada tahun 2007 dan 2009.
Pada tahun 2013, beliau meraih gelar doktor di bidang pertanian dengan spesialisasi
pemuliaan dan genetika tanaman dari Universitas Kassel, Jerman, dengan predikat
magna cum laude. Karier akademiknya dimulai sebagai Assistant Professor di
Universitas Islam Bahawalpur (2014-2016), kemudian pindah ke BZU Multan
sebagai Assistant Professor (2016-2021), dan sejak Januari 2021 resmi menjabat
sebagai Associate Professor di universitas yang sama. Sepanjang kariernya, Dr.
Sami Ul-Allah telah menerima sejumlah penghargaan bergengsi, antara lain
Fulbright Fellowship (2023-2024) sebagai Visiting Scholar di Amerika Serikat,
beasiswa PhD dari DAAD Jerman, HEC Indigenous Scholarship untuk studi
master, serta Research Productivity Award dari Pakistan Council of Science and
Technology pada tahun 2017 (BZU, 2021).

Bidang penelitian utamanya mencakup adaptasi tanaman pangan terhadap
cekaman abiotik seperti kekeringan, panas, salinitas, dan stres nutrisi, serta

karakterisasi fenotipik dan molekuler plasma nutfah untuk sifat toleran terhadap
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cekaman. Beliau juga berkontribusi dalam pengembangan dua varietas kapas
unggul, yaitu MM-58 dan I[UB-13, sebagai anggota tim pemulia. Dr. Sami Ul-Allah
telah menerbitkan lebih dari 80 artikel ilmiah di jurnal internasional bereputasi,
serta puluhan bab buku dan prosiding konferensi. Selain itu, beliau aktif sebagai
reviewer untuk lebih dari 14 jurnal internasional, serta pernah menjabat sebagai
Guest Editor untuk jurnal Agriculture (MDPI). Di lingkungan akademik, beliau
mengajar lebih dari 23 mata kuliah baik di tingkat sarjana maupun pascasarjana.
Dengan keterampilan yang mencakup eksperimen lapangan, pemuliaan molekuler,
pengembangan tanaman transgenik, serta teknik biologi molekuler seperti PCR dan
ekstraksi DNA, Dr. Sami Ul-Allah telah menjadi salah satu ilmuwan tanaman
terkemuka di Pakistan yang memberikan kontribusi signifikan dalam peningkatan
produktivitas dan ketahanan tanaman serealia, terutama gandum, kapas, dan
jewawut (Muhammad et al., 2025).

Tokoh muslim lain yang meneliti tentang mikrobiologi adalah Prof. Dr.
Muhammad Asif Zahoor, yang menjabat sebagai profesor pada Institute of
Microbiology di Government College University (GCU) Faisalabad, Pakistan.
Beliau memperoleh gelar doktor dari Veterinary Medicine University di Vienna,
Austria. Bidang utama penelitian yang ditekuninya meliputi mikrobiologi,
resistensi antimikroba (AMR), dan kesehatan masyarakat, dengan fokus khusus
pada surveilans AMR dari isolat yang berasal dari sumber klinis, hewan, maupun
lingkungan. Berdasarkan data dari OpenAlex, Prof. Zahoor telah mempublikasikan
56 makalah ilmiah yang terakumulasi sebanyak 716 sitasi. Topik-topik yang
berulang dalam publikasinya antara lain resistensi antibiotik pada bakteri, infeksi

parasit dan diagnostiknya, serta dampak lingkungan dari senyawa farmasi dan
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antibiotik.  Salah satu studinya mengenai prevalensi dan analisis
sekuens Escherichia coli pembawa gen resisten terhadap colistin, gentamisin,
streptomisin, tetrasiklin, dan kuinolon yang diisolasi dari ayam pedaging komersial
(Madni et al., 2024).

Selain itu, beliau juga melaporkan diseminasi E. coli klinis pembawa
gen mer-1 di Pakistan (Madni et al., 2024). Penelitian lainnya mencakup resistensi
multidrug pada Mycobacterium tuberculosis dari pasien tuberkulosis paru, deteksi
molekuler produksi biofilm pada isolat Pseudomonas aeruginosa multidrug
resisten dari sampel daging, serta isolasi dan karakterisasi molekuler bakteri
indigen Staphylococcus aureus strain K1 yang mampu mereduksi kromium
heksavalen untuk aplikasi bioremediasi. Secara keseluruhan, penelitian Prof.
Zahoor secara konsisten memberikan kontribusi signifikan dalam pemahaman
resistensi antimikroba melalui pendekatan One Health yang mengintegrasikan

dimensi kesehatan manusia, hewan, dan lingkungan.



BAB V
PENUTUP

5.1 Simpulan

1.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:
Karakteristik makroskopis bakteri asam laktat (BAL) yang diisolasi dari
sampel yoghurt menunjukkan bahwa koloni berbentuk bulat, berwarna putih
dan krem, bertepi rata, dengan permukaan cembung. Karakteristik
makroskopis: sebelas isolat berbentuk coccus dan tujuh isolat lainnya
berbentuk bacillus, Gram positif, tidak membentuk endospora, katalase negatif,
tipe fermentasi homofermentatif. Seluruh sampel memiliki keanekaragaman
bakteri dengan genus Streptococcus dan Lactobacillus, kecuali sampel KOLO
dan KOL1 yang hanya memiliki bal Streptococcus.

Perlakuan penambahan sari buah naga merah 15% dan lama fermentasi 3 hari
memberikan peningkatan mutu paling tinggi dan sesuai dengan SNI2891:2009
dengan pH sebesar 4,0-4,5 dan kadar asam 0,5-2,05 (b/b). Perlakuan ini
menghasilkan pH dengan rata-rata 4,23 dan kadar asam 1,44% (b/b).
Dibandingkan dengan yoghurt tanpa penambahan sari buah dan lama
fermentasi, dengan pH sebesar 6,34 dan kadar asam 0,26% (b/b). Perlakuan
tersebut terbukti berpengaruh dalam menentukan keberhasilan fermentasi dan
sesuai dengan SNI 2891:2009.

Hasil uji total BAL, perlakuan dengan penambahan sari buah naga merah 15%
dan lama fermentasi 3 hari terbukti dapat meningkatkan total BAL sebesar 4,3
x 10° CFU/mL dengan indikasi keberhasilan fermentasi. Sedangkan perlakuan
yoghurt tanpa penambahan sari buah dan lama fermentasi menghasilkan total

BAL yang paling rendah, yaitu sebesar 2,4 x 10’ CFU/mL, namun semua
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sampel sesuai dengan minimum total BAL pada anjuran SNI 2981:2009, yaitu

minimal 10’ CFU/mL.

5.2 Saran

Penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan pengujian secara
menyeluruh terhadap standar mutu serta karakterisasi sifat fisikokimia. Selain itu,
perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri guna menentukan efektivitasnya dalam
menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen serta uji organoleptik untuk
menilai parameter sensoris. Keseluruhan rangkaian uji bertujuan untuk memberikan
keamanan pangan dan memastikan kelayakan produk yang memenuhi persyaratan

mutu yang ditetapkan.
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Lampiran 2. Data Hasil Penelitian

L.2.1 Derajat Keasaman (pH)
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Perlakuan Ulangan Rata-rata
1 2 3
KOLO 6.35 6.33 6.36 6.34
K1L0 6.22 6.27 6.22 6.23
K2L0 6.07 6.12 6.12 6.1
KOL1 4.75 4.76 4.75 4.75
KI1L1 4.52 4.49 4.51 4.5
K2L1 4.46 4.49 4.51 4.48
KO0L2 4.57 4.56 4.59 4.57
K1L2 4.41 4.40 4.41 4.4
K2L2 4.28 4.20 4.23 4.23
Kontrol 3.95
L.2.2 Total Asam Tertitrasi (TAT)
Perlakuan Ulangan Rata-rata
1 2 3
KOLO 0.27 0.26 0.26 0.26
K1L0 0.28 0.28 0.30 0.28
K2L0 0.30 0.29 0.29 0.29
KOL1 0.72 0.72 0.74 0.72
KI1L1 0.77 0.80 0.77 0.78
K211 0.96 0.99 0.97 0.97
KOL2 0.86 0.86 0.89 0.87
K1L2 1.23 1.24 1.20 1.22
K2L.2 1.43 1.44 1.47 1.44
Kontrol 1.52
L.2.3 Total Bakteri Asam Laktat (BAL)
Seri Pengenceran Rata-rata
Perlakuan 105 106 107 (CFU/mL)
Simplo Duplo Simplo Duplo Simplo Duplo
KOLO 169 153 133 127 46 33 2,4x107
K1L0 179 179 150 146 135 129 2,7x107
K2L0 195 197 165 169 151 142 3x107
KOL1 137x2  126x2 264 231 179 181 4,9x108
KI1L1 169x2  154x2  131x2  127x2 189 186 3,4x10°
K2L1 TBUD tbud 228x2 324x2 194 240 3,9x10°
KOL2  TBUD 109x4 147 140 193 206 3,1x10°
K1L2 TBUD  tbud 84x4 165x2 223 220 4x10°
K21.2 TBUD tbud 168x2 173x2 117x2 241 4,3x10°
Kontrol  151x2  163x2 271 262 241 235 4,3x10°




L.2.4 Karakteristik Morfologi Koloni BAL
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Morfologi Koloni
Isolat Bentuk Warna Tepian Elevasi Diameter
Koloni Koloni Koloni (mm)
K+ (1) Bulat Putih Rata Cembung 2,0
K+ (2) Bulat Krem Rata Cembung 1,9
K+ (3) Bulat Krem Rata Cembung 1,8
K+ (4) Bulat Putih Rata Cembung 2,0
KOLO (1) Bulat Krem Rata Cembung 2,0
KOLO (2) Bulat Putih Rata Cembung 1,8
K1L0 (1) Bulat Krem Rata Cembung 1,9
K1L0 (2) Bulat Putih Rata Cembung 1,9
K210 (1) Bulat Krem Rata Cembung 1,7
K2L.0 (2) Bulat Putih Rata Cembung 2,0
KOL1 (1) Bulat Krem Rata Cembung 1,8
KOL1 (2) Bulat Putih Rata Cembung 1,7
K1L1 (1) Bulat Putih Rata Cembung 1,5
K1L1 (2) Bulat Krem Rata Cembung 1,8
K2L.1 (1) Bulat Krem Rata Cembung 1,9
K211 (2) Bulat Putih Rata Cembung 2,0
KOL2 (1) Bulat Putih Rata Cembung 1,7
KO0L2 (2) Bulat Krem Rata Cembung 2,0
K1L2 (1) Bulat Putih Rata Cembung 1,9
K1L2 (2) Bulat Krem Rata Cembung 1,8
K2L.2 (1) Bulat Putih Rata Cembung 2,0
K212 (2) Bulat Krem Rata Cembung 2,0
L.2.5 Karakteristik Mikroskopis BAL
Isolat Gram Endospora  Katalase Tipe Fermentasi
K+ (1) +/bacillus - - Homofermentatif
K+ (2) +/coccus - - Homofermentatif
K+ (3) +/coccus - - Homofermentatif
K+ 4) +/bacillus - - Homofermentatif
KOLO (1) +/coccus - - Homofermentatif
KOLO (2) +/coccus - - Homofermentatif
KI1LO0 (1) +/coccus - - Homofermentatif
K1LO0 (2)  +/bacillus - - Homofermentatif
K2L0 (1)  +/bacillus - - Homofermentatif
K2L0 (2) +/coccus - - Homofermentatif
KOL1 (1) +/coccus - - Homofermentatif
KOL1 (2) +/coccus - - Homofermentatif
K1L1 (1)  +/bacillus - - Homofermentatif
KI1L1 (2) +/coccus - - Homofermentatif
K2L.1 (1) +/coccus - - Homofermentatif
K211 (2)  +/bacillus - - Homofermentatif
KOL2 (1)  +/bacillus - - Homofermentatif
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KOL2 (2) +/coccus Homofermentatif
K1L2 (1) +/coccus Homofermentatif
KI1L2 (2)  +/bacillus Homofermentatif
K212 (1)  +/bacillus Homofermentatif
K212 (2) +/coccus Homofermentatif




Lampiran 3. Hasil Uji Statistik ANOVA
L.3.1 Hasil Uji Two Way ANOVA pH

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Standardized Residual for ph .097 27 .200° .981 27 .890
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Descriptive Statistics
Dependent Variable: ph
konsentrasi lama Mean Std. Deviation N
0% 0 hari 6.3467 .01528 3
2 hari 4.7533 .00577 3
3 hari 4.5733 .01528 3
Total 5.2244 .84534 9
10% 0 hari 6.2367 .02887 3
2 hari 4.5067 .01528 3
3 hari 4.4067 .00577 3
Total 5.0500 .89121 9
15% 0 hari 6.1033 .02887 3
2 hari 4.4867 .02517 3
3 hari 4.2367 .04041 3
Total 4.9422 .87798 9
Total 0 hari 6.2289 10775 9
2 hari 4.5822 .12950 9
3 hari 4.4056 .14740 9
Total 5.0722 .84586 27
Levene's Test of Equality of Error Variances®”
Levene Statistic df1 df2 Sig.
ph Based on Mean 2.203 8 18 .078
Based on Median 511 8 18 .832
Based on Median and with 511 8 8.963 .821
adjusted df
Based on trimmed mean 2.017 8 18 103

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across

groups.
a. Dependent variable: ph

b. Design: Intercept + konsentrasi + lama + konsentrasi * lama
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: ph

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 18.5932 8 2.324 4450.516 .000
Intercept 694.641 1 694.641 1330163.298 .000
konsentrasi .365 2 .183 349.553 .000
lama 18.202 2 9.101 17427.255 .000
konsentrasi * lama .026 4 .007 12.628 .000
Error .009 18 .001
Total 713.244 27
Corrected Total 18.603 26
a. R Squared = .999 (Adjusted R Squared = .999)
pH
Duncan®®
Subset
Konsentrasi M 1 2 3
15% g 49422
10% g8 5.0500
0% g 52244
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous suhbsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .001.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

hb. Alpha=0.05.
pH

Duncan®®?

Subset
Lama M 1 2 3
3 hari g 4 4056
2 hari g 45822
0 hari g 6.22849
Sig. 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Based on obhserved means.
The errar term is Mean Square(Error) = .001.

a. lses Harmonic Mean Sample Size = 9.000.
h. Alpha = 0.05.

114



pH
Duncan®®
Subset
Interaksi h 1 2 3 4 5 f 8
K2L2 3 42367
K1L2 3 4 4067
K211 3 44867
K1L1 3 45067
KoL2 3 45733
KoL 3 47533
K2L0 3 6.1033
K1LO 3 6.2367
KOLO 3 6.3467
Sig. 1.000 1.000 298 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The errorterm is Mean Square(Error) = .001.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
b. Alpha = 0.05.
L.3.2 Hasil Uji Two Way ANOVA Kadar Asam
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Standardized Residual for .198 27 .008 .932 27 .079

Titrasi

a. Lilliefors Significance Correction

Between-Subjects Factors

Value Label N
Konsentrasi 1.00 0% 9
2.00 10% 9
3.00 15% 9
Lama 1.00 0 hari 9
2.00 2 hari 9
3.00 3 hari 9
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Descriptive Statistics

Dependent Variable: Titrasi

Konsentrasi Lama Mean Std. Deviation

0% 0 hari .2667 .00577 3
2 hari 7267 .01155 3
3 hari .8700 .01732 3
Total .6211 .27320 9

10% 0 hari .2867 .01155 3
2 hari .7800 .01732 3
3 hari 1.2233 .02082 3
Total .7633 40605 9

15% 0 hari .2933 .00577 3
2 hari .9733 .01528 3
3 hari 1.4467 .02082 3
Total .9044 .50225 9

Total 0 hari .2822 .0139%4 9
2 hari .8267 11314 9
3 hari 1.1800 .25239 9
Total .7630 40646 27

Levene's Test of Equality of Error Variances®®

Levene Statistic df1 df2 Sig.
Titrasi ~ Based on Mean 1.684 8 18 A71
Based on Median .256 8 18 973
Based on Median and with .256 8 13.366 .970
adjusted df
Based on trimmed mean 1.467 8 18 237

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across

groups.

a. Dependent variable: Titrasi

b. Design: Intercept + Konsentrasi + Lama + Konsentrasi * Lama

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Titrasi

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 4.2912 8 .536 2374.283 .000
Intercept 15.717 1 15.717 69567.213 .000
Konsentrasi .361 2 .181 799.492 .000
Lama 3.682 2 1.841 8148.262 .000
Konsentrasi * Lama .248 4 .062 274.689 .000
Error .004 18 .000
Total 20.012 27
Corrected Total 4.295 26

a. R Squared =.999 (Adjusted R Squared = .999)
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Titrasi

Duncan®®

Subset
Konsentrasi M 1 2 3
0% ] 6211
10% ] T633
15% ] 8044
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on ohsenved means.
The errorterm is Mean Square(Error) = .000.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.000.

b.Alpha = 0.05.

Titrasi

Duncan®®
Subset

Lama M 1 2 3
0 hari 9 2822
2 hari 9 .B267
3 hari 9 1.1800
Sig. 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Based on observed means.
The errarterm is Mean Square(Error) = .000.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000.
b. Alpha = 0.05.

Titrasi

Duncan®®?

Subset

o
(=2

Interaksi M 1 2 3 4

KOLO 2667
K1LO L2867
K210 .2833
KOL1
KL
KoLz
K2L1
K1L2
K2L2

T267
78O0
8700
9733

W W W W W W W W W

Sig. 053 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

1.2233

1.4467
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The errorterm is Mean Square(Errar) = .000.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
b. Alpha=0.05.
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Lampiran 4. Dokumentasi Hasil Penelitian

L.4.1 Hasil Uji pH dan TAT

Sampel Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

KOLO

KI1LO




119

K2L0

KOL1
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KIL1

K2L1
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KOL2

KIL2
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K212

K+

L.4.2 Hasil TPC BAL

Hasil Perhitungan TPC

K+ 107 (1) K+ 10°(1)
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K+ 10 (2) K+ 107 (1) K+ 107 (2)

L.4.3 Dokumentasi Purifikasi, Pewarnaan Gram, dan Pewarnaan Endospora

Isolat Purifikasi Pewarnaan Gram Endospora
K+ (1) ‘

K+ (2)

K+ (3)




K+ 4)

KOLO

(1)
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Be i e
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K2L1
(1)

K2L1
2)

KOL2
(1)

KOL2

(2)

% A Fe BV B SR
S TR 1
LSRR ORI T
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KIL2
(1)

KIL2
(1)

K2L2
(1)

K2L2
)

L.4.6 Dokumentasi Uji Katalase

K+ (1) dan K+ (2) K+ (3) dan K+ (4) KOLO (1) dan KOLQ (2)
(Katalase negatif) (Katalase negatif) (Katalase negatif)
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KaLo
)

KILO (1) danKI1LO(2)  K2LO (1) dan K2LO (2)  KOL1 (1) dan KOL1 (2)

(Katalase negatif)

Katalase negati

(Katalase negatif)

KI1L1 (1)dan K1L1 (2)  K2L1 (1) dan K2L1 (2) KOL2 (1) dan KOL2 (2)

(Katalase negatif) (Katalase negatif) (Katalase negatif)

— s

KI1L2 (1) dan K1L2 (2) K2L2 (1) dan K212 (2)
(Katalase negatif) (Katalase negatif)

L.4.7 Dokumentasi Uji Tipe Fermentasi

Kode Isolat

..........

KOLO (1), KOLO (2), KILO (1), K1LO

K+ (1), K+ (2), K+ (3), dan K+ (4) (2). K210 (1), dan K2L0 (2)

(Homofermentatif)

KOLI (1), KOL1 (2), KIL1 (1), KIL1  KOL2 (1), KOL2 (2), K1L2 (1), K1L2
(2), K2L1 (1), dan K2L1 (2) (2), K2L2 (1), dan K212 (2)
(Homofermentatif) (Homofermentatif)




Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian
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Pasteurisasi susu Penghaluéan dan
penyaringan buah naga

Pasteurisasi sari buah
naga merah

0 hari

Penuangan susu Penuangan sari buah
pasteurisasi naga merah pasteurisasi

A

Sampel lama fermentasi ~ Sampel lama fermentasi
2hari 3 hari

TSR »
l-'.‘:vv';' 4

LR TR I

Serial dilution K110

Serial dilution K21.0

Serial dilution KOL1




130

Serial dilution K0L2

Serial dilution K1L.2 Serial dilution K21.2
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