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MOTTO 

 

 فاَِنَّ مَعَ الْعُسْرِ يُسْرًاۙ اِنَّ مَعَ الْعُسْرِ يُسْرًا  
“ Karena sesungguhnya Bersama kesulitan ada kemudahan, sesungguhnya 

bersama kesulitan ada kemudahan” 

 

 

"Tidak harus berlari, berjalan pun tidak apa-apa, asalkan tidak berhenti." 

~Anonim 
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ABSTRAK 

 

Sourdough merupakan adonan roti yang difermentasi secara alami oleh konsorsium 

mikroorganisme, terutama bakteri asam laktat (BAL) dan ragi. Salah satu senyawa 
metabolit yang dihasilkan BAL adalah eksopolisakarida (EPS), yang berperan dalam 

peningkatan viskositas, tekstur, serta stabilitas adonan, sekaligus memiliki nilai fungsional 

bagi kesehatan. Produksi EPS sangat dipengaruhi oleh berbagai faktor salah satunya jenis 

mikroba dan substrat fermentasi yang digunakan. Air fermentasi apel Manalagi (Malus 
sylvestris Mill.) berpotensi menjadi sumber nutrisi bagi pertumbuhan BAL karena 

mengandung gula sederhana, asam organik, dan nutrisi lain yang mendukung aktivitas 

fermentasi dalam starter sourdough. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan 
mengidentifikasi bakteri asam laktat penghasil eksopolisakarida (EPS) dari starter 

sourdough dengan penambahan air fermentasi apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.). 

Metode yang digunakan meliputi proses fermentasi apel secara alami selama lima hari, 
pembuatan starter sourdough dengan campuran tepung gandum utuh dan air fermentasi 

apel selama 10 hari, dilanjutkan dengan isolasi BAL pada media de Man Rogosa Sharpe 

Agar (MRSA). Proses isolasi yang dilakuakan berhasil memperoleh enam isolat bakteri 

dengan kode SA-1, SA-2, SA-3, SA-4, SA-5, dan SA-6. Selanjutnya isolat tersebut 
dilakukan karakterisasi melalui pengamatan makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia 

serta pengujian potensi eksopolisakarida (EPS) kasar. Berdasarkan hasil pengujian, isolat 

SA-4 dan SA-2 menunjukkan produksi EPS tertinggi masing masing sebesar 3.715 mg/L 
dan 3.515 mg/L. Kedua isolat tersebut kemudian diidentifikasi menggunakan metode 

MALDI-TOF MS dan menunjukkan hasil identifikasi sebagai Lactobacillus 

pentosus/Lactobacillus plantarum/Lactobacillus paraplantarum. 
Kata kunci: Bakteri asam laktat, eksopolisakarida, air fermentasi apel Manalagi (Malus 

sylvestris Mill), sourdough, MALDI-TOF MS. 
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ABSTRACT 

 

Sourdough is a bread dough naturally fermented by a consortium of microorganisms, 
primarily lactic acid bacteria (LAB) and yeast. One of the metabolites produced by LAB is 

exopolysaccharide (EPS), which plays a role in enhancing the viscosity, texture, and 

stability of the dough, while also offering functional health benefits. EPS production is 

greatly influenced by various factors, one of which is the type of microbes and fermentation 
substrate used. Fermented water from Manalagi apples (Malus sylvestris Mill.) has the 

potential to serve as a nutrient source for LAB growth because it contains simple sugars, 

organic acids, and other nutrients that support fermentation activity in the sourdough starter. 
This study aims to isolate and identify exopolysaccharide (EPS)-producing lactic acid 

bacteria from sourdough starters with the addition of Manalagi apple fermentation water 

(Malus sylvestris Mill.). The methods used included natural apple fermentation for five 

days, preparation of sourdough starter using a mixture of whole wheat flour and apple 
fermentation water for ten days, followed by LAB isolation on de Man Rogosa Sharpe Agar 

(MRSA) medium. The isolation process successfully yielded six bacterial isolates 

designated SA-1, SA-2, SA-3, SA-4, SA-5 and SA-6. Subsequently these isolates were 
characterized through macroscopis and microscopis observation, biochemical tests and 

crude exopolysaccharide (EPS) potential testing. Based on the test results, isolates SA-4 

and SA-2 shoed the highest EPS production at 3715 mg/L and 3515 mg/L, respectively. 
These two isolates were then identified using the MALDI-TOF MS method and were 

identified as Lactobacillus pentosus/Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum 

Keywords: Lactid acid bacteria, exopolysaccharides, Manalagi apple (Malus sylvestris 

Mill), fermentation liquid, sourdough, MALDI-TOF MS 
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تحديد البكتيريا المنتجة لحمض اللاكتيك والإكسبوليسكاريد من خميرة العجين المخمر مع إضافة ماء  

 (.Malus sylvestris Mill) تخمير تفاح مانالاغي 

محمد مخلص فخر الدين  ليليك هارياني, ة العلميه,  رحم   

نجاهيم الاسلامية الحكومية مالامولانا مالك ابرجامعة والتكنولوجيا,  لية العلومك لاحياء, قسم علم ا  

 الملخص 

 

الدقيقة، خاصة بكتيريا حمض اللاكتيك   الكائنات  العجين المخمر هو عجينة خبز تخمر طبيعيا بواسطة مجموعة من 

ينتجهاوالخميرةواحدة من المركبات المستقلبة المهمة التي   BAL هي الكائنات الخارجية (EPS)  التي تلعب دورا في ،
إنتاج  يتأثر  للصحة.  وظيفية  قيمة  وجود  مع  واستقرارها،  وملمسها  العجينة  لزوجة  بنوع  EPS زيادة  كبير  بشكل 

لتفاح مانالاغي القدرة  (.Malus sylvestris Mill) الميكروبات والركائز المخمرة المستخدمة. الماء المخمر  لديه 

لأنه يحتوي على سكريات بسيطة وأحماض عضوية  BAL على أن يكون مصدرا للتلقيح والعناصر الطبيعية لنمو 

ومغذيات أخرى تدعم النشاط التخميري. تهدف هذه الدراسة إلى عزل وتحديد بكتيريا حمض اللاكتيك المنتجة للحمض  
 .(Malus sylvestris Mill) من بادئ العجين المخمر مع إضافة ماء مخمر من تفاح مانالاغي (EPS) الخارجي

المخمرة العجينة  بادئ  وتحضير  أيام،  سبعة  لمدة  طبيعي  بشكل  التفاح  تخمير  عملية  المستخدمة  الطرق   تشمل 

(sourdough) بمزيج من دقيق القمح الكامل وماء التفاح المخمر، تليها عزل البكتيريا الحمضية اللبنية (BAL)   على
يرية برموز نجحت عملية العزل في الحصول على ستة عزلات بكت .(MRSA) وسط مانه روجوزا شارب   SA-1, 

SA-2, SA-3, SA-4, SA-5, و SA-6.  الملاحظة خلال  من  العزلات  لهذه  توصيف  إجراء  تم  ذلك،  بعد 

 (EPS) الماكروسكوبية والمجهَرية والاختبارات الكيميائية الحيوية وكذلك اختبار القدرة على إنتاج السكريات الخارجية
أعلى إنتاج للسكريات الخارجية، حيث كان الإنتاج  SA-2و SA-4 الخام. بناءً على نتائج الاختبارات، أظهر العزلان

ملغ/ل. ثم تم تحديد هذه العزلات باستخدام طريقة  3515ملغ/ل و  3715على التوالي    MALDI-TOF MS   وأظهرت

إلى  تنتمي  أنها  التعريف   Lactobacillus pentosus/Lactobacillus plantarum/Lactobacillus نتائج 

paraplantarum.  
 

   عجنية الخميرة, يتفاح مانالاج ماءتخمير اكسوبوليسكاريد, لاكتيك, بكتيريا حمض ال:  الكلمة المفتاحية
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Produk pangan fermentasi semakin mendapat perhatian karena tidak hanya 

berfungsi sebagai sumber energi, tetapi juga memiliki nilai fungsional yang 

bermanfaat bagi kesehatan. Salah satu produk fermentasi tradisional yang saat ini 

banyak dikaji adalah sourdough. Sourdough merupakan campuran dari tepung dan 

air yang diolah melalui proses fermentasi alami yang melibatkan konsorsium 

mikroba (Arora et al., 2021). Sourdough memiliki cita rasa asam yang khas serta 

mengandung bakteri asam laktat (BAL) dan ragi sebagai mikroba dominan. Selain 

kedua kelompok mikroorganisme tersebut, bakteri asam asetat juga dapat 

ditemukan meskipun dalam jumlah yang relatif lebih sedikit (Pérez-Alvarado et al., 

2022)  

Selama proses fermentasi starter sourdough, metabolit utama yang dihasilkan 

BAL adalah asam laktat yang menurunkan pH dan memberi cita rasa asam khas. 

Khamir berperan dalam pengembangan adonan melalui produksi CO₂ dan alkohol 

serta ester. Bakteri asam asetat (BAA) juga dapat hadir sebagai mikrobiota dalam 

jumlah yang sedikit, terutama jika adonan mengandung bahan tambahan seperti 

buah. Bakteri asam asetat mengoksidasi etanol menjadi asam asetat yang dapat 

meningkatkan keasaman aroma sourdough, dan beberapa BAA (misalnya 

Lactobacillus sanfranciscensis) mampu memproduksi fruktan atau polimer lain 

yang turut memengaruhi tekstur remah (Vuyst et al., 2021) 

Bakteri asam laktat dan khamir diketahui mampu menghasilkan  metabolit 

yaitu eksopolisakarida (EPS). Khamir seperti Saccharomyces cerevisiae dan 

Saccharomyces boulardii telah dilaporkan memiliki kemampuan menghasilkan 
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Eksopolisakarida (Goktas et al., 2025; Franco et al, 2023). Namun demikian, hasil 

pengukuran yield eksopolisakarida (EPS) khamir Saccharomyces servazzii rendah, 

yaitu kurang dari 1% sedangkan  kelompok bakteri asam laktat (BAL) 

menunjukkan kemampuan produksi EPS yang lebih tinggi yaitu Pediococcus 

pentosaceus (2%) pada media yang mengandung sukrosa, fruktosa, dan pati, 

Lactococcus lactis (1,8–2%) pada sukrosa, fruktosa, dan laktosa, tetapi tidak 

menghasilkan EPS pada media berpati. Selain itu, Lactobacillus plantarum 

menghasilkan yield 1,5% pada sukrosa dan fruktosa, sedangkan Enterococcus 

faecium, Leuconostoc citreum, Leuconostoc mesenteroides, dan Weissella cibaria 

menghasilkan EPS dengan yield sekitar 1% (Franco et al., 2020). Menurut Galle & 

Arendt, (2013) bakteri asam laktat lebih banyak dipelajari sebagai penghasil EPS 

pada sistem sourdough karena produksi EPS selama fermentasi sourdough 

umumnya dikaitkan dengan aktivitas bakteri asam laktat. 

Di sisi lain, Bakteri asam laktat telah lama diakui sebagai mikroorganisme 

penghasil EPS utama dalam sourdough. Hal ini didukung oleh fakta bahwa rasio 

populasi BAL terhadap khamir dalam sourdough umumnya mencapai 100:1, yang 

secara langsung mencerminkan dominasi aktivitas metabolik BAL dalam sistem 

fermentasi tersebut (Sha et al., 2023). Berbagai spesies BAL seperti Leuconostoc 

mesenteroides, Weissella cibaria, dan Fructilactobacillus sanfranciscensis telah 

terbukti menghasilkan EPS dalam jumlah yang lebih besar dan beragam secara 

struktural, meliputi dextran, fructan, dan glucan, yang masing-masing memberikan 

kontribusi nyata terhadap perbaikan tekstur, volume spesifik, dan masa simpan 

produk roti (Tieking & Ganzle, 2005; Sha et al., 2023). Dalam sintesis EPS, BAL 

memanfaatkan sumber karbon seperti sukrosa, glukosa, dan fruktosa untuk 
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mendukung pertumbuhan serta biosintesis eksopolisakarida (EPS). Sukrosa 

berperan sebagai substrat utama dalam pembentukan homopolisakarida, sedangkan 

glukosa dan fruktosa digunakan sebagai prekursor pembentukan heteropolisakarida 

(Angelin & Kavitha, 2020).  

Studi oleh Palomba et al., (2012) melaporkan bahwa kehadiran 

eksopolisakarida (EPS) ini memberikan kontribusi terhadap peningkatan sifat 

viskoelastis adonan. Menurut Korcz & Varga, (2021), eksopolisakarida (EPS) 

berkontribusi terhadap peningkatan volume dan sifat reologi roti, menghasilkan 

remah yang lebih lembut, serta mengurangi laju pengerasan (staling) sehingga umur 

simpan produk menjadi lebih panjang. Hal ini disebabkan oleh kemampuan EPS 

dalam mengikat air dan menghambat retrogradasi pati, yang berperan dalam 

mempertahankan kelembutan tekstur roti selama penyimpanan. Selain itu, EPS 

berpotensi digunakan sebagai alternatif hidrokoloid sintetis dalam pembuatan roti 

untuk mengurangi penggunaan aditif pangan.  

Wulansari et al., (2023) menyebutkan bahwa eksopolisakarida memiliki 

berbagai manfaat dalam bidang kesehatan, di antaranya sebagai anti tumor, anti 

inflamasi, antikarsinogenik, antioksidan, imunomodulator, serta berperan dalam 

menurunkan kadar kolesterol darah. Manfaat tersebut menjadikan EPS sebagai 

komponen fungsional yang tidak hanya bernilai teknologi pangan tetapi juga 

berdampak positif bagi kesehatan konsumen. Hal ini sejalan dengan anjuran Islam 

mengenai konsumsi pangan yang baik dan memberikan kemaslahatan bagi 

kesehatan sebagaimana dijelaskan dalam QS. Al-Maidah [5]:88 sebagai berikut: 
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َ الَّذميْْٓ انَْ تُمْ بمه   ُ حَلهلًا طيَمٰباا وَّۖات َّقُوا اللّهٰ نُ وْنَ وكَُلُوْا مِمَّا رَزَقَكُمُ اللّهٰ   مُؤْمم
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-Maidah [5]:88) 

 

Tafsir Al-Munir menjelaskan bahwa dalam QS. Al-Maidah ayat 88, Allah 

menyerukan kepada orang-orang yang beriman untuk mengonsumsi makanan yang 

halal dan baik sebagai rezeki yang telah dianugerahkan-Nya, baik yang berasal dari 

darat maupun laut serta baik dari protein nabati maupun hewani guna menunjang 

aktivitas kehidupan. Dalam tafsir ini juga menjelaskan bahwa Allah melarang 

mengonsumsi benda-benda yang haram seperti bangkai, darah, dan daging babi 

atau makanan haram yang diperoleh dengan cara yang haram (Az-Zuhaili, 2016). 

Tsani et al., (2021) menyatakan bahwa dalam konteks halal, diartikan sebagai 

makanan dan minuman yang diperbolehkan untuk dikonsumsi menurut syariat 

islam. Adapun thayyib mengacu pada makanan dan minuman yang tidak hanya 

halal, tetapi juga baik bagi kesehatan, memberikan manfaat bagi tubuh, serta tidak 

membahayakan atau menyebabkan penyakit. 

Konsep thayyib tidak hanya berkaitan dengan kehalalan bahan pangan tetapi 

juga mencakup kualitas keamanan, dan manfaat pangan bagi kesehatan. Dalam 

penelitian ini, pemanfaatan air fermentasi apel Manalagi (Mallus sylvestris Mill.) 

sebagai bahan tambahan dalam pembuatan starter sourdough mencerminkan upaya 

pengembangan pangan fermentasi alami yang memiliki nilai fungsional dan 

berkualitas  melalui aktivitas bakteri asam laktat (BAL) penghasil eksopolisakarida. 

Selain itu, proses fermentasi yang melibatkan mikroorganisme  serta metabolit yang 
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dihasilkannya juga merupakan bentuk pemanfaatan rezeki Allah secara optimal 

karena dapat memberikan manfaat bagi pangan dan kesehatan. 

Produksi eksopolisakarida (EPS) oleh bakteri asam laktat (BAL) 

dipengaruhi oleh berbagai faktor, baik yang berasal dari mikroba itu sendiri maupun 

dari lingkungan sekitarnya. Faktor intrinsik meliputi jenis dan konsentrasi substrat 

yang digunakan, kondisi fermentasi, serta spesies bakteri asam laktat (BAL) yang 

terlibat, karena setiap spesies memiliki kemampuan metabolisme dan kapasitas 

sintesis eksopolisakarida (EPS) yang berbeda (Lawalata et al, 2024). Selain itu, 

kondisi seperti pH medium, tahap perkembangan sel, serta ketersediaan nutrisi 

termasuk sumber karbon dan nitrogen, dapat memengaruhi laju pertumbuhan BAL 

dan produksi polisakarida (Hizrah et al., 2023).  

Kuantifikasi eksopolisakarida (EPS) dapat dilakukan dengan berbagai 

metode, di antaranya gravimetri, kolorimetri, kromatografi, mikroskopi, dan 

spektroskopi inframerah dekat (NIRS). Di antara metode-metode tersebut, 

gravimetri merupakan metode yang paling sederhana dan paling umum digunakan 

untuk estimasi kadar EPS secara kasar, yaitu dengan menimbang berat kering 

endapan EPS yang diperoleh melalui presipitasi menggunakan etanol dingin. 

Metode ini tidak membutuhkan peralatan canggih, mudah dilakukan, dan relatif 

ekonomis, sehingga banyak diterapkan dalam penelitian skrining awal produksi 

EPS oleh BAL (Yadav et al., 2024). Hal ini juga didukung oleh Fuso et al (2023) 

yang menyatakan Gravimetri merupakan pendekatan paling sederhana untuk 

mengkuantifikasi produksi EPS karena tidak memerlukan peralatan khusus dan 

dapat langsung diterapkan pada hasil ekstraksi EPS dari supernatan bebas sel. 
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Beberapa penelitian terdahulu telah membuktikan bahwa sari buah dapat 

berfungsi sebagai substrat yang efektif dalam produksi EPS oleh BAL. Puspadewi 

et al. (2022) melaporkan  penambahan jus raspberry dapat meningkatkan produksi 

eksopolisakarida (EPS) oleh Lactobacillus plantarum. Produksi EPS tertinggi 

diperoleh pada konsentrasi substrat buah 35% dengan kadar sebesar 3.928 mg/L, 

sedangkan pada kontrol yaitu Lactobacillus plantarum yang ditumbuhkan dalam 

media MRSB hanya mencapai 984 mg/L. Sejalan dengan hal tersebut, Zubaidah 

(2014) membandingkan produksi EPS pada media sari kurma dan sari murbei, dan 

menemukan bahwa EPS yang dihasilkan pada media sari kurma secara signifikan 

lebih tinggi yaitu L. casei (3.413,33 mg/L), L. plantarum (3.316,67 mg/L), 

dibandingkan media sari murbei yaitu L. casei (813,33 mg/L) dan L. plantarum 

(770,00 mg/L). 

Guérin et al., (2023) mengevaluasi produksi EPS oleh Weissella cibaria dan 

Leuconostoc pseudomesenteroides pada medium berbasis buah tropis. Pada 

medium berbasis buah, mangga memberikan hasil terbaik dengan W. cibaria 21 

mencapai 527 mg ekuivalen glukosa/cawan sedangkan nanas menghasilkan EPS 

yang lebih rendah berkisar 56–445 mg ekuivalen glukosa/cawan. Sebaliknya, 

medium pepaya tidak mendukung produksi EPS, yang diduga akibat adanya 

senyawa penghambat alami dalam papaya. 

Kandungan gula dalam buah terbukti dapat menjadi sumber karbon yang 

mendukung pertumbuhan BAL sekaligus biosintesis EPS, sebagaimana telah 

dibuktikan pada penelitian menggunakan substrat sari buah, raspberry, kurma dan 

mangga (Puspadewi et al., 2022; Zubaidah, 2014; Guerin et al, 2023).  Buah apel 

manalagi (Malus sylvestris Mill.) merupakan salah satu jenis apel lokal Malang 
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yang memiliki tekstur lebih keras dibandingkan varietas apel lainnya, dengan 

ketersediaan yang melimpah dan harga yang terjangkau (Putri et al., 2022). Apel 

manalagi diketahui memiliki kandungan total gula yang cukup tinggi, yaitu sebesar 

14,19 ± 1,18 g/100 ml (Prasetyo & Anwar, 2024), dengan persentase gula total 

mencapai 13,9% (Fitriyah et al., 2019). Kandungan gula tersebut terdiri atas 

berbagai jenis gula sederhana, di antaranya fruktosa 4,5 g, sukrosa 4,54 g, dan 

glukosa 3,72 g per 100 gram buah, dengan gula pereduksi sebesar 6,96 g dan gula 

reduksi sebesar 6,25% (Widodo et al., 2019; Sa’adah & Estiasih, 2015; Putri et al., 

2022)  

Beberapa penelitian telah mengkaji penggunaan apel dalam fermentasi 

sourdough. Gordun et al. (2014) melaporkan bahwa penggunaan bahan tambahan 

yang berbeda dalam pembuatan sourdough, yakni sari buah apel, anggur, dan 

yoghurt, menghasilkan karakteristik fermentasi yang berbeda-beda. Sourdough 

berbasis apel dan anggur menunjukkan keragaman spesies BAL yang lebih tinggi, 

meliputi Lactobacillus plantarum, L. brevis, dan L. sakei, dibandingkan sourdough 

berbasis yoghurt yang hanya didominasi oleh Pediococcus pentosaceus. Selain itu, 

sourdough berbasis apel terbukti mampu mempercepat proses pematangan adonan 

yang menghasilkan kadar asam laktat sekitar 1,0 g/100 g dengan rasio molar asam 

laktat terhadap asam asetat sekitar 2,5, sehingga dianggap sebagai alternatif starter 

yang efektif dan kaya mikroorganisme. 

Kajian lebih lanjut terhadap varietas apel lokal dilakukan oleh Manshur et 

al. (2023) yang membandingkan air fermentasi dari empat varietas apel Malang 

yaitu Manalagi, Wang Lin, Anna, dan Rome Beauty sebagai starter alami 

sourdough. Hasil penelitian menunjukkan bahwa air fermentasi apel manalagi 
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(Malus sylvestris Mill.) menghasilkan kondisi fermentasi terbaik dengan pH 4,5, 

TTA sebesar 2,72 mL NaOH, populasi khamir sebesar 26,2 × 10⁹ CFU/mL, dan 

populasi BAL sebesar 56 × 10⁹ CFU/mL. Sejalan dengan hal tersebut, Xing (2024) 

melaporkan bahwa sourdough fermentasi spontan yang ditambahkan air fermentasi 

apel mengandung rata-rata BAL sebesar 7,92 log CFU/g dan khamir sebesar 5,84 

log CFU/g, dengan Lactobacillus plantarum teridentifikasi sebagai spesies BAL 

dominan melalui sekuensing 16S rDNA. 

Ketiga penelitian tersebut secara konsisten membuktikan bahwa sourdough 

berbasis apel mampu menghasilkan populasi dan keragaman BAL yang tinggi, 

namun belum ada yang mengkaji secara spesifik potensi BAL tersebut dalam 

menghasilkan EPS maupun identifikasi spesies BAL penghasil EPS-nya. Proses 

identifikasi BAL dilakukan menggunakan metode MALDI-TOF MS (Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry). Metode 

MALDI-TOF MS fingerprinting merupakan alternatif yang efektif terhadap 

sekuensing gen 16S rRNA karena mampu menghasilkan identifikasi yang lebih 

cepat, dan ekonomis dibandingkan metode konvensional berbasis karakterisasi 

biokimia maupun morfologi sel (Adelkader et al, 2021). Selain itu MALDI-TOF 

MS mampu memproses banyak sampel sekaligus (high throughput) serta 

identifikasi bakteri dapat diselesaikan dalam waktu kurang dari satu jam 

dibandingkan metode konvensional yang memerlukan 24 hingga 48 jam (Hou et 

al., 2019). 

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri asam laktat (BAL) 

penghasil eksopolisakarida (EPS) yang berasal dari starter sourdough dengan 

penambahan air fermentasi apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) menggunakan 
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metode MALDI-TOF MS. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk 

mengetahui kemampuan produksi EPS dari isolat BAL yang diperoleh melalui uji 

skrining dan metode gravimetri. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan 

informasi mengenai kadar eksopolisakarida (EPS) kasar yang dihasilkan oleh 

masing-masing isolat bakteri asam laktat (BAL) serta mengetahui spesies BAL 

yang berpotensi sebagai penghasil EPS. 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana karakteristik isolat bakteri asam laktat (BAL) penghasil 

eksopolisakarida (EPS) yang diperoleh dari sourdough dengan penambahan air 

fermentasi apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) berdasarkan identifikasi 

makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia? 

2. Bagaimana kemampuan produksi dan kadar eksopolisakarida (EPS) kasar pada 

isolat bakteri asam laktat (BAL) serta identifikasi isolat dengan produksi EPS 

tertinggi berdasarkan analisis MALDI-TOF ? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah : 

1. Mengkarakterisasi isolat bakteri asam laktat (BAL) penghasil eksopolisakarida (EPS) 

yang diperoleh dari sourdough dengan penambahan air fermentasi apel Manalagi 

(Malus sylvestris Mill.) berdasarkan makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia. 

2. Menentukan kemampuan produksi eksopolisakarida (EPS) melalui uji screening 

serta menghitung kadar eksopolisakarida (EPS) kasar yang dihasilkan oleh 

masing-masing isolat BAL dan mengidentifikasi Isolat dengan produksi EPS 

tertinggi menggunakan MALDI-TOF 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Menambah pengetahuan mengenai keberadaan dan karakteristik bakteri asam 

laktat (BAL) penghasil eksopolisakarida (EPS) yang berasal dari starter 

sourdough dengan penambahan air fermentasi apel Manalagi (Malus sylvestris 

Mill.). 

2. Memberikan dasar ilmiah bagi pemanfaatan air fermentasi buah sebagai 

sumber nutrisi tambahan untuk mikroba dalam pembuatan sourdough. 

3. Hasil penelitian ini berpotensi menjadi referensi bagi pengembangan starter 

sourdough berbasis bahan lokal, yang mengandung bakteri asam laktat (BAL) 

penghasil eksopolisakarida (EPS) dengan kemampuan meningkatkan tekstur, 

kelembutan, dan viskoelastisitas adonan. Dengan demikian, penelitian ini 

dapat berkontribusi pada pengembangan produk pangan fungsional khas 

Indonesia yang bernilai tambah dan lebih ramah lingkungan. 

1.5 Batasan Masalah 

Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Fokus penelitian terbatas pada isolasi, identifikasi, dan kuantifikasi EPS yang 

dihasilkan oleh bakteri asam laktat (BAL) penghasil eksopolisakarida (EPS) 

dari starter sourdough dengan penambahan air fermentasi apel Manalagi 

(Malus sylvestris Mill.) dan tidak meneliti khamir dan bakteri asam asetat  

2. Penelitian tidak mengevaluasi pengaruh eksopolisakarida (EPS) terhadap sifat 

fisik atau organoleptik roti sourdough. 

3. Hanya isolat BAL yang mampu tumbuh pada media MRSA yang dianalisis 

lebih lanjut meliputi pengamatan makroskopis, mikroskopis dan Uji Biokimia 
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serta isolat dengan kadar eksopolisakarida (EPS) kasar tertinggi dilanjutkan 

dengan uji MALDI-TOF.  

4. Penelitian ini tidak menganalisis kandungan kimia dan mikrobiologis 

fermentasi apel yang meliputi kadar gula, asam organik, dan komposisi 

mikroba.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Sourdough  

2.1.1 Sejarah Sourdough  

Pembuatan roti merupakan salah satu keterampilan tertua manusia yang 

telah ada sejak sekitar 14.400 tahun lalu, berakar dari masa Neolitik di Asia dan 

berkembang pada peradaban kuno sekitar abad ke-26 SM. Pada awalnya, seluruh 

jenis roti beragi dibuat melalui proses fermentasi alami. Namun, seiring munculnya 

industrialisasi dalam produk roti praktik fermentasi alami mulai jarang digunakan. 

Namun, belakangan ini roti sourdough yang menggunakan fermentasi alami 

kembali mengalami peningkatan popularitas baik dalam skala industri, roti artisan 

maupun pembuatan rumahan. Meskipun dalam prosesnya berbeda, tetapi inti dari 

pembuatannya tetap terletak pada starter yaitu kultur mikroorganisme alami yang 

kompleks (Calvert et al., 2021). 

Sourdough mulai dikenal luas pada pertengahan abad ke-19. Meskipun 

penggunaannya dalam pembuatan roti telah ada sejak zaman kuno dan menjadi 

salah satu bentuk fermentasi tertua yang dikenal manusia. Starter sourdough 

berfungsi sebagai pengembang alami yang berperan penting dalam proses 

fermentasi adonan melalui aktivitas mikroorganisme seperti ragi dan bakteri asam 

laktat (BAL). Tradisi pembuatan roti gandum dengan menggunakan sourdough 

masih dipertahankan di sejumlah negara Eropa. Di Spanyol, terutama di wilayah 

Catalonia praktik ini tetap populer di kalangan pembuat roti hingga saat ini (Gordun 

et al., 2014). 
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2.1.2 Mikroba dalam Sourdough 

Starter sourdough merupakan adonan yang terbuat dari campuran tepung 

dan air. Kedua bahan ini kemudian diinkubasi pada suhu ruang dan mengalami 

proses fermentasi sehingga menghasilkan produk akhir dengan rasa yang asam. 

Secara umum, starter sourdough ini digunakan untuk pembuatan roti namun selain 

itu dapat digunakan juga sebagai bahan dasar pembuatan makanan yang berbahan 

dasar sereal lainnya (Bartkiene et al., 2019). Menurut Costantini et al., (2023) 

menyatakan starter sourdough dapat diaplikasikan menjadi produk pizza yang 

bahan dasarnya sereal. Pembuatan pizza dari starter sourdough ini terbukti dapat 

meningkatkan kualitas gizi dan daya cerna ketika dikonsumsi.  

Starter sourdough terdapat konsorsium mikroba yang kompleks. Namun 

mikroba yang dominan yaitu bakteri asam laktat (BAL) dan ragi yang hidup 

berdampingan di dalamnya. Ragi tersebut dapat beradaptasi dalam lingkungan yang 

asam akibat dari metabolit yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat (BAL). 

Meskipun ragi termasuk mikroba yang dominan di dalam starter ini, namun 

jumlahnya terbilang rendah jika dibandingkan dengan bakteri asam laktat (BAL) 

(Bartkiene et al., 2019). 

Mikroba yang dapat ditemukan dalam sourdough meliputi 50 spesies bakteri 

asam laktat (BAL) dengan genus Lactobacillus yang paling dominan dan 20 spesies 

ragi yang berasal dari genus Saccharomyces dan Candida. Konsorsium mikroba 

dalam sourdough dapat dipengaruhi oleh dua faktor yaitu eksternal dan internal. 

Faktor eksternal dapat disebabkan oleh suhu sedangkan faktor internal berasal dari 

adonan itu sendiri seperti penambahan garam, jumlah dan komposisi starter, dan 

penambahan bahan lainnya. Perbandingan antara BAL dan ragi dalam sourdough 
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umumnya 100:1. Pada fermentasi sourdough tipe I (tradisional) umumnya BAL 

heterofermentatif yang ditemukan paling banyak dalam sourdough (Vuyst & 

Neysens, 2005) 

Keragaman mikroba yang berasal dari berbagai jenis sourdough di seluruh 

dunia ini meliputi 60 spesies BAL dan 30 spesies ragi yang keberadaannya telah 

teridentifikasi. BAL yang dapat ditemukan berasal dari genus Lactobacillus yaitu 

L. brevis, L. fermentum, L. hammesii yang termasuk dalam Obligat 

Heterofermentatif. Selain itu juga ditemukan L. paralimentarius, L. sakei, L. 

pentosus, L. curvatus, L. plantarum yang merupakan bakteri fakultatif  

heterofermentatif dan L. salivarius serta L. sakei yang merupakan bakteri 

homofermentatif. Sedangkan dari 30 spesies ragi tersebut yang biasanya umum 

ditemukan yaitu Saccharomyces cerevisiae, Kazachstania humilis, Kazachstania 

exigua, Pichia kudriavezii, dan Torulaspora delbrueckii Selain BAL dan ragi, 

terdapat bakteri asam asetat (BAA) yang biasanya berasal dari genus Acetobacter, 

Gluconobacter dan Komagataeibacter (Carbonetto et al., 2020). 

Interaksi antara BAL dan ragi dapat berbeda-beda dalam lingkungan starter 

sourdough. Perbedaan tersebut disebabkan oleh pengaruh satu spesies terhadap 

spesies lain. Asosiasi dapat disebut sebagai sinergisme jika populasi mikroba 

cenderung meningkat dengan adanya spesies lain, dikatakan antagonis jika populasi 

mikroba menurun dan dapat netral jika tidak ada perubahan. Contoh spesies L. 

sanfranciscensis merupakan mikroba dalam starter sourdough yang dapat 

memetabolisme maltose kemudian melepaskan dan mengakumulasi glukosa di 

dalam medium. Dengan demikian ragi maltosa-negatif seperti C. milleri atau S. 

exiguus tetap memperoleh sumber makanannya sehingga populasinya tidak 
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terpengaruh oleh kehabisan sumber nutrisinya. Sebaliknya adanya sukrosa yang 

dapat dihidrolisis oleh ragi dapat menghasilkan sumber karbon bagi bakteri asam 

laktat (BAL) dan menstimulasi pertumbuhannya. Keberadaan CO₂ yang dihasilkan 

ragi juga dapat meningkatkan pertumbuhan BAL seperti L. sanfranciscensis dan L. 

plantarum karena dapat menciptakan kondisi lingkungan anaerob yang mendukung 

metabolismenya. S. cerevisiae juga mampu mengonsumsi asam laktat sehingga 

menimbulkan deasidifikasi lingkungan sourdough (Martín-garcia & López-

tamames, 2021). 

Interaksi dalam starter sourdough juga dijelaskan oleh (Arena et al., 2020) 

yang menyatakan bahwa L. sanfranciscensis memfermentasi gula dalam adonan 

dengan menghasilkan asam laktat, asam asetat, dan ethanol sehingga menurunkan 

pH sekitar 3,5. pH tersebut menyebabkan kondisi asam yang menghambat sebagian 

besar ragi roti termasuk S. cerevisiae kecuali C. milleri yang ternyata diuntungkan 

oleh ketidakmampuan ragi lain dalam memetabolisme nutrien. Sebaliknya, C. 

milleri menyediakan asam amino bebas dan nutrisi lain yang diperlukan oleh L. 

sanfranciscensis. Hal ini juga didukung oleh Sieuwerts et al., (2018) yang 

menyatakan bahwa L. sanfranciscensis mendapatkan stimulasi pertumbuhan dari 

senyawa yang dihasilkan oleh S. cerevisiae. Dalam penelitiannya kedua mikroba 

tersebut ditumbuhkan dalam media MRSA secara berdekatan dan setelah diinkubasi 

menunjukkan bahwa L. sanfranciscensis pertumbuhannya tampak lebih besar jika 

dibandingkan dengan kontrol. Sedangkan pada L. plantarum tidak menunjukkan 

hal yang serupa sehingga dapat disimpulkan bahwa interaksi yang terjadi tersebut 

bersifat spesifik antara bahwa L. sanfranciscensis dan S. cerevisiae.  



16 
 

 
 

S. cerevisiae terbukti berperan penting dalam menstimulasi pertumbuhan L. 

sanfranciscensis pada tahap awal fermentasi sourdough melalui dua mekanisme 

yaitu produksi CO₂ dan O₂ dalam lingkungan adonan. Gas CO₂ yang dihasilkan ragi 

tidak hanya berfungsi untuk mengembangkan adonan melainkan juga menciptakan 

kondisi anaerob atau mikroaerofilik yang dapat menguntungkan bagi pertumbuhan 

BAL. Dalam percobaan menunjukkan bahwa sel L. sanfranciscensis pada adonan 

aerob hanya mencapai sekitar 10⁵·⁷ g⁻¹ pada adonan standar dan 10⁵·⁴ g⁻¹ pada 

adonan yang disebar, sedangkan pada adonan anaerob meningkat menjadi sekitar 

10⁶·⁴ g⁻¹. Pertumbuhan tertinggi terjadi pada adonan yang dikultur bersama S. 

cerevisiae aktif respirasi, yaitu mencapai 10⁶·⁷ g⁻¹, sementara pada adonan dengan 

ragi non-respiring (rip 1∆) hanya mencapai sekitar 10⁶·⁰ g⁻¹ (Sieuwerts et al., 2018) 

2.1.3 Fermentasi Sourdough 

Proses fermentasi sourdough dapat dibedakan berdasarkan jenis inokulasi 

dan teknik fermentasinya. Berdasarkan jenis inokulasinya terdapat tiga tipe yaitu 

tipe I, tipe II dan tipe III. Dari ketiga tipe ini memiliki karakteristik yang berbeda-

beda. Pada tipe I, fermentasi dilakukan dengan spontan pada suhu ruang 

menggunakan mikroba alami yang terdapat pada tepung, air bahkan lingkungan. 

Mikroba tersebut kemudian akan berkembang seiring dengan berjalannya proses 

fermentasi dengan memanfaatkan nutrisi yang terdapat dalam tepung serta 

dilakukan proses penambahan bahan baru backslopping. Tipe II yaitu fermentasi 

dilakukan penambahan kultur starter mikroba (Akamine et al., 2023). Penambahan 

kultur starter mikroba bisa berasal dari bakteri asam laktat (BAL) saja atau bisa 

ditambahkan dengan ragi (Blaiotta et al., 2022). Penelitian Siepmann et al., (2022) 

menyatakan bahwa pemilihan spesies kultur BAL perlu diperhatikan agar mendapat 
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hasil akhir yang diinginkan. Spesies L. Amylovorus, L. brevis, dan P. pentosaceus 

merupakan bakteri asam laktat yang menghasilkan karakteristik yang baik pada 

sourdough meliputi aroma, produksi ester yang sesuai, kadar alkohol dan asam 

karboksilat rendah serta tanpa adanya pembentukan senyawa yang tidak diinginkan. 

Sedangkan L. reuteri juga menunjukkan hasil akhir yang baik berupa nilai 

Fermentation Quotient (FQ) yang sesuai tanpa menghambat pertumbuhan ragi dan 

menghasilkan senyawa volatil yang baik. Sedangkan fermentasi tipe III dilakukan 

dengan gabungan dari tipe I dan II serta banyak digunakan pada bidang industri. 

Fermentasi sourdough berdasarkan teknik fermentasinya dibagi menjadi 

empat yaitu tipe O, I, II, dan III. Pada tipe O dilakukan dengan cara yang spontan 

dan dengan durasi waktu yang singkat. Namun ternyata dengan waktu fermentasi 

yang singkat, tidak cukup untuk menghasilkan starter khas sourdough yang 

diinginkan sehingga hasil dari fermentasi tipe O ini disebut sebagai “sponge 

dough”. Pada kenyataannya proses dalam fermentasi sourdough ini bermacam-

macam. Hal tersebut terjadi tergantung pada bahan tambahan yang digunakan 

dalam pembuatan sourdough seperti yoghurt, buah-buahan atau bahan lainnya 

(Akamine et al., 2023).  

Fermentasi sourdough pada tipe I menurut Pérez-Alvarado et al., (2022) 

merupakan sourdough yang diproses dengan menggunakan metode backslopping 

yaitu proses inokulasi berulang pada suhu rendah (20–24°C). Dalam metode ini, 

sebagian adonan dari fermentasi sebelumnya (mother dough) digunakan untuk 

menumbuhkan adonan baru yang berisi tepung dan air segar yang biasanya 

dilakukan setiap 6-24 jam. Proses ini dapat dilakukan terus menerus selama 

bertahun-tahun. Dalam fermentasi tipe I ini, mengandung campuran ragi dan BAL 
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yang sangat beragam namun kekurangannya yaitu metode ini tidak cocok jika 

digunakan dalam skala industri karena prosesnya memakan waktu yang lama. 

Sedangkan pada fermentasi sourdough tipe II adonan difermentasi menggunakan 

strain bakteri tertentu . Biasanya pada tipe ini inkubasi berlangsung selama 15-20 

jam dan tekstur adonannya lebih cair dan fermentasinya dilakukan dalam bioreaktor 

sehingga dapat diproduksi dalam skala industri. Sourdough tipe III merupakan 

bentuk hasil fermentasi tipe II yang kemudian dikeringkan melalui metode seperti 

spray drying atau drum drying. Proses ini menghasilkan kultur yang stabil, tahan 

lama, dan mudah disimpan maupun diangkut, sehingga cocok untuk produksi roti 

berskala industri. Strain bakteri asam laktat (BAL) yang digunakan, seperti 

Levilactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus, dan Lactiplantibacillus 

plantarum, dipilih karena kemampuannya menghasilkan asam dan senyawa aroma 

khas. Sementara itu, sourdough tipe IV menggabungkan penggunaan kultur starter 

BAL dengan proses backslopping tradisional seperti pada tipe I.. Tipe IV ini 

menggabungkan keunggulan kontrol fermentasi dari starter dengan keragaman 

alami dari fermentasi spontan. 

 

Gambar 2. 1 Tipe Fermentasi Sourdough 

(Akamine et al., 2023) 
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Bakteri asam laktat (BAL) homofermentatif memfermentasi heksosa 

hampir seluruhnya menjadi asam laktat melalui jalur Embden-Meyerhof-Parnas 

(EMP) dan tidak mampu memfermentasi pentosa maupun glukonat. Sementara itu, 

bakteri asam laktat (BAL) fakultatif heterofermentatif sebagian besar 

memfermentasi heksosa menjadi asam laktat melalui jalur Embden-Meyerhof-

Parnas (EMP) dan memiliki aktivitas enzim aldolase serta fosfoketolase, sehingga 

mampu memfermentasi tidak hanya heksosa tetapi juga pentosa dan sering kali 

glukonat. Dalam kondisi terdapat glukosa, aktivitas enzim pada jalur fosfoglukanat 

akan tertekan (repressed). Sementara itu, BAL obligat heterofermentatif 

memfermentasi heksosa melalui jalur fosfoglukanat dan menghasilkan laktat, 

etanol, asam asetat, serta CO₂. Pentosa juga dapat difermentasi melalui jalur yang 

sama. Di sisi lain, ragi yang bersimbiosis dengan BAL dalam sourdough bersifat 

Crabtree-positive, artinya mereka tetap dapat memfermentasi heksosa meskipun 

terdapat oksigen selama kadar glukosa mencukupi (Carbonetto et al., 2020). 

2.2 Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

2.2.1 Deskripsi dan Karakteristik Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

 Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) merupakan salah satu varietas apel 

yang paling banyak dibudidayakan di Indonesia terutama di wilayah Malang, Jawa 

Timur (Kusumiyati et al., 2021). Daerah ini dikenal sebagai pusat produksi apel 

nasional dengan pusat budidaya utamanya yaitu di kota Batu dan kecamatan Pujon, 

Kabupaten Malang (Safira et al., 2021). Selain itu menurut Iqbal et al., (2020) 

menyatakan bahwa penyebaran apel Manalagi tidak hanya terbatas pada dua 

wilayah tersebut, melainkan juga meliputi daerah Poncokusumo dan kecamatan 
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Bumiaji yang memiliki ketinggian serta suhu udara ideal bagi perkembangan 

tanaman apel. 

 Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) ini memiliki karakteristik yang 

berbeda dari apel lainnya. Jika dilihat dari morfologinya, apel ini memiliki kulit 

berwarna hijau sedikit kemerahan dengan daging buah berwarna putih (Kusumiyati 

et al., 2021).  Arnetty& Yusuf (2025) menyatakan bahwa Apel Manalagi dikenal 

memiliki aroma yang khas dan harum yang menjadi daya tarik utamanya. Kulit 

buahnya halus dengan pori-pori yang jarang, sementara rasanya manis bahkan 

sebelum benar-benar matang, serta tidak terasa asam. Tidak hanya itu, daging 

buahnya berwarna putih, agak berair, dan bertekstur agak kenyal dan renyah. Biji 

buahnya berukuran pendek dengan bentuk bulat dan berwarna cokelat tua.  

 Secara morfologis, buah apel varietas Manalagi (Malus sylvestris Mill) ini 

memiliki bentuk bulat dengan diameter berkisar 4-7 cm dan berat sekitar 75-160 

gram per buah (Yulianti dkk, 2015). Menurut Kusumiyati et al., (2021) menyatakan 

bahwa apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) memiliki tingkat kemanisan yang 

lebih tinggi jika dibandingkan dengan varietas apel lainnya. Kemanisan tersebut 

sering dijadikan parameter utama dalam menentukan kualitas apel Manalagi (Malus 

sylvestris Mill.), sehingga menjadikannya sebagai salah satu varietas yang paling 

banyak diminati di daerah Malang. 
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Gambar 2. 2 Buah Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

(Sumber:Arnetty & Yusuf, 2025) 
 

 Warna khas pada apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) menjadi tantangan 

tersendiri dalam penentuan tingkat kematangannya. Hal ini disebabkan oleh warna 

kulit apel Manalagi yang tidak mengalami perubahan mencolok selama proses 

pematangan, sehingga metode prediksi kematangan berbasis citra (image-based 

maturity prediction) menjadi kurang akurat. Model PLS yang menggunakan 

spektrum parsial menunjukkan kemampuan prediksi yang lebih unggul, khususnya 

pada parameter kekerasan buah. Hal tersebut menunjukkan bahwa spektroskopi 

UV/Vis memiliki potensi sebagai metode nondestruktif dalam penilaian kualitas 

internal apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.). Namun, diperlukan peningkatan 

jumlah sampel, perluasan variasi tingkat kematangan, serta penyempurnaan tahap 

preprocessing spektrum agar model yang dihasilkan lebih stabil dan akurat (Iqbal 

et al., 2020) 

2.2.2 Kandungan Nutrisi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) memiliki berbagai macam 

kandungan di dalamnya seperti nutrisi, vitamin yang meliputi Vitamin A, Vitamin 

B2 dan vitamin B1 serta lemak, energi, karbohidrat dan protein (Anggita dkk., 
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2025). Menurut Prasetyo & Anwar, (2024) menyatakan bahwa apel Manalagi 

(Malus sylvestris Mill.) memiliki kandungan gula total yang cukup tinggi yaitu 

sekitar 14,19 ± 1,18 g/100 ml. Selain itu, dalam penelitian Fitriyah et al (2019) 

menyatakan bahwa apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) mengandung gula total 

sekitar sekitar 13,9%.  

Tabel 2.1 Komposisi Kimia Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) per 100 gram 

(Widodo et al., 2019; Sa'adah & Estiatih, 2015) 

Komposisi Total 

Total Gula 8,29 

Keasaman 0,32 

Vitamin C 6,6 

Gula Pereduksi 6,96 

pH Cairan Buah 4,62 

Fruktosa 4,5 

Glukosa 3,72 

Sukrosa 4,54 

Gula/Asam 42,56 

Aktivitas antioksidan 6,53 

Total padatan terlarut 17,1 

   

Selain kandungan nutrisi yang telah dijelaskan, buah apel juga mengandung 

mikroba seperti BAL. Dalam penelitian Tkesheliadze et al., (2023) menyatakan 

bahwa terdapat empat kandidat yang potensial dalam isolasi buah apel dari varietas 

yang berbeda di wilayah Georgia Timur dan Barat. Apel yang digunakan untuk 

isolasi bakteri asam laktat (BAL) terdiri atas apel dalam kondisi matang dan 

mentah. Spesies BAL yang ditemukan yaitu Lactiplantibacillus plantarum 52, yang 

diperoleh dari varietas apel Lechkhumuri Sinapi, Lactiplantibacillus plantarum 53 

dari varietas Georgian Sinap, Lactiplantibacillus plantarum 74 dari varietas 

Kekhura dan Lactiplantibacillus plantarum 76 dari varietas Kekhura. Penggunaan 

apel dalam isolasi BAL ini digunakan yang matang maupun yang mentah.  
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2.3. Fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) merupakan salah satu varietas apel 

lokal Malang yang memiliki kandungan gula cukup tinggi, terutama glukosa, 

fruktosa, dan sukrosa, serta senyawa fenolik dan asam organik alami. Kandungan 

gula yang melimpah menjadikannya substrat potensial bagi pertumbuhan 

mikroorganisme fermentatif seperti ragi dan bakteri asam laktat (BAL). Selain itu, 

apel Manalagi juga mengandung vitamin, mineral, dan serat larut yang dapat 

berperan sebagai faktor pendukung metabolisme mikroba. Komposisi nutrisi 

tersebut memberikan kondisi optimal bagi fermentasi spontan maupun terarah, 

tergantung pada mikroba dominan yang berkembang selama proses (Widodo et al., 

2019). 

Selama fermentasi, kandungan gula sederhana dalam sari apel mengalami 

degradasi melalui aktivitas mikroorganisme menjadi berbagai metabolit sekunder, 

terutama asam laktat, asam asetat, dan etanol. Pada hari ke-1 hingga ke-3 nilai pH 

menurun akibat produksi asam organik seperti asam asetat, asam laktat, dan asam 

propionat oleh bakteri asam laktat (BAL) yang berasal dari buah. Sedangkan ragi 

hanya sedikit mempengaruhi pH nya. Pada hari ke-5, pH yang dihasilkan cenderung 

stabil karena keasaman yang tinggi menghambat pertumbuhan mikroorganisme. 

Analisis HPLC menunjukkan bahwa gula terlarut utama dikonsumsi selama 

fermentasi, sementara kandungan asam organik meningkat dan mencapai puncak 

pada hari ke-3 hingga ke-5, lalu melambat pada hari ke-7 ketika aktivitas metabolik 

mulai stabil (Xuanyu Xing, 2024). Selama proses fermentasi berlangsung glukosa 

dalam sari buah mengalami perubahan melalui jalur Embden-Meyerhof-Panas 

menghasilkan asam laktat sebagai produk utama metabolisme. Pembentukan asam 
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laktat ini menyebabkan penurunan nilai pH pada sari buah. Semakin tinggi 

kandungan glukosa yang tersedia semakin besar pula jumlah asam laktat yang 

dihasilkan, sehingga pH sari buah akan menurun secara signifikan (Ardhian dkk., 

2019) 

Penelitian oleh Manshur et al., (2023) menyatakan bahwa apel secara alami 

mengandung populasi BAL yang sangat tinggi, mencapai sekitar 10⁸ CFU/ml pada 

permukaan kulit dan jaringan daging buahnya. Beberapa spesies Lactobacillus yang 

berhasil diidentifikasi meliputi Lactobacillus (para)collinoides, L. diolivorans, L. 

hilgardii, L. casei, L. brevis, L. sicerae, dan L. suebicus. Menurut penelitian 

Wijayanti dkk., (2012) menyatakan bahwa viabilitas Lactobacillus plantarum pada 

sari buah apel tergolong stabil dibandingkan dengan pada sari buah pepaya, nanas, 

maupun tomat. Pada sari buah apel jumlah total BAL yaitu 10 × 10⁶ CFU/ml, 

sedangkan pada sari buah papaya dan tomat memiliki viabilitas terendah, masing-

masing sekitar 8 × 10⁶ CFU/ml dan 7 × 10⁶ CFU/ml. Hal ini menunjukkan bahwa 

sari buah apel mengandung nutrisi yang cukup untuk mendukung aktivitas 

metabolis dari Lactobacillus plantarum selama proses inkubasi. 

Penelitian Gordun et al., (2014) menyatakan bahwa perbedaan bahan awal 

dalam pembuatan sourdough dengan penambahan buah apel, anggur, dan yoghurt 

memberikan dampak karakteristik yang berbeda. Sourdough dengan starter apel 

dan anggur yang keduanya berasal dari sari buah fermentasi menunjukkan adanya 

keragaman spesies bakteri asam laktat (BAL) yang lebih tinggi seperti L. 

plantarum, L. brevis, dan L. sakei. Selain itu, pada tahap awal fermentasi kedua 

jenis sourdough ini memiliki populasi khamir non-Saccharomyces yang tinggi yaitu 

(>10⁷ CFU/g) meskipun jumlah ini menurun seiring waktu. Sebaliknya, sourdough 
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dengan starter yoghurt didominasi oleh Pediococcus pentosaceus dengan tingkat 

keragaman BAL yang rendah. Dari segi fisikoimia, sourdough dengan buah anggur 

memerlukan waktu paling lama yaitu sekitar 4 hari untuk mrncapai pH yang stabil 

sekitar 4. Sementara sourdough apel dan yogurt mencapai pH serupa lebih cepat 

bahkan terbentuk pada fase pra-fermentasi. Adapun nilai TTA dari ketiga nya 

hampir sama yaitu sekitar 6 mL, tetapi kadar asam laktat pada GS jauh lebih rendah 

(0,4 g/100 g) dibandingkan sourdough apel dan yogurt yang masing-masing 

mencapai sekitar 1,0 g/100 g. Secara keseluruhan, penggunaan air fermentasi apel 

terbukti mampu mempercepat proses pematangan adonan serta menghasilkan 

tingkat keasaman yang tinggi, sehingga dianggap sebagai alternatif starter yang 

efektif dan kaya mikroorganisme. 

2.4 Tepung Gandum Utuh  

 Tepung gandum utuh adalah tepung yang dihasilkan dari penggilingan 

seluruh biji gandum tanpa pemisahan kulit ari, sehingga memiliki warna agak 

kecokelatan dan tekstur yang lebih kasar dibandingkan tepung terigu biasa. Tepung 

ini mengandung protein dan serat yang lebih tinggi, bersifat mudah menyerap 

cairan, serta menghasilkan produk olahan dengan tekstur lebih padat dan berat 

(Arwini, 2021). Kandungan serat yang tinggi pada tepung gandum utuh juga 

dinyatakan oleh Hughes et al., (2020) yang membandingkan dengan tepung 

gandum yang dimurnikan. 
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Tabel 2.2 Kandungan Nutrisi Tepung Gandum Utuh dan Tepung Gandum Yang 

Dimurnikan dalam per 100 gram (Hughes et al., 2020) 

Kriteria Nutrisi Gandum Utuh (n=25) Gandum yang Dimurnikan (n=91) 

Energi (kJ) 1420 (921–1606) 1470 (644–1615) 

Protein (g) 11.3 (7.6–14.6) 9.0 (0–15.9) 

Total Lemak (g) 2.4 (1.6–5.9) 1.4 (0–8.2) 

Lemak Jenuh (g) 0.7 (0.3–1) 0.4 (0–2.0) 

Karbohidrat (g) 63.3 (39.8–71.0) 72.7 (36.5–90) 

Gula (g) 1.6 (0.4–7.0) 1.0 (0–12.0) 

Serat Makanan (g) 8.8 (5.7–10.7) 3.1 (0–10) 

Natrium (mg) 7.0 (1–685) 8.0 (0–1000) 

  

Tepung gandum utuh memiliki kandungan nutrisi makro yang lebih kaya 

jika dibandingkan dengan gandum yang telah dimurnikan. Dalam setiap 100 gram, 

tepung gandum utuh mengandung sekitar 75 gram karbohidrat, 10 gram protein, 2 

gram lemak, serta serat pangan yang jauh lebih tinggi yakni sekitar 13 gram. 

Sebaliknya tepung gandum yang dimurnikan memang sedikit lebih tinggi 

karbohidratnya yaitu 76 gram tetapi hanya memiliki sekitar 3 gram serat dengan 

kandungan protein dan lemak yang sedikit lebih rendah. Perbedaan ini disebabkan 

oleh adanya lapisan dedak dan lembaga pada gandum utuh yang tetap 

dipertahankan (Thielecke et al., 2021). Sedangkan kandungan mikronutrien dalam 

kedua tepung gandum tersebut Adalah sebagai berikut: 
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Tabel 2.3 Kandungan Mikronutrien Tepung Gandum Utuh dan Tepung Gandum 

yang Dimurnikan dalam per 100 gram (Thielecke et al., 2021) 

Nutrien (per 100 g) Gandum Utuh Gandum yang Dimurnikan 

Vitamin   

Tiamin (mg) 0.3 0.1 

Riboflavin (mg) 0.2 0.04 

Niasin (mg) 5.3 1.3 

Piridoksin (mg) 0.2 0.04 

Folat (µg) 28 26 

Mineral   

Zat Besi (Fe) (mg) 3.7 1.2 

Seng (Zn) (mg) 3.0 0.7 

Magnesium (Mg) (mg) 117 22 

Natrium (Na) (mg) 3.0 2.0 

   

2.5 Fermentasi Dalam Perspektif Al-Qur’an 

Fermentasi merupakan proses biokimia dimana senyawa organik diubah 

menjadi bentuk yang lebih sederhana melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh 

mikroorganisme. Proses ini dapat berlangsung secara aerob maupun anaerob 

tergantung dari jenis mikroorganisme dan kondisi lingkungannya (Setiawati dkk., 

2024). Proses fermentasi ini juga dapat diamati pada minuman hasil fermentasi 

buah, salah satunya cuka apel yang telah banyak dikenal masyarakat. Keberadaan 

cuka juga telah disinggung dalam sebuah HR. Ibnu Majah No.3317 sebagai berikut: 

 

دَامُ الْْلَ   ُ عَلَيْهم وَسَلَّمَ نمعْمَ الْْم  عَنْ جَابمرم بْنم عَبْدم اللَّّم قاَلَ قاَلَ رَسُولُ اللَّّم صَلَّى اللَّّ
Artinya: “Dari Jabir bin Abdillah RA, ia berkata, “Rasulullah SAW bersabda , 

“Lauk pauk yang paling nikmat adalah cuka” (HR. Ibnu Majah No. 

2217) 

 

Hadis tersebut menunjukkan bahwa sejak masa Nabi, produk hasil 

fermentasi alami telah dikonsumsi dan dimanfaatkan oleh manusia. Dalam 

perspektif islam, fermentasi pada pangan pada dasarnya diperbolehkan selama tidak 



28 
 

 
 

menghasilkan zat yang bersifat memabukkan dan tetap memenuhi prinsip halal dan 

thayyib. Hal ini berkaitan dengan konsep istihalah yaitu perubahan suatu zat 

menjadi bentuk baru dengan karakteristik yang berbeda dari asalnya. Pada proses 

pembentukan cuka, gula di fermentasi menjadi ethanol dalam jumlah tertentu, 

kemudian mengalami perubahan lanjutan menjadi asam asetat sehingga kehilangan 

sifat memabukkan dan dapat dikonsumsi secara halal (Pauzi & Man, 2016). 

Berdasarkan Fatwa MUI No. 10 Tahun 2018, keberadaan etanol alami yang 

dihasilkan melalui fermentasi tidak serta-merta menjadikan suatu minuman haram, 

selama kadarnya kurang dari 0,5% (v/v), tidak bersifat memabukkan, dan tidak 

menimbulkan dampak yang membahayakan bagi kesehatan (Suhardi dkk., 2025).  

Menurut Laily et al., (2019) menyatakan bahwa cuka terbentuk melalui 

proses fermentasi dua tahap yaitu fermentasi gula menjadi etanol oleh ragi seperti 

Saccharomyces dan fermentasi asam asetat oleh bakteri Acetobacter. Prinsip 

fermentasi yang terkandung dalam hadis tersebut memiliki relevansi langsung 

dengan penelitian ini. Air fermentasi apel Manalagi yang digunakan dalam 

penelitian merupakan hasil proses fermentasi alami yang juga melibatkan aktivitas 

BAL dan khamir sehingga dapat membantu mempercepat proses fermentasi pada 

adonan sourdough.  

Hadis tersebut menjelaskan bahwa ajaran Rasulullah SAW yang menilai 

cuka sebagai lauk terbaik tidak hanya bernilai spiritual, tetapi juga didukung secara 

ilmiah melalui pemanfaatam poduk fermentai dalam bidang pangan. Fermentasi 

apel menghasilkan berbagai senyawa organik dan nutrisi yang dapat dimanfaatkan 

sebagai sumber nutrisi bagi pertumbuhan bakteri asam laktat (BAL). Penambahan 

air fermentasi apel Manalagi pada starter sourdough digunakan sebagai sumber 
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nutrisi tambahan untuk mendukung pertumbuhan BAL khususnya BAL penghasil 

eksopolisakarida (EPS) yang berpotensi dimanfaatkan dalam pengembangan 

pangan fermentasi karna berbagai manfaatnya. Dengan demikian, pemanfaatan 

buah melalui proses fermentasi tidak hanya mencerminkan pengembangan ilmu 

pengetahuan dan teknologi pangan, tetapi juga menunjukkan bagaimana sumber 

daya alam yang telah Allah SWT sediakan dapat diolah secara optimal menjadi 

pangan yang bermanfaat dan tetap sesuai dengan prinsip halal serta thayyib. Hal ini 

telah dijelaskan dalam QS. ‘Abasa [80]: 24-32 sebagai berikut: 

نْسَانُ املٰه   ناَ   انَّّ      ۙطعََاممهْٓ فَ لْيَ نْظرُم الْْم ناَ  شَقًّاۙ   الَْْرْضَ   شَقَقْناَ  ثَّ   صَبًّاۙ   الْمَاۤءَ   صَبَ ب ْ بَ ت ْ
  حَبًّاۙ   فمي ْهَا  فاَنَْْۢ

قَ  وَّنََْلًاۙ  وَّزَيْ تُ وْنّا  وَّقَضْبااۙ  وَّعمنَ باا نَْ عَاممكُمْ   لَّكُمْ  مَتاَعاا  وَّابًّّ  وَفاَكمهَةا  غُلْباا  وَّحَدَاۤىِٕ   وَلْم
Artinya: “24 Maka, hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya. 25. 

Sesungguhnya Kami telah mencurahkan air (dari langit) dengan 

berlimpah. 26. Kemudian, Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya. 27. 

Lalu, Kami tumbuhkan padanya biji-bijian, 28. anggur, sayur-

sayuran,29. zaitun, pohon kurma, 30. kebun-kebun (yang) rindang,31. 

buah-buahan, dan rerumputan.32. (Semua itu disediakan) untuk 

kesenanganmu dan hewan-hewan ternakmu”( QS. ‘Abasa [80]: 24-32) 

 

Dalam Tafsir Al-Munir menjelaskan bahwa dalam QS. ‘Abasa ayat 24-32 

Allah SWT memerintahkan manusia untuk memperhatikan dan mengambil 

pelajaran dari makanan yang dikonsumsi serta proses penciptaannya. Allah 

menurunkan air dari langit kemudian menumbuhkan berbagai jenis tanaman di 

bumi sebagai sumber kehidupan bagi manusia dan hewan. Dalam ayat tersebut 

disebutkan beragam tumbuhan seperti biji-bijian, anggur, sayuran, zaitun, kurma, 

kebun yang lebat, buah-buahan dan rerumputan. Biji-bijan didahulukan karena 

berperan sebagai makanan pokok manusia sedangkan buah-buahan dan tumbuhan 

lainnya menjadi bentuk nikmat dan rezeki yang dapat dimanfaatkan dalam 
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kehidupan sehari-hari. Seluruh ciptaan tersebut menunjukkan kasih sayang dan 

kekuasaan Allah dalam menyediakan kebutuhan makhluk-Nya sekaligus menjadi 

tanda kebesaran-Nya (Az-Zuhaili, 2016). Hal ini menunjukkan bahwa berbagai 

tumbuhan dan buah-buahan yang Allah sediakan memiliki potensi untuk 

dimanfaatkan dalam pengembangan pangan yang bermanfaat. Pemanfaatan apel 

sebagai bahan fermentasi dapat dipandang sebagai salah satu bentuk pengolahan 

sumber daya alam untuk menghasilkan produk pangan berkualitas. 

Wahyudi & Ihsan, (2025) menjelaskan bahwa rangkaian ayat tersebut dapat 

dijadikan landasan etis dalam upaya mewujudkan ketahanan pangan melalui 

pengelolaan sumber daya alam yang mandiri dan berkelanjutan. Pandangan ini 

selaras dengan prinsip hifz al-bi’ah (pelestarian lingkungan) dalam maqasid al-

syariah yang menekankan kewajiban manusia untuk menjaga kelestarian bumi 

sebagai amanah dari Allah SWT. Dengan demikian, pemanfaatan sumber daya alam 

perlu dilakukan secara bijaksana agar tetap memberikan manfaat bagi kehidupan 

Pemanfaatan buah dan biji-bijian dalam perkembangan ilmu pangan salah 

satunya dilakukan melalui proses fermentasi. Buah-buahan dapat dimanfaatkan 

sebagai sumber nutrisi sedangkan gandum digunakan sebagai bahan utama dalam 

pembuatan produk fermentasi seperti sourdough. Proses fermentasi tersebut 

melibatkan aktivitas bakteri asam laktat dan khamir yang mampu menghasilkan 

senyawa bermanfaat bagi pangan salah satunya seperti eksopolisakarida. Hal 

tersebut sejalan dengan perintah Allah SWT untuk memperhatikan makanan yang 

dikonsumsi manusia termasuk kualitas dan manfaat yang dihasilkan dari 

pengolahan pangan tersebut. Eksopolisakarida diketahui memiliki berbagai 

manfaat baik dalam bidang pangan maupun kesehatan. Selain itu penelitian ini juga 
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memanfaatkan air fermentasi apel Manalagi yang juga berpotensi memberikan 

manfaat sebagai bahan pendukung dalam pengembangan produk pangan 

fermentasi. 

2.6 Bakteri Asam Laktat  

2.6.1 Karakteristik Bakteri Asam Laktat 

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan golongan dari bakteri Gram-positif 

yang tidak membentuk spora. Mereka tidak melakukan respirasi tetapi dapat 

bertahan di lingkungan beroksigen (aerotoleran). Peran utamanya adalah 

menghasilkan asam laktat sebagai produk utama dari fermentasi karbohidrat. Selain 

asam laktat, BAL juga menciptakan senyawa organik lain yang sangat penting 

dalam memberikan rasa, tekstur, dan aroma unik pada produk, yang secara 

keseluruhan disebut karakteristik organoleptik (Ayivi et al., 2020). Menurut 

Ferreira et al., (2014) bakteri asam laktat (BAL) termasuk bakteri dengan katalase 

negatif dan umumnya tidak motil (kecuali beberapa spesies dari genus 

Lactobacillus). BAL memiliki toleransi yang tinggi terhadap asam dan uniknya, 

meskipun tidak melakukan respirasi, bakteri ini tetap dapat tumbuh dalam kadar 

oksigen yang sedikit karena bersifat anaerob fakultatif. Mereka dapat 

dikelompokkan sebagai mesofilik (30 °C hingga 37 °C) atau termofilik (42°C 

hingga 50 °C), namun umumnya dinonaktifkan pada suhu di atas 70 °C. Menurut 

Ojo & Smidt, (2023), suhu pertumbuhan yang optimal bagi BAL dapat bervariasi 

dari 20 hingga 45 °C tergantung dari setiap spesies bakteri, sedangkan untuk pH 

optimal berkisar antara 5,5 hingga 6,5, dan ini juga tergantung dari spesies BAL. 

Bakteri asam laktat (BAL) memiliki ciri khas yang membedakannya dari 

kelompok bakteri lain. Secara morfologi makroskopis, BAL umumnya berukuran 
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sedikit lebih besar dibandingkan bakteri pada umumnya dan memiliki bentuk 

mikroskopis yang bervariasi, seperti bulat, batang, lonjong, atau menyerupai koma 

(Rahmadi, 2019). Selain itu, bakteri ini memiliki kemampuan bertahan pada pH 

rendah dan menghasilkan berbagai enzim (glikolitik, lipolitik, proteolitik). Enzim-

enzim ini mengubah nutrisi menjadi senyawa yang menghasilkan sifat sensorik 

(rasa, aroma) yang diinginkan dalam produk fermentasi. Selain itu, BAL 

melindungi makanan dengan memproduksi faktor antimikroba seperti asam 

organik, bakteriosin, diasetil, dan asetaldehida. Manfaat BAL meluas ke tekstur 

makanan, di mana beberapa spesies mampu mensekresikan eksopolisakarida (EPS). 

EPS ini sangat penting dalam produk susu fermentasi, berfungsi untuk 

meningkatkan viskositas, mengurangi sineresis (pemisahan air), dan secara 

keseluruhan berkontribusi pada tekstur, mouthfeel, stabilitas, dan persepsi rasa pada 

produk akhir (Ferreira et al., 2014). 

2.6.2 Klasifikasi Bakteri Asam Laktat 

Bakteri asam laktat (BAL) dikelompokkan pertama kali oleh Orla Jensen 

pada tahun 1919. Dasar pengelompokan tersebut meliputi beberapa kriteria yaitu 

jenis fermentasi glukosa yang dilakukan, bentuk sel (morfologi), kemampuan 

dalam menggunakan berbagai jenis gula dan rentang suhu optimum untuk 

pertumbuhannya. Oleh karena itu terdapat empat pengelompokan BAL yang diakui 

yaitu Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, dan Streptococcus (Ayivi et al., 

2020). Menurut Yao et al., (2023) menyatakan bahwa saat ini BAL yang telah 

berhasil ditemukan di alam terdapat 23 genus taksonomi. Namun yang umum 

digunakan baik dalam bidang obat-obatan, makanan dan lain-lainnya meliputi 
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Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Streptococcus, dan 

Bifidobacterium.  

Bakteri asam laktat (BAL) berdasarkan jalur metabolisme karbohidrat dapat 

dibedakan menjadi dua yaitu homofermentatif dan heterofermentatif (Bartkiene et 

al., 2019). Menurut Buron-Moles et al., (2019) juga menyatakan bahwa 

berdasarkan produk fermentasi akhirnya dibedakan menjadi dua yaitu 

Homofermentatif dan Heterofermentatif. Namun terdapat pembagian lagi dari 

bakteri asam laktat yang tergolong dalam Heterofermentatif yaitu 

Heterofermentatif fakultatif dan Heterofermentatif Obligat. Adapun penjelasan dari 

BAL tipe tersebut adalah sebagai berikut: 

1. Bakteri Homofermentatif : Dikatakan homofermentatif jika spesies tersebut 

mampu mengubah glukosa menjadi asam laktat sebagai hasil utamanya dan 

beberapa produk sampingan namun dengan jumlah yang sedikit. Secara umum 

bakteri homofermentatif ini dapat tumbuh pada kisaran suhu 37°C atau suhu di 

atasnya. Contoh spesies homofermentatif yaitu Lactobacillus bulgaricus, 

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

thermophilus dan Lactobacillus delbrueckii (Rahmadi, 2019). Kelompok 

bakteri homofermentatif memfermentasi heksosa hampir sepenuhnya menjadi 

asam laktat melalui jalur Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) atau glikolisis. 

Pada tahap ini, setiap satu molekul glukosa diubah menjadi dua molekul asam 

laktat, mekanisme ini mampu memaksimalkan konversi substrat menjadi 

energi dengan efisiensi yang optimal. Enzim utama yang berperan dalam jalur 

ini adalah aldolase, yang berfungsi memecah fruktosa-1,6-bisfosfat menjadi 

dua molekul tiga karbon. Meskipun demikian, tidak semua bakteri 
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homofermentatif mampu mendegradasi gula pentose (Tejedor-Sanz et al., 

2022) 

Selain itu terdapat pula istilah Homolaktat yaitu bakteri asam laktat 

(BAL) yang tergolong homofermentatif, seperti Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus bulgaricus, 

dan Lactobacillus salivarius. Bakteri ini memetabolisme glukosa melalui jalur 

Embden–Meyerhof–Parnas (EMP) atau glikolisis. Dalam jalur ini, glukosa 

dikonversi hampir sepenuhnya menjadi asam laktat sebagai produk akhir 

utama, tanpa menghasilkan gas atau produk samping lain. Namun, meskipun 

tergolong homofermentatif, beberapa Bakteri asam laktat homofermentatif 

juga dapat mengalami perubahan metabolik dan menghasilkan asam format 

atau melakukan fermentasi campuran dengan bantuan enzim piruvat-format 

liase. Hal ini dapat terjadi apabila kondisi lingkungan tidak mendukung seperti 

sumber karbon terbatas, kenaikan pH atau penurunan suhu (Ojo & Smidt, 

2023). 

2. Bakteri Heterofermentatif Fakultatif: Dikatakan sebagai heterofermentatif 

jika spesies tersebut menghasilkan hasil akhir yang beragam yang meliputi 

asam laktat dalam jumlah yang sedikit, etanol, asam asetat, dan asam format. 

Bakteri heterofermentatif fakultatif memiliki kemampuan metabolik yang 

lebih adaptif dibandingkan jenis lainnya. Spesies seperti Leuconostoc dan 

beberapa Lactobacillus mampu menggunakan jalur EMP untuk memfermentasi 

heksosa menjadi asam laktat, namun juga dapat memanfaatkan pentosa atau 

glukonat melalui jalur fosfoketolase. Karena memiliki kedua enzim utama, 

yaitu aldolase dan fosfoketolase, mereka dapat beralih antara fermentasi 
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homofermentatif dan heterofermentatif sesuai kondisi lingkungan atau jenis 

substrat yang tersedia. Contoh dari kelompok ini adalah Lactobacillus 

plantarum subsp. plantarum dan Lactobacillus casei (Tejedor-Sanz et al., 

2022a). Hal ini juga dijelaskan oleh Abedi & Hashemi, (2020) yang 

menyatakan bahwa bakteri kelompok heterofermentatif fakultatif dapat 

mendegradasi heksosa melalui jalur EMP dan juga memetabolisme pentosa 

serta glukonat karena memiliki aldolase dan fosfoketolase, memungkinkan 

mereka untuk beralih antara fermentasi homofermentatif dan heterofermentatif 

tergantung pada kondisi. Contoh dari bakteri ini yaitu Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus casei, dan Lactobacillus curvatus  

3. Heterofermentatif Obligat: Bakteri heterofermentatif obligat merupakan 

kelompok bakteri asam laktat yang tidak dapat memanfaatkan heksosa melalui 

jalur Embden–Meyerhof–Parnas (EMP) karena tidak memiliki enzim glikolitik 

fruktosa-1,6-bifosfat aldolase yang dibutuhkan dalam jalur tersebut. Sebagai 

gantinya, kelompok bakteri ini memecah heksosa melalui jalur fosfoglukonat, 

menghasilkan asam laktat sebagai produk utama disertai sejumlah etanol atau 

asam asetat serta karbon dioksida sebagai produk sampingan. Enzim khas yang 

dimiliki kelompok ini adalah fosfoketolase, yang berperan penting dalam 

konversi gula melalui jalur heterofermentatif (Tejedor-Sanz et al., 2022a). 

Pada bakteri heterofermentatif obligat, gen pengode enzim 1-

fosfofruktokinase (PFK) yang berperan penting dalam jalur homofermentatif 

tidak ditemukan. Sebaliknya, beberapa di antaranya, termasuk kelompok 

fakultatif, memiliki operon araBAD yang memungkinkan konversi L-

arabinosa menjadi xylulosa-5-fosfat, metabolit utama pada jalur 
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heterofermentatif. Contoh BAL heterofermentatif obligat meliputi 

Oenococcus, Leuconostoc, dan beberapa Lactobacillus seperti Lactobacillus 

brevis, Lactobacillus fermentum, dan Lactobacillus reuteri (Abedi & Hashemi, 

2020). 

Semua jalur fermentasi yang telah dijelaskan baik homofermentatif maupun 

heterofermentatif memiliki peran besar dalam menentukan karakteristik sensorik, 

seperti rasa dan aroma, serta berkontribusi terhadap daya tahan dan umur simpan 

produk fermentasi. Oleh karena itu, pemahaman mengenai perbedaan metabolisme 

dan regulasi genetik pada kedua kelompok bakteri ini sangat penting untuk 

pengembangan teknologi fermentasi yang efisien dan terarah (Tejedor-Sanz et al., 

2022) 

2.6.3 Bakteri Asam Laktat Penghasil Eksopolisakarida 

 Bakteri asam laktat (BAL) merupakan kelompok mikroorganisme yang 

banyak dikaji karena memiliki kemampuan tinggi dalam menghasilkan 

eksopolisakarida (EPS). Beberapa strain seperti Streptococcus, Lactococcus, 

Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, dan Weissella diketahui berpotensi besar 

dalam produksi senyawa ini. Bakteri asam laktat diketgorikan sebagai 

mikroorganisme yang aman (GRAS- Generally Recognized As Safe) dan mampu 

menghasilkan eksopolisakarida (EPS) dengan beragam struktur tanpa 

menimbulkan efek merugikan bagi kesehatan (Nguyen et al., 2020). Selain itu hal 

ini juga disampaikan oleh Fuso et al., (2023) bahwa terdapat sekitar 30 spesies 

bakteri asam laktat (BAL) yang diakui mampu mensintesis eksopolikarida (EPS) 

dengan Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus rhamnosus, , 

Lacticaseibacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, 
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Lactobacillus sakei, dan Lactiplantibacillus plantarum sebagai contoh yang paling 

terkenal. Kebanyakan dari produsen ini telah diisolasi dari produk pangan 

tradisional dimana mereka berkontribusi dalam meningkatkan tekstur, stabilitas, 

dan sensasi di mulut (mouthfeel).  

Adebayo-tayo et al., (2024) menyatakan bahwa kemampuan bakteri asam 

laktat (BAL) dalam memproduksi eksopolisakarida (EPS) ditunjukkan oleh isolat 

tertentu yaitu isolat W3 yang memiliki tingkat kesesuaian skuens sebesar 100,0% 

dengan Pediococcus acidilactici. Isolat ini diperoleh dari produk susu fermentasi 

tradisional dan terbukti menghasilkan EPS dalam jumlah yang tinggi dengan 

produksi mencapai 6204,50 mg/L. Secara umum, beberapa genus BAL antara lain 

seperti Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, dan 

Weissella telah dilaporkan memiliki kemampuan untuk memproduksi EPS. 

Bakteri penghasil eksopolisakarida (EPS) juga dijelaskan oleh Netrusov et 

al., (2023) yang menyatakan bahwa dari berbagai kelompok filogenetik dan 

mencakup bakteri Gram-negatif maupun Gram-positif. Pada bakteri Gram-negatif 

produsen EPS ditemukan pada beberapa kelas antara lain Alphaproteobacteria yang 

meliputi genus Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter, 

Komagataeibacter, Kozakia, Neoasaia, Agrobacterium, Rhizobium, dan 

Zymomonas ; Betaproteobacteria seperti Alcaligenes dan Achromobacter; serta 

Gammaproteobacteria yang mencakup Azotobacter, Pseudomonas, Enterobacter, 

Alteromonas, Pseudoalteromonas, Xanthomonas, Halomonas, Erwinia, Vibrio, dan 

Klebsiella. Selain itu, bakteri Gram-positif penghasil EPS juga berasal dari 

beberapa kelas di antaranya Bacilli yang mencakup Bacillus, Paenibacillus, 
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Lactobacillus, Leuconostoc, dan Streptococcus; kelas Clostridia seperti Sarcina sp; 

serta kelas Actinomycetia yang meliputi Bifidobacterium dan Rhodococcus. 

Salimi & Farrokh, (2023) menyatakan bahwa berbagai mikroorganisme 

penghasil eksopolisakarida yang sebagian besar berasal dari kelompok bakteri asam 

laktat. Spesies yang dilaporkan meliputi beberapa anggota genus Lactobacillus, 

seperti Lactobacillus plantarum (strain C70 dan YW32), Lactobacillus 

kefiranofaciens DN1, Lactobacillus gasseri FR4, Lactobacillus johnsonii FI9785, 

dan Lactobacillus fermentum LB-69. Genus terkait seperti Lacticaseibacillus 

paracasei (strain M7 dan AS20(1)) juga tercatat. Mikroorganisme lain yang 

termasuk juga dapat menghasilkan EPS adalah Bacillus licheniformis Dahb1, 

Weissella cibaria 27, Leuconostoc pseudomesenteroides YB-2, serta beberapa 

spesies dari genus Streptococcus dan Lactococcus, yaitu Streptococcus 

thermophilus GST, Lactococcus lactis F-mou strain, dan Lactococcus garvieae 

C47. Selain itu, beberapa strain tambahan seperti Lactobacillus rhamnosus, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus sp. Ca6, dan 

Enterococcus durans DU1 juga dilaporkan sebagai produsen EPS. 

2.7 Eksopolisakarida (EPS)  

2.7.1 Definisi dan Klasifikasi EPS 

Eksopolisakarida (EPS) merupakan suatu polisakarida yang disekresikan 

secara ekstraseluler oleh banyak mikroorganisme salah satunya yaitu BAL. Istilah 

EPS pertama kali diperkenalkan oleh Sutherland pada tahun 1972 untuk 

mendeskripsikan polisakarida yang bervariasi yang dihasilkan oleh 

mikroorganisme dan berada di luar dinding sel. Senyawa ini memiliki kemampuan 

yang kuat maupun lemah dalam menempel pada permukaan sel tergantung pada 
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kondisi struktural dan fungsional dengan sel penghasilnya. Bakteri banyak 

dimanfaatkan untuk produksi EPS karena tumbuh cepat dan menghasilkan EPS 

yang mudah dipisahkan dari sel (Yadav et al., 2024). Menurut Yao et al (2023) 

menyatakan bahwa eksopolisakarida merupakan senyawa karbohidrat kompleks 

(polisakarida) yang disintesis dan disekresikan di luar dinding sel bakteri. Sebagian 

dari senyawa ini dapat menempel pada bagian dinding sel sehingga membentuk 

polisakarida kapsular sedangkan sebagian sisanya larut dalam medium fermentasi 

sebagai polisakarida lendir. Berat dari EPS ini berkisar antara 4,0×10⁴ hingga 

6,0×10⁶ Da.  

Struktur kimia dari eksopolisakarida (EPS) dapat berbeda-beda. 

Berdasarkan strukturnya EPS dibedakan menjadi 2 yaitu homopolisakarida dan 

heteropolisakarida. Homopolisakarida tersusun dari satu jenis monosakarida dan 

dibedakan lagi menjadi empat yaitu α-D-glukan, β-D-glukan, fruktan, dan galaktan. 

Adapun contoh dari masing-masing tersebut yaitu α-D-glukan: dekstran, pullulan 

dan galaktan. Contoh dari β-D-glukan adalah curdlan dan skleroglukan sedangkan 

fruktan contohnya adalah levan. Adapun heteropolisakarida terdiri dari unit 

pengulangan dua atau lebih monosakarida yang berbeda yang umumnya mencakup 

D-glukosa, D-galaktosa, dan L-ramnosa. Namun beberapa juga mengandung N-

asetilglukosamin (GlcNAc), N-asetilgalaktosamin (GalNAc), serta gugus 

substituen seperti asam glukuronat, fosfat, asetil, atau gliserol (Yadav et al, 2024). 
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Gambar 2. 3 Klasifikasi Eksopolisakarida 

  (Sumber: Angelin & Kavita, 2020)  
 

2.7.2 Jalur Biosintesis EPS pada BAL 

Biosintesis EPS pada BAL dapat berlangsung melalui jalur ekstraseluler 

maupun jalur intraseluler. Pada jalur ekstraseluler, sukrosa dipecah oleh enzim 

glikosiltransferase menjadi glukosa dan fruktosa yang kemudian langsung 

dipolimerisasi menjadi homopolisakarida, seperti dekstran atau levan. Sementara 

itu, pada jalur intraseluler, glukosa masuk ke dalam sel melalui sistem transport 

aktif atau PEP-PTS, lalu difosforilasi oleh enzim heksokinase menjadi glukosa-6-

fosfat. Senyawa ini kemudian diubah menjadi glukosa-1-fosfat oleh fosfogluko-

mutase, yang merupakan prekursor nukleotida-gula aktif, seperti UDP-glukosa, 

UDP-galaktosa, UDP-N-asetil glukosamin, UDP-N-asetil galaktosamin, dan TDP-

rhamnosa. Nukleotida-gula tersebut menjadi bahan baku untuk unit oligosakarida 

berulang yang dipolimerisasi oleh glikosiltransferase menjadi rantai polisakarida 

panjang, yang selanjutnya dimodifikasi melalui aktivasi, asetilasi, sulfatasi, atau 

metilasi sebelum diekspor keluar sel oleh flippase, transporter ABC, atau permease 

(Angelin & Kavitha, 2020). 
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Proses biosintesis ini juga dijelaskan oleh (Sørensen et al., 2022) yang 

menyatakan bahwa pada biosintesis homopolisakarida dikatalisis oleh enzim 

ekstraseluler glikansukrase yang menempel pada dinding sel. Enzim ini terbagi 

menjadi dua tipe yaitu glikosiltransferase (GTF) dan fruktosiltransferase (FTF). 

GTF berperan dalam memindahkan molekul glukosa sedangkan FTF memindahkan 

fruktosa ke rantai homopolisakarida yang sedang terbentuk. Setiap enzim ini 

memiliki kekhususan tersendiri dalam membentuk jenis ikatan glikosidik tertentu 

pada struktur polisakarida yang dihasilkan. Pada biosintesis heteropolisakarida, 

berlangsung melalui jalur Wzx/Wzy yang terdiri dari 5 tahapan. Pertama, molekul 

gula diangkut ke dalam sel dan difosforilasi menjadi glukosa-1-fosfat atau glukosa-

6-fosfat. Kedua, didalam sel terbentuk nukleotida-gula seperti UDP-glukosa, UDP-

galaktosa, dan dTDP-rhamnosa sebagai precursor utama. Ketiga, unit pengulangan 

gula tersebut kemudian diikat pada molekuler jangkar difosfat (UDA) yang berada 

dalam membran sel dan perakitannya dikatalisis oleh beberapa enzim GTF. 

Keempat, protein flippase Wzx memindahkan unit oligosakarida yang telah 

terbentuk ke sisi luar membran. Terakhir protein membrane luar Wzy 

menggabungkan unit-unit gula tersebut menjadi rantai heteropolisakarida yang 

Panjang dan kemudian diekspor ke luar sel. 
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Gambar 2. 4 Biosintesis Eksopolisakarida. Keterangan: a). Biosintesis 

Homopolisakarida b). Biosintesis Heteropolisakarida 

(Sørensen et al., 2022) 

 

Kuantifikasi eksopolisakarida (EPS) dapat dilakukan dengan berbagai 

metode, seperti gravimetri, kolorimetri, kromatografi, mikroskopi, dan 

spektroskopi inframerah dekat (NIRS). Metode gravimetri merupakan cara paling 

sederhana, yaitu dengan menimbang berat kering endapan EPS. Metode ini tidak 

membutuhkan peralatan canggih, cocok untuk estimasi kasar. Namun, metode ini 

dianggap kurang akurat karena hasil timbangan juga mencakup pengotor atau 

residu lain. Oleh karena itu hasil dari metode ini disebut dengan EPS kasar. Metode 

kolorimetri digunakan untuk menentukan jumlah karbohidrat dalam EPS dengan 

cara yang mudah dan murah, meskipun hasilnya bisa dipengaruhi oleh senyawa lain 

dalam media. Dua metode kolorimetri yang umum digunakan yaitu fenol-asam 

sulfat dan antron-asam sulfat (Yadav et al, 2024). 

Metode kolorimetri seperti fenol-asam sulfat dan antron-asam sulfat 

digunakan untuk mengukur total karbohidrat secara cepat dan sederhana, di mana 

hasil diukur secara spektrofotometrik pada panjang gelombang masing-masing 490 
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nm dan 620 nm. Meskipun sensitif, keduanya rentan terhadap gangguan senyawa 

lain dan ketidakstabilan reagen. Metode kromatografi, termasuk SEC, HPLC, dan 

HPAEC-PAD, menawarkan hasil yang lebih akurat karena mampu memisahkan 

komponen EPS, tetapi bersifat mahal dan kompleks. Analisis mikroskopi seperti 

CLSM dan EM memungkinkan visualisasi serta kuantifikasi struktur EPS secara 

detail, namun memerlukan peralatan canggih dan persiapan sampel yang teliti. 

Sementara itu, Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) menjadi metode cepat untuk 

memantau EPS selama fermentasi tanpa isolasi terlebih dahulu, meskipun memiliki 

keterbatasan dalam hal spesifisitas dan kebutuhan kalibrasi yang ketat (Yadav et al, 

2024). 

2.7.3 Faktor yang Mempengaruhi Eksopolisakarida (EPS) 

Kadar dan karakter fungsional eksopoliskarida (EPS) dapat dipengaruhi 

oleh beberapa faktor yaitu sumber karbon, sumber nitrogen, suhu fermentasi, pH 

medium, agitasi (pengadukan), aerasi (ketersediaan oksigen) dan durasi lama 

fermentasi. Suhu optimum umumnya berkisar antara 25–40 °C, namun dapat 

berbeda antar strain; misalnya Lactobacillus paracasei menghasilkan EPS 

maksimal pada suhu 30 °C. pH sedikit asam (5–7) mendukung aktivitas enzim 

glikosiltransferase, sedangkan kondisi terlalu asam atau basa dapat menurunkan 

hasil EPS. Selain itu, faktor fisik seperti agitasi, aerasi, dan lama fermentasi juga 

berperan. Agitasi ringan membantu distribusi sel yang merata, tetapi agitasi 

berlebih dapat merusak rantai polimer EPS. Produksi eksopolisakarida (EPS) 

biasanya terjadi pada fase akhir pertumbuhan hingga awal fase stasioner, sementara 

fermentasi yang terlalu lama (>48 jam) dapat menurunkan hasil akibat degradasi 

enzimatik atau habisnya nutrisi (Liu et al., 2025). Hal ini sejalan dengan penelitian 
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Lawalata et al., (2023) bahwa fase stasioner isolat bakteri asam laktat (BAL) 

umumnya terjadi dalam rentang waktu 20-24 jam. Pada penelitiannya digunakan 

isolat BAL berumur 24 jam, karena pada usia tersebut fase logaritmik telah berakhir 

dan bakteri mulai memasuki fase stasioner yaitu tahap ketika produksi EPS 

mencapai tingkat optimal.  

Faktor lain yang mempengaruhi EPS juga disebutkan oleh Nguyen et al., 

(2020) yang menyatakan bahwa faktor yang memengaruhi produksi 

eksopolisakarida (EPS) oleh bakteri asam laktat (BAL) secara umum dibagi 

menjadi tiga kelompok yaitu stres nutrisi, stres fisik, dan co-kultivasi. Pada kondisi 

stres nutrisi, keterbatasan nitrogen dapat merangsang pembentukan EPS, contohnya 

Lactococcus lactis subsp. cremoris LC 330, sedangkan pada beberapa spesies lain 

seperti Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, suplai nitrogen tinggi justru 

meningkatkan produksinya. Kelebihan gula juga terbukti meningkatkan sintesis 

EPS pada berbagai BAL, termasuk Lactobacillus confusus, L. helveticus, dan 

Streptococcus thermophilus, karena ketersediaan energi dan bahan pembangun 

yang melimpah. Selain itu, konsentrasi CO₂ dan oksigen terlarut turut 

memengaruhi, di mana peningkatan CO₂ dapat memperkuat produksi EPS, 

sedangkan kadar O₂ tinggi cenderung menghambatnya. Dari sisi stres fisik, kondisi 

lingkungan seperti pH, suhu tinggi, dan tekanan osmotik dapat mendorong atau juga 

menekan produksi EPS namun tergantung pada jenis spesiesnya. Contoh 

Lactobacillus helveticus menghasilkan lebih banyak EPS pada pH rendah, tetapi 

produksinya menurun pada kadar NaCl tinggi. Selain itu, stres panas ringan justru 

dapat meningkatkan EPS pada Bifidobacterium.  
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Rentang pH yang optimum untuk produksi eksopolisakarida (EPS) oleh 

Lactobacillus plantarum R301 adalah 7. Hal ini didasarkan pada optimasi dengan 

menggunakan metode Response Surface Methodology (RSM), nilai pH tersebut 

menghasilkan produksi EPS tertinggi. Sedangkan suhu fermentasi optimum untuk 

sintesis EPS adalah 27°C yang lebih rendah dibandingkan suhu pertumbuhan 

optimal L. plantarum R301, yaitu 37°C (Wang et al, 2023). Menurut Hizrah dkk 

(2023) menyatakan bahwa spesies BAL juga mempengaruhi kadar EPS. Hal ini 

dikarenakan setiap spesies memiliki kemampuan metabolisme dan kapasitas 

sintesis EPS yang berbeda.  

Perbedaan kadar EPS yang dihasilkan oleh masing-masing spesies BAL 

juga dijelaskan dalam Sorensen et al (2022) yang menyatakan bahwa strain BAL 

penghasil EPS dapat tumbuh pada berbagai sumber karbon seperti sukrosa, glukosa, 

galaktosa, fruktosa. laktosa, maltosa, serta media berbasis susu dan pati. Namun 

perlu digaris bawahi bahwa sumber karbon yang paling disukai untuk produksi EPS 

bergantung pada spesies dan strain tertentu. Contoh Streptococcus thermophilus 

menunjukkan preferensi terhadap sukrosa dengan hasil EPS 108 mg/L diikuti oleh 

glukosa dan galaktosa. Spesies Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus 

menghasilkan EPS tertinggi ketika ditumbuhkan pada glukosa dan laktosa dengan 

hasil yang jauh lebih rendah pada fruktosa. Lactobacillus casei terdapat beberapa 

yang menyatakan bahwa hasil tertinggi pada galaktosa yaitu 120 mg/L sementara 

ada yang menyatakan bahwa tertinggi pada glukosa yaitu 160 mg/L. Selain itu juga 

pada spesies Lactobacillus rhamnosus menunjukan hasil EPS tertiggi yaitu 

galaktosa (185 mg/L). laktosa (165 mg/L) dan fruktosa (152,84 mg/L). 
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2.7.4 Manfaat EPS dalam Sourdough 

Eksopolisakarida memiliki berbagai manfaat dalam bidang kosmetik, 

farmasi bahkan pangan. Dalam bidang pangan EPS memberikan manfaat seperti 

sebagai pengental, pengemulsi, dan penstabil (Angelin & Kavitha, 2020). Dalam 

sourdough, EPS ini memiliki manfaat yang penting yaitu mampu mememodifikasi 

sifat viskoelastis adonan, sehingga dapat meningkatkan kekenyalan dan stabilitas 

struktur roti. Selain itu, EPS jua mampu memperlambat proses retrogradasi pati 

yaitu mekanisme utama yang menyebabkan pengerasan roti selama penyimpanan 

sehingga mampu memperpanjang umur simpan produk. Adanya manfaat tersebut 

memberikan pandangan bahwa keberadaan EPS berpotensi untuk digunakan 

sebagai bread improver alami yang dapat menggantikan hidrokoloid sintetis atau 

aditif komersial, sejalan dengan tren industri pangan menuju formulasi yang lebih 

bersih (clean-label) (Galle & Arendt, 2014). 

Manfaat EPS pada sourdough juga disebutkan oleh Torino et al., (2015) 

yang menyatakan bahwa produksi EPS oleh bakteri genus Lactobacillus seperti 

levan β-(2,6) yang disintesis oleh strain sourdough L. sanfranciscensis memberikan 

manfaat yaitu peningkatan sifat tekstur roti dengan cara meningkatkan kapasitas 

penyerapan air, melunakkan gluten, memperbaiki pembentukan struktur adonan 

dan menghambat pengerasan (stalling). Menurut penelitian yang dilakukan oleh 

Galle & Arendt, (2014) menyatakan bahwa penggunaan BAL yang menghasilan 

HePS dalam fermentasi sourdough berfungsi meningkatkan sifat reologi adonan 

sorgum. Tidak hanya itu penggunaan BAL HePS juga meningkatkan variasi jenis 

EPS serta mikroorganisme yang berpotensi diaplikasikan dalam proses pembuatan 

roti. 
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Kebermanfaatan EPS ini tidak hanya dapat dilihat dalam produk makanan 

seperti sourdough melainkan juga dapat bermanfaat untuk bakteri itu sendiri. 

Fungsi EPS dalam lingkungan mikroba terutama dalam melindungi sel bakteri dari 

kondisi eksternal yang merugikan seperti kekeringan, perubahan pH, tekanan 

osmotik, paparan cahaya, ion logam, bakteriosin, fagositosis, serta senyawa toksik 

lainnya. Selain itu EPS juga dapat berperan sebagai sumber karbon bagi 

mikroorganisme tertentu. Namun sebagian besar bakteri penghasil EPS tidak 

memiliki gen yang mengkode enzim untuk mendegradasi polisakarida tersebut 

sehingga mereka tidak mampu memanfaatkan EPS yang dihasilkannya sebagai 

sumber energi (Sørensen et al., 2022) 

2.8 MALDI-TOF 

2.8.1 Prinsip Kerja MALDI-TOF 

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-

Flight Mass Spectrometry) merupakan metode identifikasi mikroorganisme yang 

bekerja berdasarkan analisis rasio massa terhadap muatan (mass-to-charge ratio, 

m/z) dari molekul-molekul ion. Prinsip dasarnya melibatkan pencampuran sampel 

mikroba dengan zat matriks organik yang berfungsi melindungi molekul dari 

kerusakan selama proses ionisasi. Sampel kemudian disinari dengan pulsa laser 

singkat yang menyebabkan molekul terionisasi dan terlepas dari permukaan. Ion-

ion tersebut dipercepat dalam medan listrik dan bergerak melalui tabung hampa 

udara. Waktu yang dibutuhkan setiap ion untuk mencapai detektor, disebut time of 

flight (TOF), bergantung pada massa dan muatan ion. Hasil pengukuran ini 

menghasilkan spektrum protein khas (fingerprint) yang merepresentasikan profil 

protein, terutama protein ribosomal, dari setiap mikroorganisme. Spektrum tersebut 
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kemudian dibandingkan dengan data referensi dalam basis data untuk menentukan 

identitas spesies mikroba secara cepat dan akurat (Calderaro & Chezzi, 2024). 

Prinsip kerja MALDI-TOF MS juga dijelaskan oleh Damayanti et al., 

(2022) yang menyatakan bahwa metode ini didasarkan pada konsep protein 

fingerprint, yaitu proses identifikasi bakteri melalui profil protein spesifik yang 

dimilikinya. Metode ini terbukti memiliki tingkat akurasi yang tinggi dalam 

mengenali berbagai jenis mikroorganisme. Hal tersebut juga diperkuat oleh hasil 

penelitian Singhal et al., (2015) yang menyatakan bahwa teknik MALDI-TOF MS 

mampu mengidentifikasi 95,1% dari total 327 isolat yang diuji, sehingga 

menunjukkan keandalan dan ketepatan metode ini dalam identifikasi bakteri. 

Menurut Croxatto et al., (2011) menyatakan bahwa protein-protein yang terdeteksi 

sebagai biomarker dalam spektrum MALDI-TOF umumnya memiliki massa 

molekuler di bawah 15 kDa, sebagian besar adalah protein ribosom, protein 

pengikat asam nukleat, dan protein cold-shock, yang sangat konservatif dan 

melimpah dalam sel, menjadikannya ideal untuk identifikasi rutin bakteri karena 

minimnya pengaruh kondisi lingkungan  

Proses identifikasi mikroba menggunakan MALDI-TOF MS terdiri atas 

beberapa tahapan. Tahap awal melibatkan pengkulturan mikroba hingga diperoleh 

koloni tunggal, kemudian dilanjutkan dengan preparasi sampel, yaitu menempatkan 

sel mikroba atau ekstraknya pada pelat target MALDI dan menambahkan matriks. 

Setelah itu, dilakukan analisis menggunakan instrumen MALDI-TOF MS untuk 

menghasilkan spektrum massa molekul seluler. Spektrum yang diperoleh kemudian 

dibandingkan dengan basis data referensi, dan hasil identifikasi ditentukan 

berdasarkan tingkat kesesuaian spektral antara sampel dengan galur standar dalam 
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basis data tersebut Li et al., (2022). Perlu diperhatikan bahwa konsistensi spektrum 

yang dihasilkan oleh MALDI-TOF sangat bergantung pada berbagai faktor, 

termasuk usia mikroorganisme, perbandingan antara sampel dan matriks, 

konsentrasi sel, jenis media kultur, serta kondisi pertumbuhan. Oleh karena itu, 

penetapan dan penerapan parameter yang terstandar menjadi hal krusial untuk 

memperoleh hasil analisis yang optimal (Croxatto et al., 2011). 

 

Gambar 2. 5 Alur Kerja Identifikasi Mikroba dengan MALDI-TOF 

 (Sumber: Calderaro & Chezzi, 2024) 
 

2.8.2 Kelebihan dan Kekurangan MALDI-TOF MS 

MALDI-TOF memiliki beberapa keunggulan jika dibandingkan dengan 

metode lain. Adapun keunggulan yang dimiliki oleh MALDI-TOF yaitu memiliki 

sistem kerja yang cepat, efisien, berbiaya rendah, dan mampu memproses banyak 

sampel sekaligus (high throughput). Waktu analisis yang dibutuhkan dari alat ini 

sangat singkat, karena identifikasi bakteri dapat diselesaikan dalam waktu kurang 

dari satu jam, sedangkan metode konvensional biasanya memerlukan 24 hingga 48 

jam Hou et al., (2019). Menurut Šebela, (2022) menyatakan bahwa MALDI-TOF 

MS juga unggul karena proses analisisnya yang sederhana dengan kebutuhan 

persiapan sampel yang minimal serta toleransi tinggi terhadap garam dan pengotor. 

Selain itu, metode ini memiliki tingkat sensitivitas, akurasi, dan reproduktibilitas 
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yang tinggi, serta mendukung otomatisasi dan efektivitas biaya. MALDI-TOF MS 

juga mampu mengidentifikasi dan menganalisis berbagai senyawa secara 

komprehensif, baik molekul hidrofilik maupun hidrofobik dari berat molekul 

rendah hingga polipeptida, dengan ketepatan dan spesifisitas yang lebih unggul 

dibandingkan teknik konvensional seperti kromatografi cair. 

MALDI-TOF MS juga memiliki beberapa keterbatasan. Salah satunya 

adalah terbatasnya basis data spektral yang tersedia serta kebutuhan akan kultur 

bakteri murni untuk memperoleh hasil identifikasi patogen yang akurat, mengingat 

tingkat positif kultur klinis masih rendah. Selain itu, metode ini masih kurang 

efektif dalam membedakan subspesies maupun galur yang resisten terhadap 

antibiotik. Reproduksibilitas yang tidak selalu konsisten juga menjadi kendala 

dalam analisis kuantitatif, karena proses kristalisasi sampel yang acak dapat 

memengaruhi hasil. Pada analisis asam nukleat, MALDI-TOF MS masih 

bergantung pada situs yang telah ditentukan sebelumnya, sehingga belum mampu 

mendeteksi pola mutasi acak secara menyeluruh. Selain itu pemilihan matriks yang 

kurang tepat akibat juga menjadi masalah dalam metode ini (Li et al, 2022). Selain 

itu Croxatto et al., (2012) juga menyatakan keterbatasan dari MALDI-TOF yaitu 

mikroorganisme yang memiliki dinding sel kuat atau sulit dilisiskan, serta yang 

menghasilkan sinyal protein lemah seperti S. pneumoniae berkapsul dan 

Actinomyces seringkali menimbulkan kesulitan dalam proses identifikasi 

menggunakan MALDI-TOF MS  

Jumlah sampel yang tidak mencukupi juga dapat mengurangi keberhasilan 

identifikasi mikroba. Dalam analisis menggunakan MALDI-TOF MS, jumlah sel 

bakteri yang terlalu sedikit tidak mampu menghasilkan spektrum yang akurat dan 
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representatif. Diperlukan sekitar 10⁶ sel bakteri per sumur untuk memperoleh skor 

identifikasi di atas 2, yang menunjukkan ketepatan hingga tingkat spesies. 

Sebaliknya, ketika jumlah bakteri hanya sekitar 10²–10⁴ per sumur, skor identifikasi 

umumnya berada di bawah 1,7, menandakan kegagalan dalam menentukan spesies 

secara pasti. Kondisi ini sering dijumpai pada kultur yang belum mencapai fase 

pertumbuhan optimal, misalnya setelah inkubasi singkat selama 2–4 jam, sehingga 

jumlah sel yang terbentuk belum cukup untuk menghasilkan spektrum yang kuat 

dan stabil (Croxatto et al., 2012). 

Identifikasi spesies sering melibatkan perbandingan antara MALDI-TOF 

MS dan PCR, yang dianggap sebagai standar emas metode molekuler. PCR 

memiliki keunggulan dari sisi akurasi serta kemampuan mendeteksi variasi genetik 

secara spesifik, namun metode ini memerlukan waktu yang lebih lama dan biaya 

lebih tinggi. Sebaliknya, MALDI-TOF MS menawarkan proses analisis yang lebih 

cepat, sederhana, dan hemat biaya karena mampu mengenali banyak sampel 

sekaligus tanpa tahapan amplifikasi genetik. Meskipun demikian, PCR tetap 

dijadikan acuan utama untuk verifikasi hasil, terutama ketika diperlukan ketelitian 

tinggi dalam membedakan spesies atau mendeteksi galur tertentu (Caroline et al., 

2022) 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah rancangan 

penelitian deskriptif. Data yang diperoleh disajikan secara deskriptif kualitatif yang 

meliputi karakteristik makroskopis dan mikroskopis dari masing-masing isolat 

bakteri asam laktat (BAL) penghasil eksopolisakarida yang diperoleh dari starter 

sourdough dengan penambahan air fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris 

Mill). Selain itu, dilakukan uji biokimia dan penimbangan EPS kasar serta 

identifikasi hingga tingkat spesies terhadap isolat yang menghasilkan kadar 

eksopolisakarida kasar tertinggi menggunakan MALDI-TOF MS untuk mengetahui 

spesiesnya. 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

Pelaksanaan penelitian dan pengujian dilakukan pada bulan Desember 2025- 

Maret 2026. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia Program Studi 

Kimia dan Laboratorium Mikrobiologi Program Studi Biologi Fakultas Sains dan 

Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.  

3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Pisau, Talenan kayu, 

Sterofoam, Toples, Laminar Air Flow, Autoklaf, Inkubator, Vortex, Hot Plate, 

Sentifugasi, Timbangan Digital, Timbangan Analitik, Kulkas, Mikropipet, 

Mikroskop Cahaya, Oven, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-

Flight (MALDI-TOF), Cawan Petri, Erlenmeyer, Spatula, Jarum Ose, Batang 
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Penyebar, Batang Pengaduk, Rak tabung reaksi, Tabung reaksi, Gelas Ukur, Tabung 

sentrifugase 15 ml, Blue tip, Tabung durham, Beaker Glass, Termometer, pH Meter,  

Bunsen, Object glass, dan Cover glass. 

3.3.2 Bahan 

Bahan-bahan  yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Apel Manalagi 

(Malus sylvestris Mill.) yang diperoleh dari toko Buah di daerah Pujon, Air Mineral, 

Tepung gandum utuh, Garam, Gula, Media de Man Rogosa and Sharpe Agar 

(MRSA), Media de Man Rogosa and Sharpe Broth (MRSB), Media Sulfide-Indole-

Motility (SIM), NaCl 0,9%, Ethanol 96%, H₂O₂ 3%, Sukrosa 2%, Sukrosa 5%, 

CaCO₃ 1%, Alkohol 70%, Blue Tip, Kertas saring, Serbuk kalibrasi pH Meter, 

Aquades, Kertas label, Plastik wrap, Kapas, Kasa, plastik petromax, Aluminium 

foil, karet gelang, Crystal Violet, Safranin, Iodin, Malachite green 5%, Lateks, dan 

Masker. 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Koleksi Sampel 

Buah apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) diperoleh dari toko buah di 

daerah Pujon, Malang. Apel ini merupakan salah satu varietas yang banyak 

dijumpai di wilayah tersebut. Varietas ini dipilih karena memiliki popularitas dan 

permintaan yang tinggi di kalangan konsumen (Manshur et al., 2023). Selain itu 

menurut Xuanyu-Xing, (2024) menyatakan bahwa buah apel dipilih sebagai 

substrat fermentasi karena pada percobaan pendahuluan, apel menunjukkan 

pembentukan gelembung yang merata serta konsistensi hasil yang baik. Hal ini 

mengindikasikan bahwa apel berperan sebagai substrat fermentasi yang efisien dan 

stabil dalam menghasilkan sourdough alami. 
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3.4.2 Fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) 

Fermentasi apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) dilakukan dengan mengacu 

pada prosedur Manshur et al., (2023). Apel dicuci menggunakan air mengalir, 

kemudian dipotong berbentuk dadu dengan ukuran ±2 × 2 cm. Sebanyak 100 g 

potongan apel ditimbang dan dimasukkan ke dalam 250 mL air mineral yang telah 

ditambahkan 10 g gula. Campuran tersebut difermentasi secara alami pada suhu 

ruang menggunakan wadah toples, kemudian ditempatkan di dalam sterofoam 

selama 5 hari. Selama proses fermentasi, pengukuran pH dilakukan pada hari ke-1, 

3 dan 5 fermentasi menggunakan pH meter terkalibrasi untuk memantau perubahan 

keasaman medium fermentasi (Yusfiani et al., 2025). 

3.4.3 Pembuatan Starter sourdough Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

Proses pembuatan starter sourdough dilakukan dengan mengacu pada 

prosedur Akiki et al, (2025) menggunakan metode backslopping, yaitu Teknik 

fermentasi dimana sebagian starter lama digunakan sebagai inokulum untuk bacth 

baru. Starter sourdough dibuat dengan mencampurkan 50 g tepung gandum utuh 

dan 50 ml air fermentasi apel, kemudian difermentasi secara spontan selama 24 jam 

pada suhu ruang di dalam sterofoam. Setelah fermentasi awal, dilakukan proses 

backslopping selama 10 hari dengan cara mengambil 50 g adonan hasil fermentasi 

sebelumnya lalu menambahkannya kedalam campuran baru yang terdiri atas 50 g 

tepung gandum utuh, 50 ml air kemudian diinkubasi kembali selama 24 jam pada 

suhu ruang didalam sterofoam. Tahapan ini diulangi setiap 24 jam untuk menjaga 

aktivitas dan kestabilan mikroorganisme pada sourdough. 

Selama fermentasi, pengukuran pH dilakukan pada hari ke-1, 5 dan 10 

menggunakan pH meter terkalibrasi untuk memantau perubahan keasaman medium 
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fermentasi (Fekensa, 2021). Penambahan air fermentasi apel manalagi dilakukan 

hanya pada tahap awal pembuatan starter dengan tujuan sebagai sumber inokulum 

BAL sekaligus sumber nutrisi tambahan untuk BAL. Pada tahap backslopping 

selanjutnya digunakan air biasa karena BAL yang telah berhasil tumbuh dan 

mendominasi pada tahap awal akan terus terbawa dan diseleksi secara alami dalam 

setiap siklus pembaruan starter, sehingga tidak diperlukan penambahan air 

fermentasi buah secara berulang (De Vuyst et al., 2021). 

3.4.4 Tahap Pembuatan Media 

3.4.4.1 Media MRSA  

Media de Man Rogosa and Sharpe Agar (MRSA) dibuat sebanyak 500 mL 

dengan cara menambahkan 500 mL akuades ke dalam erlenmeyer, kemudian 

ditambahkan bubuk MRSA sebanyak 34,1 g. Komposisi dalam media MRSA 

berupa: Pepton 10 g, NB 8 g, Ekstrak Yeast 4 g, C₆H₁₂O₆·H₂O 20 g, Tween 80 1 ml, 

K₂HPO₄ 2 g, COONa 5 g, C₆H₈O₇·2NH₃ 2 g, MnSO₄·7H₂O 0,04 g, MgSO₄ 0,05 g, 

agar 14 g (Roza dkk., 2015). Media MRSA yang digunakan untuk isolasi BAL 

diperkaya dengan CaCO₃ 1% sebagai media selektif guna mempermudah 

identifikasi koloni penghasil asam (Murwani et al., 2024). Sementara itu, untuk 

pengujian produksi eksopolisakarida digunakan MRSA yang mengandung sukrosa 

2% sebagai sumber karbon tambahan yang dapat merangsang pembentukan 

eksopolisakarida (Franco et al., 2020). Campuran media dipanaskan sambil diaduk 

menggunakan magnetic stirrer hingga larut sempurna, kemudian ditutup dengan 

kapas, dibungkus plastik tahan panas, dan disterilisasi menggunakan autoklaf pada 

suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan 1 atm. Setelah sterilisasi, media 

dituangkan masing-masing sebanyak 20 mL ke dalam cawan petri steril, dibiarkan 
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hingga memadat, kemudian dibungkus menggunakan plastik wrap dan disimpan di 

lemari pendingin pada suhu 4°C hingga digunakan (Salsabila & Trimulyono, 2022). 

3.4.4.2 Media MRSB 

Media de Man Rogosa and Sharpe Broth (MRSB) dibuat sebanyak 250 ml 

dengan cara menambahkan 250 aquades, kemudian ditambahkan bubuk MRSB 

sebanyak 13,75 gram. Komposisi dalam media MRSB berupa: Pepton 10 g, NB 8 

g, Ekstrak Yeast 4 g, C₆H₁₂O₆·H₂O 20 g, Tween 80 1 ml, K₂HPO₄ 2 g, COONa 5 g, 

C₆H₈O₇·2NH₃ 2 g, MnSO₄·7H₂O 0,04 g, MgSO₄ 0,05 g (Roza dkk., 2015). 

Campuran media dipanaskan sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer hingga 

larut sempurna, kemudian ditutup dengan aluminium foil, dibungkus plastik tahan 

panas, dan disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit 

dengan tekanan 1 atm. Setelah sterilisasi, media dituangkan masing-masing 

sebanyak 5 mL ke dalam cawan petri steril, dibiarkan hingga memadat, kemudian 

dibungkus menggunakan plastik wrap dan disimpan di lemari pendingin pada suhu 

4°C hingga digunakan (Salsabila & Trimulyono, 2022). 

3.4.4.3 Media SIM 

Media Sulfide-Indole-Motility (SIM) dibuat sebanyak 100 mL dengan cara 

menambahkan 100 mL akuades ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan 

bubuk Sulfide-Indole-Motility (SIM) sebanyak 3 g. Menurut Shields & Cathcart, 

(2016) menyatakan kandungan media SIM berupa peptone sebanyak 30 g, beef 

extract 3 g, ferrous ammonium sulfate (NH₄)₂Fe(SO₄)₂·6H₂O) 0,2 g, sodium 

thiosulfate (Na₂S₂O₃·5H₂O) 5 g, dan agar 3 g. Tahap selanjutnya campuran media 

dipanaskan sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer hingga larut sempurna, 

kemudian ditutup dengan aluminium foil, dibungkus plastik tahan panas, dan 
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disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan 

tekanan 1 atm. Setelah sterilisasi, media dituangkan masing-masing sebanyak 5 mL 

ke dalam cawan petri steril, dibiarkan hingga memadat, kemudian dibungkus 

menggunakan plastik wrap dan disimpan di lemari pendingin pada suhu 4°C hingga 

digunakan (Salsabila & Trimulyono, 2022). 

3.4.5 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini disterilisasi terlebih 

dahulu untuk mencegah terjadinya kontaminasi. Peralatan gelas seperti tabung 

reaksi, cawan petri, pipet, dan erlenmeyer disterilisasi menggunakan autoklaf pada 

suhu 121 °C dengan tekanan 15 psi selama 15–20 menit. Bahan-bahan cair seperti 

media pertumbuhan disterilisasi dengan cara yang sama. Alat logam seperti jarum 

ose, dan spatula disterilisasi dengan pemanasan langsung di atas api bunsen hingga 

berpijar sebelum digunakan. Prosedur sterilisasi ini bertujuan untuk memastikan 

kondisi aseptik selama proses isolasi, identifikasi, dan pengujian bakteri asam laktat 

penghasil eksopolisakarida. 

3.4.6 Tahap Isolasi dan Purifikasi BAL Penghasil EPS 

Proses isolasi bakteri asam laktat (BAL) mengacu pada penelitian yang 

dilakukan oleh Murwani et al., (2024). Proses isolasi dilakukan dengan mengambil 

1 g sampel starter sourdough, kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang 

berisi 9 mL larutan NaCl fisiologis 0,9% dan dihomogenkan menggunakan vortex, 

sehingga diperoleh pengenceran 10⁻¹. Selanjutnya dilakukan pengenceran 

bertingkat hingga 10⁻⁷ dengan cara memindahkan 1 mL suspensi dari pengenceran 

sebelumnya ke dalam tabung reaksi berisi 9 mL NaCl fisiologis 0,9%, kemudian 

dihomogenkan kembali. Suspensi hasil pengenceran 10⁻⁵, 10⁻⁶ dan 10⁻⁷ 
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diinokulasikan masing-masing sebanyak 100 µL pada media MRS Agar yang telah 

ditambahkan CaCO₃ 1% menggunakan metode spread plate. Cawan petri kemudian 

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam hingga tampak pertumbuhan koloni. 

Koloni tunggal bakteri asam laktat (BAL) yang tumbuh dengan karakteristik 

berbeda serta terdapat zona bening di sekitar koloni kemudian dimurnikan. Proses 

pemurnian dilakukan dengan mengambil 1 koloni dengan jarum ose secara aseptis 

kemudian diinokulasikan ke media MRS Agar yang ditambah CaCO₃ 1% 

menggunakan metode streak plate. 

3.4.7 Identifikasi Karakteristik Bakteri Asam Laktat penghasil EPS 

3.4.7.1 Pengamatan Makroskopis 

Koloni Bakteri Asam Laktat (BAL) yang telah dimurnikan diamati secara 

makroskopis dengan memperhatikan beberapa parameter, yaitu bentuk, tepian, 

elevasi, dan warna koloni. Data hasil pengamatan dicatat sebagai dasar dalam 

mendukung proses karakterisasi isolat BAL lebih lanjut. Isolat BAL yang 

teridentifikasi kemudian dilanjutkan untuk pengamatan mikroskopis dan uji 

biokimia 

3.4.7.2 Pengamatan Mikroskopis 

Pengamatan mikroskopis yang dilakukan mengacu pada Giyatno & 

Retnaningrum, (2020). Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop 

untuk mengamati bentuk, susunan, dan warna dari sel bakteri setelah pewarnaan 

Gram. Selain itu juga dilakukan pengamatan pewarnaan endospora. Pewarnaan 

Gram dilakukan pada semua isolat BAL dengan langkah sebagai berikut: Kultur 

bakteri yang berumur 24 jam diambil secara aseptik menggunakan jarum ose, 

kemudian diletakkan pada kaca preparat yang telah diberi dua tetes akuades. 
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Suspensi dihomogenkan hingga merata, lalu difiksasi dengan cara melewatkan kaca 

preparat di atas nyala api bunsen. Selanjutnya dilakukan proses pewarnaan dengan 

meneteskan larutan kristal violet selama 1 menit, kemudian dibilas dengan akuades. 

Preparat ditetesi larutan iodin selama 1 menit, dibilas kembali, lalu ditetesi etanol 

96% selama 10 detik dan dibilas dengan akuades. Pewarnaan terakhir dilakukan 

dengan meneteskan larutan safranin selama 1 menit, kemudian dibilas dengan 

akuades dan dikeringkan. Preparat yang telah kering diamati di bawah mikroskop 

dengan perbesaran 1000x. Bakteri asam laktat merupakan bakteri Gram positif 

sehingga hasil pengecatan gram menghasilkan warna ungu.  

Pewarnaan endospora pada isolat BAL bertujuan untuk mendeteksi ada 

tidaknya endospora di dalam sel bakteri. Prosedur diawali dengan mengambil satu 

ose isolat BAL, kemudian diratakan pada kaca objek yang telah diberi dua tetes 

akuades, lalu difiksasi menggunakan panas di atas nyala api bunsen hingga kering. 

Setelah itu, preparat ditutup menggunakan kertas saring dan ditetesi larutan 

malachite green hingga seluruh permukaan tertutup, lalu didiamkan selama 5 menit. 

Selanjutnya preparat dibilas dengan air, dan kertas saring dilepaskan. Tahap 

berikutnya adalah meneteskan larutan safranin pada preparat dan membiarkannya 

selama 1 menit, kemudian dibilas kembali dengan air dan dikeringanginkan. 

Preparat yang telah selesai diwarnai kemudian diamati menggunakan mikroskop 

cahaya dengan perbesaran 1000× (Falakh & Asri, 2022). 

3.4.8 Tahap Uji Biokimia 

3.4.8.1 Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan dengan metode slide. Koloni bakteri berumur 24 jam 

yang terisolasi diambil menggunakan jarum ose steril secara aseptis, lalu 
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ditempatkan pada kaca objek bersih. Satu tetes larutan H₂O₂ 3% diteteskan langsung 

pada sampel di kaca objek tanpa diaduk, kemudian kaca objek segera ditutup 

dengan cawan petri untuk mengurangi terbentuknya aerosol. Reaksi positif ditandai 

dengan munculnya gelembung segera setelah penambahan H₂O₂ 3%, sedangkan 

tidak adanya gelembung menunjukkan hasil negatif. Protokol ini dilakukan sesuai 

dengan panduan dari American Society for Microbiology (Reiner, 2016). 

3.4.8.2 Uji Motilitas 

Uji motilitas dilakukan dengan mengacu pada metode yang dilakukan oleh 

Salsabilla & Trimulyono, (2022). Isolat bakteri asam laktat (BAL) yang telah 

dimurnikan diinokulasikan secara tegak lurus ke dalam media Sulfite Indole 

Motility (SIM) semi padat di dalam tabung reaksi menggunakan jarum ose steril 

dengan kedalaman sekitar ¼ dari tinggi media. Selanjutnya media diinkubasi pada 

suhu 37°C selama 48 jam. Hasil positif ditunjukkan oleh pertumbuhan bakteri yang 

menyebar dari jalur tusukan, yang menandakan bahwa bakteri bersifat motil, 

sedangkan pertumbuhan yang terbatas pada jalur inokulasi menunjukkan bahwa 

bakteri tersebut tidak memiliki kemampuan bergerak (non motil). 

3.4.8.3 Uji Tipe Fermentasi  

Uji tipe fermentasi mengacu pada prosedur Nuryanti et al., (2021). Uji ini 

dilakukan dengan menyiapkan media MRS Broth pada tabung reaksi sebanyak 10 

ml. Langkah selanjutnya dimasukkan tabung Durham ke setiap tabung reaksi yang 

berisi media kemudian di inokulasikan bakteri dengan cara mengambil satu koloni 

bakteri dan dimasukkan kedalam tabung reaksi yang telah dipersiapkan 

sebelumnya. Setelah itu, sampel diinkubasi pada suhu 37 °C selama 48 jam. Setelah 

inkubasi, produksi gas CO₂ diamati secara visual berdasarkan terbentuknya 
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gelembung pada tabung Durham. Isolat yang menunjukkan pembentukan gas 

dinyatakan memiliki aktivitas fermentasi heterofermentatif, sedangkan isolat tanpa 

pembentukan gas dicatat sebagai bakteri homofermentatif. 

3.4.9 Screening Isolat BAL penghasil EPS 

Isolat bakteri asam laktat (BAL) yang telah dimurnikan kemudian dilakukan 

screening untuk menentukan apakah isolat dapat menghasilkan EPS. Prosedur ini 

mengacu pada penelitian Tapsoba et al., (2017). Langkah pertama isolat 

diinokulasikan pada media MRSA yang diperkaya sukrosa 2% menggunakan 

metode streak plate. Media kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 48 jam. 

Setelah inkubasi, koloni diamati secara makroskopis. Koloni yang menunjukkan 

lendir (mucoid) dan ropy diamati sebagai tanda bahwa koloni tersebut mampu 

menghasilkan EPS. Koloni lendir umumnya tampak mengkilap dan berlendir tetapi 

tidak membentuk filamen, sementara koloni ropy dapat membentuk filamen 

panjang saat disentuh dengan jarum ose.  

3.4.10 Uji Produksi EPS Kasar 

Uji produksi EPS kasar dilakukan dengan metode Gravimetri. Isolat bakteri 

asam laktat (BAL) ditumbuhkan dalam medium MRS Broth yang diperkaya 

sukrosa 5% masing-masing sebanyak 5 ml kedalam tabung sentrifugasi sehingga 

total volume kultur menjadi 10 ml kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 

35°C. Seterlah inkubasi, kultur kemudian disentrifugasi pada suhu 4 °C dengan 

kecepatan 4000 rpm selama 45 menit untuk memisahkan sel bakteri dari 

supernatan. Setelah proses ini, supernatan didinginkan hingga suhu ruang, 

kemudian supernatan yang diperoleh diambil sebanyak 5 mL dan ditambahkan 

etanol dingin 96% sebanyak 10 mL (2 kali volume sampel) dan disimpan pada suhu 
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4 °C selama 24 jam untuk memfasilitasi presipitasi eksopolisakarida (EPS). 

Endapan yang terbentuk dipisahkan kembali dengan sentrifugasi pada kecepatan 

4500 rpm selama 45 menit. Pellet eksopolisakarida (EPS) yang diperoleh kemudian 

dikeringkan dengan menggunakan Oven suhu 100°C selama 15 menit (Lawalata et 

al., 2023; Garcia-Muchart et al, 2024). Penimbangan dilakukan dengan mengacu 

pada rumus Nasution dkk., (2022) dengan cara ditimbang berat tabung berisi EPS 

kering lalu dikurangi berat tabung kosong yang semula, hingga didapatkan berat 

konstannya lalu ditentukan rendemannya dengan rumus: 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝐸𝑃𝑆 (
𝑚𝑔

𝐿
) =

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑃𝑆 𝐾𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 (𝑚𝑔)

Volume Media (L)
 

3.4.11 Uji MALDI-TOF 

Pengamatan molekuler dilakukan dengan menggunakan metode Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) dengan 

mengacu pada Hodille et al., (2023). Identifikasi spesies Bakteri Asam Laktat 

dilakukan dengan menggunakan spektrometri massa VITEK®MS (bioMérieux, 

Prancis). Prosedur dimulai dengan mengambil satu koloni murni yang kemudian 

ditempatkan langsung pada pelat target VITEK®MS. Setelah dikeringkan, 

ditambahkan 0,5 µL asam format, diikuti 1 µL matriks CHCA setelah sampel 

mengering. Instrumen dikalibrasi menggunakan strain refrensi Escherichia coli 

ATCC 8739 sebelum analisis. Slide kemudian dimasukkan kedalam alat untuk 

menghasilkan spektrum massa yang dibandingkan dengan basis data VITEK®-MS 

IVD dan hasil identifikasi dinyatakan valid apabila tingkat kepercayaan ≥ 99,9%. 

3.5 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari hasil identifikasi disajikan secara deskriptif 

kualitatif meliputi karakteristik makroskopis dan mikroskopis dari masing-masing 
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isolat bakteri asam laktat (BAL) yang telah diisolasi dari starter sourdough dengan 

penambahan air fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) dan gambar 

diagram nilai eksopolisakarida kasar yang dihasilkan. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

4.1 Isolat Bakteri Asam Laktat Asal Starter Sourdough dengan Penambahan 

Air Fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.)  

4.1.1 Identifikasi Makroskopis Bakteri Asam Laktat Asal Starter Sourdough 

dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

Isolat bakteri asam laktat yang diperoleh dari sampel starter sourdough 

dengan penambahan air fermentasi apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) terdapat 

karakteristik koloni yang serupa. Hasil penelitian menunjukkan bahwa enam koloni 

bakteri asam laktat dengan karakteristik serupa yang ditandai dengan terbentuknya 

zona bening disekitar koloni (Gambar 4.1). Hal ini mengindikasikan bahwa isolat 

yang diperoleh merupakan Bakteri Asam Laktat (BAL). Pengamatan makroskopis 

dilakukan dengan mengacu pada Bergey’s Manual of Determination Bacteriology 

9th (Holt et al., 1994) . Parameter yang diamati meliputi bentuk, tepian, elevasi, 

dan warna koloni BAL yang tumbuh pada media MRS Agar. Hasil pengamatan 

makroskopis menunjukkan bahwa semua isolat memiliki bentuk koloni bulat 

(circular) dengan tepian rata (entire), elevasi cembung (convex) serta warna putih 

susu (Tabel 4.1 dan Gambar 4.1). 
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Gambar 4.1 Hasil Hasil Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) pada media 

MRSA+CaCO₃. Keterangan:  A). Pengenceran 10-5 B). 

Pengenceran 10-6 C). Pengenceran 10-7. a). Zona bening 

 

Tabel 4. 1 Morfologi Koloni Isolat Bakteri Asam Laktat Asal Starter Sourdough 

dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) 

Kode 

Isolat 

Bentuk Tepian Elevasi Warna 

SA 1 Bulat Rata Cembung Putih susu 

SA 2 Bulat Rata Cembung Putih susu 

SA 3 Bulat Rata Cembung Putih susu 

SA 4 Bulat Rata Cembung Putih susu 

SA 5 Bulat Rata Cembung Putih susu 

SA 6 Bulat Rata Cembung Putih Susu 

 

Zona bening yang terbentuk di sekitar koloni sejalan dengan Lawalata et al., 

(2023) yang menyatakan bahwa keberadaan CaCO₃ dalam media dapat digunakan 

sebagai indikator adanya bakteri penghasil asam, termasuk Bakteri Asam Laktat 

(BAL). Media yang mengandung CaCO₃ awalnya tampak keruh, namun akan 

terlarut oleh asam yang dihasilkan oleh BAL sehingga terbentuk zona bening. 

Menurut Sumual dkk., (2019) menyatakan bahwa koloni bakteri asam laktat akan 

tumbuh membentuk zona jernih di sekitarnya. Zona jernih terbentuk akibat 

produksi asam laktat oleh bakteri yang bereaksi dengan CaCO3 dalam media. 

Reaksi tersebut menyebabkan CaCO3 yang semula tidak larut menjadi larut, 

sehingga menghasilkan area jernih di sekitar koloni. 
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Hasil identifikasi makroskopis yang diperoleh dalam penelitian ini sejalan 

dengan penelitian Afianti et al., (2025) yang melaporkan karakteristik isolat bakteri 

asam laktat (BAL) dari starter sourdough berbentuk bulat dan berwarna putih susu. 

Selain itu Kocaslan et al., (2021) juga melaporkan bahwa isolat bakteri asam laktat 

(BAL) yang diisolasi dari starter sourdough memiliki karakteristik koloni yang 

berbentuk bulat, tepian rata dan elevasi cembung yang sesuai dengan hasil yang 

ditemukan dalam penelitian ini. Kesamaan karakteristik makroskopis tersebut 

mengindikasikan bahwa isolat yang diperoleh merupakan BAL yang umum 

ditemukan dalam ekosistem sourdough. 

4.1.2 Pengamatan Mikroskopis Isolat Bakteri Asam Laktat Asal Starter 

Sourdough dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Malus 

sylvestris Mill) 

Pengamatan mikroskopis dilakukan untuk mengetahui karakteristik sel 

isolat BAL yang diperoleh dari starter sourdough dengan penambahan air 

fermentasi apel manalagi (Malus sylvestris Mill.) melalui dua metode pewarnaan, 

yaitu pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora. Pewarnaan Gram dilakukan 

untuk menentukan tipe dinding sel bakteri, sedangkan pewarnaan endospora 

dilakukan untuk memastikan bahwa isolat yang diperoleh bukan merupakan bakteri 

pembentuk spora yang dapat mengindikasikan kontaminasi atau kehadiran bakteri 

non-BAL dalam starter sourdough. Hasil pengamatan pewarnaan Gram dan 

pewarnaan endospora seluruh isolat disajikan pada (Tabel 4.2).  
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Tabel 4. 2 Hasil Identifikasi Mikroskopis Bakteri Asam Laktat yang Diisolasi dari 

Starter Sourdough dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Mallus 

sylvestris Mill.) 

Karakteristik Mikroskopis 

Kode Isolat Bentuk Pewarnaan Gram Pewarnaan Endospora 

SA 1 Batang pendek (+) (-) 

SA 2 Batang pendek (+) (-) 

SA 3 Batang pendek (+) (-) 

SA 4 Batang pendek  (+) (-) 

SA 5 Batang pendek (+) (-) 

SA 6 Batang pendek (+) (-) 

Keterangan:   + = Gram positif 

                       -  = Tidak terdapat Endospora 

 

 

Hasil identifikasi mikroskopis menunjukkan bahwa isolat SA-1, SA-2, SA-

3, SA-4, SA-5, dan SA-6 termasuk bakteri gram positif karena terlihat berwarna 

ungu dan memiliki bentuk sel batang pendek (Gambar 4.2). Hasil ini sesuai dengan 

penelitian Urshev et al., (2024) yang melaporkan bahwa bakteri asam laktat (BAL) 

yang diisolasi dari starter sourdough didominasi oleh sel berbentuk batang pendek 

serta tergolong Gram positif dan tidak membentuk spora. Selain itu hal ini juga di 

dukung oleh Widodo (2019) yang mengatakan bahwa bakteri asam laktat termasuk 

bakteri gram positif dan berbentuk batang atau bulat.  

 

Gambar 4. 2 Pewarnaan Gram Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) (Perbesaran 

1000x). Keterangan: A). Isolat SA-1 B). Isolat SA-2 C). Isolat SA-3 

D). Isolat SA-4 E). Isolat SA-5 F). Isolat SA-6  

A 

 

B

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 
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Warna ungu yang tampak pada seluruh isolat menunjukkan bahwa dinding 

sel bakteri mampu mengikat pewarna kristal violet pada pewarnaan gram. Menurut 

Husain et al., (2022) menyatakan bahwa bakteri Gram positif berwarna ungu karena 

mampu mempertahankan kompleks kristal violet-iodin meskipun dicuci dengan 

alkohol, akibat struktur dinding sel yang tebal dan permeabilitasnya menurun. 

Sebaliknya bakteri Gram negatif berwarna merah karena kandungan lipid yang 

tinggi pada dinding selnya rusak oleh alkohol sehingga kompleks kristal violet 

terlepas dan sel menyerap pewarna safranin. 

Hasil pewarnaan endospora pada isolat SA-1, SA-2, SA-3, SA-4, SA-5, dan 

SA-6 menunjukkan bahwa semua isolat tidak membentuk endospora yang ditandai 

dengan tidak ditemukannya endospora yang terwarnai hijau oleh Malachite green 

pada pengamatan mikroskopis (Gambar 4.3 ). Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

isolat yang diperoleh termasuk dalam kelompok bakteria asam laktat (BAL). Hal 

ini sesuai dengan penelitian Amaliah et al., (2018) yang menyatakan bahwa pada 

pewarnaan endospora, bakteri yang membentuk endospora akan terwarnai hijau 

oleh malachite green, sedangkan bakteri non-endospora tidak menyerap pewarna 

tersebut dan hanya sel vegetatif yang terwarnai merah oleh safranin. Selain itu hasil 

ini juga sejalan dengan penelitian Urshev et al., (2024) yang menyatakan bahwa 

bakteri asam laktat (BAL) yang diperoleh dari starter sourdough pada hasil 

pewarnaan endospora menunjukkan hasil negatif. 
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Gambar 4. 3 Pewarnaan Endospora Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) (Perbesaran 

1000x). Keterangan: A). Isolat SA-1 B). Isolat SA-2 C). Isolat SA-3 

D). Isolat SA-4 E). Isolat SA-5 F). Isolat SA-6 a). Sel vegetatif 

 

Bakteri asam laktat tidak membentuk endospora karena secara genetik tidak 

memiliki mekanisme sporulasi. Endospora hanya dimiliki oleh kelompok bakteri 

tertentu seperti Bacillus dan Clostridium yang mempunyai jalur genetik khusus 

untuk membentuk spora. Hal ini menunjukkan bahwa kemampuan membentuk 

endospora merupakan ciri taksonomis yang terbatas pada beberapa genus bakteri 

(Harmoko dkk., 2025). 

4.1.3 Uji Biokimia Bakteri Asam Laktat Asal Starter Sourdough dengan 

Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) 

 Uji biokimia terhadap enam isolat bakteri asam laktat (BAL) yang diisolasi 

dari starter sourdough dengan penambahan air fermentasi apel Manalagi (Mallus 

sylvestris Mill.) dilakukan untuk mengetahui karakteristik fisiologis dan metabolik 

isolat yang diperoleh. Pengujian ini meliputi beberapa parameter seperti uji 

katalase, uji motilitas, dan uji tipe fermntasi. Hasil uji biokimia digunakan sebagai 
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dasar dalam identifikasi awal bakteri asam laktat (BAL). Data hasil pengujian 

biokimia dilampirkan dalam Tabel 4.3 

Tabel 4. 3 Hasil Uji Biokimia Isolat Bakteri Asam Laktat yang Diisolasi dari Starter 

Sourdough dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Mallus sylvestris 

Mill.) 

Uji Biokimia 

No Kode Isolat Katalase  Tipe Fermentasi Motilitas 

1 SA 1 (-)  Homofermentatif (-) 

2 SA 2 (-) Heterofermentatif (-) 

3 SA 3 (-) Homofermentatif (-) 

4 SA 4 (-) Heterofermentatif (-) 

5 SA 5 (-) Homofermentatif (-) 

6 SA 6 (-) Homofermentatif (-) 

 

4.1.3.1 Uji Katalase  

Hasil uji biokimia dari isolat SA-1, SA-2, SA-3, SA-4, SA-5, dan SA-6 

menunjukkan bahwa seluruh isolat memiliki karakteristik yang mengarah ke bakteri 

asam laktat. Hal ini ditunjukkan oleh hasil uji katalase pada seluruh isolat negatif, 

yaitu tidak terbentuk gelembung ketika ditetesi larutan H2O2 3% (Lampiran 4). 

Sejalan  dengan pernyataan Julendra et al., (2017) bahwa bakteri asam laktat (BAL) 

pada uji katalase menunjukkan hasil negatif yang ditandai dengan tidak 

terbentuknya gelembung setelah penambahan H2O2 3%. Menurut Medaando dkk., 

(2024) dalam penelitiannya menunjukkan bahwa BAL yang diisolasi dari kulit buah 

nanas memiliki karakteristik katalase negatif.  

Sifat katalase negatif pada isolat diduga berkaitan dengan karakter 

metabolisme bakteri asam laktat (BAL) yaitu tumbuh pada kondisi anaerob 

fakultatif atau mikroaerofilik (Holt et al., 1994). Mikroorganisme anaerob 

umumnya tidak memiliki enzim katalase sehingga tidak menunjukan pembentukan 

gelembung (Effendi, 2020). Sedangkan mikroorganisme aerob menghasilkan H2O2 
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sebagai produk samping metabolisme yang bersifat toksik sehingga memerlukan 

enzim katalase untuk menguraikannya (Cappucino & Sherman 2014). Menurut 

Frazier dan Westhoff (1988) dalam Finanda et al., (2021) menyatakan bahwa 

bakteri asam laktat (BAL) umumnya tidak menghasilkan enzim katalase karena 

bersifat anaerob fakultatif. Sebagai gantinya, bakteri ini memiliki enzim lain seperti 

peroksidase yang berperan dalam memecah H2O2 menjadi senyawa organik dan 

H2O dan tidak menghasilkan gelembung udara. 

Penggunaan kultur bakteri yang berumur 24 jam pada uji katalase mengacu 

pada Khatoon et al., (2022), yang menyatakan bahwa enzim hanya terdapat pada 

sel hidup, sehingga penggunaan kultur yang terlalu tua yaitu melebihi 24 jam dapat 

menyebabkan hasil negatif palsu. Selain itu pada uji ini digunakan larutan H2O2 

dengan konsentrasi 3%. Menurut Reiner (2016) menyatakan bahwa penggunaan 

H2O2 3% pada uji katalase merupakan standar untuk pengujian rutin pada bakteri 

aerob dan fakultatif anaerob. Sementara itu, konsentrasi yang lebih tinggi seperti 

15% digunakan untuk bakteri anaerob obligat yang memiliki aktivitas enzim 

rendah. 

4.1.3.2 Uji Motilitas 

Hasil uji motilitas menunjukkan hasil negatif yaitu koloni bakteri tidak 

tumbuh menyebar di media sehingga mengindikasikan bahwa isolat bakteri bersifat 

non-motil (Lampiran 5). Hal ini sesuai dengan penelitian Medaando dkk, (2024) 

bahwa bakteri asam laktat (BAL) yang diisolasi dari kulit buah nanas memiliki 

karakteristik yaitu non-motil. Menurut Julendra et al., (2017) menyatakan bahwa 

bakteri asam laktat tidak memiliki flagel sebagai alat gerak.  Hal ini menyebabkan 
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pertumbuhan bakteri pada media SIM tidak menyebar sehingga menunjukkan sifat 

non-motil. 

Sifat non-motil pada isolat juga dapat menjadi salah satu indikator awal 

bahwa bakteri tersebut termasuk kelompok bakteri asam laktat (BAL), karena 

sebagian besar BAL umumnya tidak memiliki alat gerak berupa flagel sehingga 

tidak mampu melakukan pergerakan aktif (Zheng et al., 2020). Namun beberapa 

spesies tertentu dilaporkan memiliki kemampuan motilitas karena adanya flagel 

seperti Lactobacillus agilis dan Lactobacillus ruminis  (Gemmel & Hodkiss, 

1964;Neville et al., 2012). Selain itu, Kajikawa et al., (2016) juga melaporkan 

bahwa Lactobacillus agilis memiliki karakter motilitas yang tinggi akibat 

keberadaan protein flagelin pada struktur flagelanya. 

4.1.3.3 Uji Tipe Fermentasi 

Hasil uji tipe fermentasi menunjukkan bahwa isolat SA-1, SA-3, SA-5, dan 

SA-6 bersifat homofermentatif yang ditandai dengan tidak terbentuknya gelembung 

gas (CO2) pada tabung durham sedangkan isolat SA-2, dan SA-4 bersifat 

heterofermentatif yang ditandai dengan adanya gelembung gas (CO2) pada tabung 

durham (Lampiran 6). Hal ini sesuai dengan pernyataan Yasmin dkk., (2022) yang 

menyatakan bahwa isolat bakteri asam laktat yang menghasilkan gelembung gas 

pada tabung durham dikategorikan sebagai heterofermentatif, sedangkan jika 

bakteri tidak menghasilkan gelembung gas dikategorikan sebagai homofermentatif. 

Menurut Buron-Moles et al., (2019) bakteri homofermentatif memetabolisme 

glukosa melalui jalur Embden–Meyerhof–Parnas (EMP) atau glikolisis. Dalam 

jalur ini, glukosa dikonversi hampir sepenuhnya menjadi asam laktat sebagai 

produk akhir utama, tanpa menghasilkan gas atau produk samping lain sehingga 
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pada uji tipe fermentasi tidak ada gelembung (CO2) yang terbentuk. Sedangkan 

bakteri heterofermentatif menghasilkan berbagai produk akhir fermentasi tidak 

hanya asam laktat sebagai produk utama tetapi juga etanol, asam asetat dan karbon 

dioksida (CO₂) yang kemudian dalam uji tipe fermentasi terlihat adanya gelembung 

pada tabung Durham  

Hasil karakterisasi bakteri berdasarkan identifikasi makroskopis, 

mikroskopis dan biokimia menunjukkan bahwa isolat SA-1, SA-2, SA-3, SA-4, 

SA-5, dan SA-6 menunjukkan ciri bakteri asam laktat dalam genus Lactobacillus. 

Hal ini sejalan dengan penelitian Afianti et al., (2025) yang melaporkan bahwa 

isolat BAL dari starter sourdough memiliki ciri Gram positif, berbentuk basil, dan 

katalase negatif, dengan tipe fermentasi homofermentatif dan heterofermentatif. 

Menurut Bartkiene et al., (2020) kelompok Lactobacillus dapat berupa 

homofermentatif fakultatif, atau heterofermentatif obligat sedangkan Leuconostoc 

bersifat heterofermentatif obligat dengan bentuk sel bulat. Selain itu menurut Holt 

et al., (1994) menyatakan bahwa genus Lactobacillus selnya berbentuk batang, 

Gram positif, berukuran 0,5-1,2 x 1,0-10,0 µm, umumnya tersusun rantai pendek, 

tidak membentuk spora, jarang motil, bersifat anaerob fakultatif atau mikroaerofilik 

serta banyak ditemukan pada bahan fermentasi dan jarang bersifat patogen.  

Dugaan bahwa isolat termasuk genus Lactobacillus juga didukung oleh pH 

starter sourdough yang bersifat asam yaitu sebesar 4,2. Kondisi tersebut masih 

dalam rentang toleransi dari beberapa spesies seperti dalam penelitian Kondybayev 

et al., (2022) yang melaporkan bahwa spesies Lactobacillus casei mampu tumbuh 

pada pH minimum sekitar 3,84 dengan pH optimum6,69 serta Lactobacillus kefiri 

memiliki kisaran pertumbuhan pada pH 3,35-7,64 dengan pH optimal 5,93. Selain 
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itu menurut Vera-peña & Rodriguez, (2020) menyatakan bahwa sebagian besar 

bakteri asam laktat mampu bertahan pada kondisi asam di bawah pH 5,0 karena 

umumnya berasal dari habitat asam meskipun tingkat toleransi terhadap pH rendah 

berbeda pada setiap strain. 

4.2 Kemampuan Produksi Eksopolisakarida Isolat Bakteri Asam Laktat Asal 

Starter Sourdough dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi 

(Malus sylvestris Mill) 

4.2.1 Uji Screening Produksi Eksopolisakarida Isolat Bakteri Asam Laktat 

Asal Starter Sourdough dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi 

(Malus sylvestris Mill.) 

Hasil uji screening pada seluruh isolat SA-1, SA-2, SA-3,SA-4, SA-5, dan 

SA-6 menunjukkan bahwa semua koloni yang ditumbuhkan pada media MRSA 

dengan penambahan sukrosa 2% menghasilkan koloni berlendir (mucoid), yang 

mengindikasikan adanya produksi eksopolisakarida (Gambar 4.4) . Hal ini sejalan 

dengan penelitian Yuliana et al., (2020) yang melaporkan bahwa isolat BAL yang 

menunjukkan potensi produksi eksopolisakarida ditandai dengan terbentuknya 

lapisan lendir pada permukaan koloni sehingga koloni tampak mengkilap. Hal ini 

juga didukung oleh Dertli et al., (2016) yang berhasil mengisolasi 249 bakteri asam 

laktat dari sourdough gandum tradisional Turki yang tergolong ke dalam 47 strain 

dan 11 spesies. Hasil penelitian menunjukkan bahwa berbagai strain BAL dalam 

sourdough memiliki kemampuan menghasilkan eksopolisakarida (EPS) yang 

ditandai engan koloni mucoid (berlendir), serta terdeteksinya gen-gen yang 

berperan dalam biosintesis EPS. Temuan tersebut mengindikasikan bahwa 

sourdough merupakan sumber yang kaya akan bakteri asam laktat penghasil EPS. 
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Gambar 4. 4 Morfologi Makroskopis Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL). 

Keterangan: A). Isolat SA-1 B). Isolat SA-2 C). Isolat SA-3 D). Isolat 

SA-4 E). Isolat SA-5 F). Isolat SA-6 a). Lendir 

Penelitian ini menggunakan media MRSB dengan penambahan sukrosa 2%. 

Sukrosa berfungsi sebagai sumber karbon dan energi bagi bakteri yang mendukung 

pertumbuhan serta aktivitas metabolisme termasuk produksi eksopolisakarida 

(EPS). Sejalan dengan hal tersebut Jin et al., (2019) melaporkan bahwa dari 

berbagai sumber karbon yang diuji untuk screening EPS yaitu glukosa, sukrosa, 

galaktosa, laktosa, fruktosa, rafinosa dan maltosa, sukrosa merupakan sumber 

karbon utama yang menghasilkan produksi EPS tertinggi. Namun penelitian 

Yuliana et al., (2020) melaporkan bahwa pengaruh berbagai sumber karbon 

terhadap produksi EPS menunjukkan hasil yang berbeda pada tiap isolat. Sukrosa 

memberikan produksi EPS tertinggi pada enam isolat sedangkan dua isolat lainnya 

lebih optimal jika menggunakan galaktosa dan laktosa. 

Midik et al (2020) melaporkan bahwa penambahan glukosa 2% pada media 

MRS Broth tidak memberikan perubahan terhadap produksi eksopolisakarida pada 

beberapa strain BAL, seperti L. plantarum MF169, L. plantarum MF176, P, 

ethanolidurans MF194, L. plantarum MF400, L. plantarum MF460 dan L. 
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plantarum MF556. Namun, pada beberapa strain lain seperti L. namurensis MF210, 

L, plantarum MF232 dan L. plantarum MF303  penambahan glukosa menyebabkan 

sedikit peningkatan produksi EPS. Hasil tersebut menunjukkan bahwa respon 

produksi EPS terhadap sumber karbon tambahan dapat berbeda pada setiap strain 

bakteri asam laktat. 

4.2.2 Uji Produksi EPS kasar Isolat Bakteri Asam Laktat Asal Starter 

Sourdough dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Malus 

sylvestris Mill) 

Hasil produksi eksopolisakarida (EPS) kasar pada isolat SA-1, SA-2, SA-

3,SA-4, SA-5, dan SA-6 menunjukkan bahwa isolat SA-4 dan SA-2 memiliki 

kemampuan produksi tertinggi dibandingkan isolat lainnya. Isolat SA-4 

menghasilkan EPS kasar sebesar 3.715 mg/L, diikuti oleh isolat SA-2 sebesar 3.515 

mg/L. Sementara itu, isolat lainnya menghasilkan EPS dalam jumlah yang lebih 

rendah yaitu SA-3 sebesar 2.230 mg/L, SA-6 sebesar 1.985 mg/L, SA-1 sebesar 

1905 mg/L dan SA-5 sebesar 1110 mg/L (Gambar 4.5). Hasil ini sebanding dengan 

penelitian Puspadewi et al., (2021) yang melaporkan kadar EPS Lactobacillus 

plantarum pada substrat jus raspberry berkisar antara 1.221–4.792 mg/L, serta lebih 

tinggi dibandingkan penelitian Zubaidah et al., (2014) yang melaporkan kadar EPS 

L. casei dan L. plantarum pada media sari kurma masing-masing sebesar 3.413,33 

mg/L dan 3.316,67 mg/L.  
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Gambar 4. 5 Kadar Eksopolisakarida (EPS) Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) 

 

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa isolat bakteri asam laktat yang 

berasal dari sourdough tanpa penambahan buah umumnya menghasilkan EPS 

dalam jumlah yang bervariasi. Lutter et al., (2025) melaporkan bahwa isolat 

Lactiplantibacillus plantarum yang diisolasi dari ry e sourdough menghasilkan EPS 

sebesar 131,4–225,2 mg/L. Sementara itu,  Abedfar et al., (2018) melaporkan 

bahwa isolat Lactobacillus plantarum dan Pediococcus pentosaceus yang berasal 

dari sourdough dedak gandum (wheat bran sourdough) menghasilkan EPS masing-

masing sebesar 408,443 ± 14,833 mg/L dan 263,629 ± 16,107 mg/L. Apabila 

dibandingkan dengan hasil penelitian ini, kadar EPS yang dihasilkan oleh isolat dari 

starter sourdough dengan penambahan air fermentasi buah menunjukkan nilai kadar 

EPS yang lebih tinggi. Hal tersebut mengindikasikan bahwa penambahan air 

fermentasi buah berpotensi menyediakan substrat dan nutrien tambahan yang dapat 

mendukung pertumbuhan bakteri asam laktat serta meningkatkan sintesis 

eksopolisakarida.  
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Selain pada sourdough, bakteri asam laktat (BAL) penghasil EPS juga 

banyak ditemukan pada berbagai buah-buahan. Lawalata et al (2023), tujuh belas 

isolat BAL yang berasal dari buah pakoba (Syzygium luzonense) dan tergolong 

dalam genus Lactobacillus menunjukkan kemampuan menghasilkan 

eksopolisakarida (EPS) dengan kadar yang bervariasi, yaitu berkisar antara 102–

1.570 mg/L. sedangkan Giyatno & Retnaningrum, (2020) melaporkan isolat BAL 

yang berasal dari buah kersen (Muntingia calabura L.) menghasilkan 

eksopolisakarida (EPS) dalam jumlah yang bervariasi, yaitu berkisar antara 870–

1.910 mg/L. Produksi EPS tertinggi ditemukan pada Lactobacillus plantarum 

DC4B sebesar 1.910 ± 164,62 mg/L, sedangkan yang terendah dihasilkan oleh L. 

plantarum DC1A sebesar 870 ± 20,00 mg/.  

Produksi EPS oleh enam isolat BAL dari starter sourdough dengan 

penambahan air fermentasi Apel Manalagi (Mallus sylvestris Mill.) menunjukkan 

jumlah yang bervariasi meskipun keenam isolat ini diidentifikasi dalam genus yang 

sama yaitu Lactobacillus. Menurut Lawalata et al (2023) menyatakan bahwa 

perbedaan hasil kadar EPS dapat dipengaruhi oleh keragaman genetik. Perbedaan 

gen pada spesies maupun strain mempengaruhi proses metabolisme dan jumlah 

metabolit yang dihasilkan. Selain itu, faktor lingkungan seperti suhu, pH, 

ketersediaan nutrisi, serta kondisi fisiologis sel juga menentukan jumlah polimer 

yang disekresikan. Selain itu, waktu inkubasi berperan penting karena produksi 

eksopolisakarida (EPS) dipengaruhi oleh fase pertumbuhan bakteri, di mana 

sintesis EPS umumnya meningkat pada fase logaritmik akhir hingga fase stasioner 

awal.  
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Waktu inkubasi merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi 

pertumbuhan mikroba dalam menghasilkan eksopolisakarida. Hasil penelitian 

Permanasari et al., (2024) melaporkan bahwa produksi EPS meningkat seiring 

dengan bertambahnya kadar sukrosa dan lamanya waktu fermentasi. Pada 

Lactobacillus fermentum, produksi eksopolisakarida (EPS) tertinggi sebesar 12,613 

g/L diperoleh pada media dengan penambahan sukrosa 3% dan inkubasi selama 48 

jam, yang menunjukkan hasil lebih tinggi dibandingkan inkubasi 12 maupun 24 

jam. Penelitian (Mıdık et al., 2020)Mıdık et al., (2020) melaporkan bahwa  waktu 

inkubasi 48 jam merupakan periode optimal untuk produksi EPS dalam jumlah 

yang tinggi pada bakteri asam laktat indigenous. Selain itu optimalisasi kondisi 

kultur bersifat spesifik untuk setiap strain (strain-specific), sehingga penentuan 

kondisi terbaik harus disesuaikan secara individual untuk meningkatkan hasil 

produksi EPS. Penelitian K et al., (2017) melaporkan bahwa produksi EPS 

mencapai maksimum pada rentang 18-96 jam kemudian mengalami penurunan 

setelah 96 jam. 

Penelitian Tijani et al., (2025) melaporkan bahwa produksi EPS oleh 

Lactobacillus sp dipengaruhi oleh kondisi lingkungan dan nutrisi selama 

fermentasi. Suhu optimal 30° C menghasilkan EPS 1,15 g/100 mL sedangkan suhu 

lebih tinggi menurunkan produksinya. pH optimum dalam menghasilkan EPS 

berada pada 7,0 dengan hasil 1,87 g/100 mL, sementara kondisi basa menghambat 

pertumbuhannya. Produksi maksimum terjadi pada inkubasi 48 jam yaitu dengan 

hasil EPS 1,02 g/100 mL kemudian akan menurun akibat degradasi oleh enzim. 

Sumber karbon terbaik dalam penelitian ini yaitu pati dengan hasil 4,86 g/100 mL. 
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4.2.3 Identifikasi MALDI-TOF MS isolat Bakteri Asam Laktat Asal Starter 

Sourdough Penambahan air fermentasi apel Manalagi (Malus sylvestris Mill) 

dengan Kemampuan Potensi Terbaik Sebagai Penghasil Eksopolisakarida 

Kasar 

 Hasil identifikasi isolat BAL yang memiliki potensi terbaik penghasil EPS 

yaitu isolat SA-2 dan SA-4 dengan menggunakan metode MALDI-TOF MS 

menunjukkan bahwa kedua isolat tersebut memiliki tingkat kemiripan tinggi 

dengan kelompok Lactobacillus yaitu Lactobacillus pentosus, Lactobacillus 

plantarum, dan Lactobacillus paraplantarum dengan nilai kesesuaian 99,9% (Tabel 

4.4). Ketiga spesies tersebut termasuk dalam kelompok Lactobacillus yang 

memiliki kemiripan profil protein sangat tinggi sehingga sulit dibedakan secara 

spesifik menggunakan MALDI-TOF MS. Hal ini sesuai menurut pernyataan Kim 

et al., (2020) yang menyatakan identifikasi kelompok Lactobacillus yang 

mencakup Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum dan 

Lactobacillus pentosus sulit dilakukan menggunkan MALDI-TOF MS karena 

tingginya kemiripan fenotip, profil protein, dan kesamaan genetik (99,4-99,9% 

pada gen 16S rRNA). Akibatnya satu isolat dapat teridentifikasi sebagai beberapa 

spesies dengan skor yang serupa.  

Tabel 4. 4 Hasil Identifikas MALDI-TOF MS Bakteri Asam Laktat yang Diisolasi 

dari Starter Sourdough dengan Penambahan Air Fermentasi Apel Manalagi (Mallus 

sylvestris Mill.) 

No Kode isolat Spesies Confident 

1 SA-4 Lactobacillus pentosus/ 

Lactobacillus plantarum/ 

Lactobacillus paraplantarum 

99,9% 

2 SA-2 Lactobacillus pentosus/ 

Lactobacillus plantarum/ 

Lactobacillus paraplantarum 

99,9% 

 



82 
 

82 
 

Hal tersebut juga sesuai menurut pernyataan Li et al, (2022) yang 

menyatakan bahwa metode MALDI-TOF MS memiliki prinsip kerja yang 

didasarkan pada konsep protein fingerprint, yaitu proses identifikasi bakteri melalui 

profil protein spesifik yang dimilikinya. Namun metode ini masih kurang efektif 

dalam membedakan subspesies maupun galur yang resisten terhadap antibiotik. 

Keterbatasan tersebut disebabkan oleh tingginya kemiripan profil protein antar 

spesies atau strain sehingga nilai kesesuaian yang dihasilkan serupa dalam proses 

identifikasi. Menurut Rychert, (2019) juga menyatakan keterbatasan MALDI-TOF 

MS yaitu ketidakmampuan membedakan spesies mikroorganisme dengan profil 

kemiripan yang tinggi. Hal ini menyebabkan beberapa spesies yang berkerabat 

dekat sulit diidentifikasi secara spesifik. 

 Hasil uji MALDI-TOF menunjukkan bahwa isolat SA-2 dan SA-4 masing-

masing memiliki tingkat kepercayaan sebesar 99,9% yang mengindikasikan hasil 

identifikasi yang valid (Tabel 4.4). Isolat tersebut teridentifikasi sebagai kelompok 

spesies yang berkerabat dekat, yaitu Lactobacillus pentosus, Lactobacillus 

plantarum, dan Lactobacillus paraplantarum. Hal ini sesuai dengan pernyataan 

Hodille et al., (2023) menyatakan bahwa hasil identifikasi MALDI-TOF dinyatakan 

valid apabila tingkat kepercayaan ≥ 99,9%. Selain itu menurut Ashmawy et al., 

(2025) MALDI-TOF menghasilkan skor kepercayaan antara 0-99,9%. Skor 95-

99,9% menunjukkan identifikasi yang sangat tinggi pada tingkat spesies, sedangkan 

skor 90-94% menunjukkan identifikasi pada tingkat genus. Pada rentang 50-94% 

identifikasi hanya dapat diterima pada tingkat genus apabila kecocokan berasal dari 

beberapa spesies dalam genus yang sama, jika berasal dari genus berbeda maka 

hasil dianggap tidak valid. 
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 Keberhasilan identifikasi menggunakan MALDI-TOF MS tidak hanya 

dipengaruhi oleh intrumen yang digunakan, tetapi juga oleh tahapan preparasi 

sampel. Dalam penelitian ini, penggunaan asam format dan matriks CHCA diduga 

turut berperan dalam mendukung keberhasilan identifikasi karena keduanya 

membantu proses  preparasi protein. Menurut Calderaro & Cezzii (2023)., matriks 

α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) digunakan untuk menyerap energi laser 

dan mentransfernya kepada molekul sampel selama proses ionisasi, sehingga dapat 

mengurangi fragmentasi berlebih serta memfasilitasi pembentukan kristal bersama 

antara matriks dan sampel. Sementara itu, asam format berfungsi sebagai agen 

praperlakuan (pretreatment) yang membantu merusak atau melunakkan dinding sel 

mikroorganisme yang tebal dan kompleks, terutama pada bakteri Gram positif dan 

jamur, sehingga protein ribosomal di dalam sel dapat dilepaskan dan selanjutnya 

diionisasi oleh sistem MALDI-TOF MS. 

 Haider et al., (2023) juga menjelaskan bahwa penggunaan matriks α-cyano-

4-hydroxycinnamic acid (CHCA) dan asam format memiliki peran penting dalam 

proses preparasi sampel dan ionisasi pada MALDI-TOF MS. CHCA berfungsi 

sebagai matriks yang menyerap energi laser dan mentransfernya ke molekul analit 

untuk memicu proses desorpsi dan ionisasi, sehingga analit dapat terdeteksi tanpa 

mengalami kerusakan yang berlebihan. Sementara itu, asam format digunakan pada 

tahap preparasi sampel untuk membantu ekstraksi protein, terutama protein 

ribosomal, sehingga dihasilkan profil protein yang khas dan dapat digunakan untuk 

identifikasi mikroorganisme.  
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4.3 Kajian Hasil Penelitian dengan Perspektif Al-Qur’an 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat bakteri asam laktat (BAL) yang 

diperoleh dari sourdough dengan penambahan air fermentasi apel Manalagi (Mallus 

sylvestris Mill.) memiliki karakteristik yang mengarah pada kemampuan 

menghasilkan eksopolisakarida (EPS). Selain itu penggunaan air fermentasi apel 

dalam penelitian ini dimaksudkan sebagai bahan pendukung fermentasi sourdough 

yang dapat menyediakan lingkungan dan sumber nutrisi bagi pertumbuhan 

mikroorganisme fermentatif. Dalam perspektif islam, pemanfaatan bahan pangan 

hasil fermentasi yang aman dan bermanfaat sejalan dengan perintah Allah SWT 

dalam QS. Al-Baqarah [2]: 168 sebagai berikut: 

يَ  هَا النَّاسُ كُلُوْا مِمَّا فِم الَْْرْضم حَلهلًا طيَمٰباا وَّۖلَْ تَ تَّبمعُوْا خُطوُهتم الشَّيْطهنم  امنَّه     م بميْن  عَدُو   لَكُمْ يٰهْٓ
Artinya: “Wahai manusia, makanlah sebagian (makanan) di bumi yang halal 

lagi baik dan janganlah mengikuti langkah-langkah setan. 

Sesungguhnya ia bagimu merupakan musuh yang nyata.” (QS. Al-

Baqarah [2]: 168) 

 

Ayat ini menegaskan bahwa konsumsi makanan tidak hanya cukup 

memperhatikan kehalalannya secara syariat, namun juga harus “Thayyib” yaitu 

baik dari segi mutu dan aman untuk kesehatan. Lafadz طيَمٰباا -dalam tafsir Al حَلهلًا 

Misbah menjelaskan bahwa makanan yang halal belum tentu thayyib, dan yang 

tahayyib belum tentu halal karena pilihan “baik” dapat berbeda bagi setiap orang 

sesuai kondisi masing-masing. Ada jenis makanan yang halal dan bermanfaat bagi 

seseorang dengan kondisi tertentu namun kurang sesuai bagi orang lain, meskipun 

baik baginya (Shihab, 2000). Prinsip ini mengajarkan bahwa selain memperhatikan 
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kehalalan, umat manusia juga harus bijak memilih makanan yang memberikan 

kebaikan dan kemaslahatan bagi tubuh serta tidak menimbulkan mudharat. 

Dalam penelitian ini, penggunaan bakteri asam laktat dalam fermentasi 

pangan, termasuk pada sourdough, mencerminkan upaya pemanfaatan 

mikroorganisme yang secara umum diakui aman (Generally Recognized as 

Safe/GRAS) dalam menghasilkan produk pangan yang lebih baik kualitasnya 

(Nguyen et al., 2020). Eksopolisakarida (EPS) yang dihasilkan BAL juga diketahui 

memiliki manfaat dalam bidang pangan, seperti meningkatkan tekstur, viskositas, 

dan stabilitas produk, sehingga mendukung pengembangan pangan yang lebih 

berkualitas dan bernilai fungsional  (Angelin & Kavitha, 2020). Eksopolisakarida 

tidak hanya bermanfaat dalam bidang pangan namun juga dalam bidang kesehatan. 

Menurut Wulansari dkk., (2023) menyebutkan bahwa Eksopolisakarida bermanfaat 

dalam bidang kesehatan seperti sebagai anti tumor, anti inflamasi, anti infeksi, 

antikarsinogenik, antioksidan, imunomodulator, dan menurunkan kolestrol darah. 

Selain itu penggunaan air fermentasi apel pada penelitian ini juga dapat dikaitkan 

dengan anjuran Rasulullah SAW terhadap cuka sebagai hasil fermentasi alami 

dalam HR. Tirmidzi No.1955 sebagai berikut:  

حدثنا مبارك بن سعيد هو أخو سفيان بن سعيد   –حدثنا الحسن بن عرفة 
الثوري عن سفيان عن أبي الزبير، عن جابر عن النبي صلى الله عليه وسلم قال: »نمعْمَ 

دَامُ ا لْْلَ « قال وفي الباب عن عائشة وأم هانئالْم . 
Artinya: “Hasan bin ‘Arafah telah menceritakan kepada kami, Mubarak bin Sa’id 

saudara Sufyan bin Sa’id Ats-Tsauri telah menceritakan kepada kami 

dari sufyan, dari Abu Az-Zubair, dari Jabir, bahwa Nabi SAW 

bersabda:‘Sebaik-baik lauk adalah cuka’ ” (HR. Tirmidzi No.1955) 
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Hadis tersebut menunjukkan bahwa cuka merupakan bahan pangan yang 

memiliki nilai manfaat dan telah dikenal sejak masa Nabi Muhammad SAW. Dalam 

perspektif pangan, cuka merupakan hasil fermentasi yang mengandung berbagai 

senyawa organik terutama asam asetat yang dapat memberikan cita rasa sekaligus 

berpotensi memberikan manfaat kesehatan. Beberapa penelitian juga melaporkan 

pemanfaatan cuka dalam bidang kesehatan, salah satunya menurut Islami (2022) 

menyatakan bahwa campuran habbatussauda’ dengan cuka dan madu dipercaya 

berpotensi membantu proses penyembuhan berbagai jenis luka. Hadis ini juga 

mencerminkan anjuran untuk mengonsumsi makanan yang sederhana namun tetap 

memiliki nilai kebermanfaatan bagi tubuh 

 Dalam konteks penelitian ini, fermentasi apel Manalagi memiliki 

keterkaitan dengan hadis tersebut karena proses fermentasi apel melibatkan 

pembentukan berbagai asam organik yang merupakan karakteristik umum pada 

produk fermentasi, termasuk cuka. Pemanfaatan air fermentasi apel Manalagi 

sebagai bahan tambahan dalam starter sourdough menunjukkan bahwa bahan 

pangan alami yang tersedia di lingkungan dapat diolah dan dimanfaatkan secara 

optimal untuk mendukung pengembangan pangan fermentasi yang bernilai 

fungsional. Dengan demikian, penelitian ini tidak haya memberikan kontribusi 

dalam pengembangan sains dan pemanfaatan mikroorganisme yang bermanfaat 

tetapi juga memperkuat nilai tauhid melalui penghayatan terhadap kebesaran 

ciptaan Allah SWT serta mendorong sikap syukur dan tanggung jawab dalam 

menggali serta memanfaatkan potensi alam yang telah Allah SWT ciptakan untuk 

memberikan manfaat bagi kehidupan manusia.  
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

 Hasil data yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa: 

1. Karakteristik isolat bakteri asam laktat yang diisolasi dari starter sourdough 

dengan penambahan air fermentasi apel manalagi (Mallus sylvestris Mill.) 

menunjukkan bahwa enam koloni yang diperoleh berbentuk bulat, dengan 

tepian rata, permukaan cembung dan berwarna putih susu. Secara 

mikroskopis, isolat memiliki bentuk sel batang, Gram positif dan tidak 

membentuk endospora. Adapun secara biokimia, isolat menunjukkan 

katalse negatif, non-motil dan tipe fermentasi bisa berupa homofermentatif 

maupun heterofermentatif. Berdasarkan karakteristik tersebut isolat diduga 

tergolong dalam genus Lactobacillus 

2. Isolat bakteri asam laktat (BAL) yang diperoleh menunjukkan kemampuan 

produksi eksopolisakarida (EPS) yang berbeda dengan potensi tertinggi di 

peroleh oleh isolat SA-4 sebesar 3.715 mg/L dan SA-2 sebesar 3.515 mg/L. 

Hasil identifikasi menggunakan Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry (MADLI-TOF) 

menunjukkan bahwa kedua isolat memiliki tingkat kemiripan tinggi dengan 

kelompok Lactobacillus yaitu Lactobacillus pentosus, Lactobacillus 

plantarum, dan Lactobacillus paraplantarum dengan nilai kesesuaian 

99,9%  
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5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disarankan 

beberapa hal sebagai berikut: 

1. Kadar eksopolisakarida yang diperoleh dalam penelitian ini masih berupa 

EPS kasar dan belum melalui tahap pemurnian, sehingga penelitian 

selanjutnya disarankan untuk melakukan proses pemurnian EPS agar 

diperoleh kadar EPS yang lebih akurat. 

2. Identifikasi isolat pada penelitian ini masih menunjukkan beberapa 

kemungkinan spesies dalam satu isolat. Penelitian ini masih 

mengidentifikasi beberapa speseis pada satu isolat. Oleh karena itu, 

penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan analisis molekuler, 

seperti Polymerase Chain Reaction (PCR) atau 16S rRNA gene sequencing, 

guna memastikan identitas spesies bakteri secara lebih akurat. 

3. Penelitian ini hanya berfokus pada identifikasi isolat dengan kemampuan 

produksi EPS tertinggi, sehingga penelitian selanjutnya disarankan untuk 

turut melakukan identifikasi terhadap isolat yang menghasilkan EPS dengan 

kadar rendah.  

4. Penelitian selanjutnya disarankan untuk menambahkan kontrol positif pada 

tahap skrining bakteri penghasil eksopolisakarida (EPS), berupa strain 

bakteri yang telah diketahui memiliki kemampuan menghasilkan EPS. 

Selain itu Penelitian selanjutnya juga disarankan untuk menambahkan 

kontrol negatif berupa sourdough tanpa penambahan buah sehingga 

pengaruh penambahan buah produksi EPS tiap isolat selama fermentasi 

dapat dievaluasi secara lebih akurat. 
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DAFTAR LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Hasil Uji pH Air Fermentasi Apel Manalagi (Mallus sylvestris Mill.) 

Hari ke- Nilai Gambar 

Hari ke 1  

5,36 

 

 
 

Hari ke 3 4,72  

 
 

Hari ke 5 3,50  

 
 

 

 

 



102 
 

102 
 

 

Lampiran 2. Hasil Uji pH Starter Sourdough 

Sourdough Fermentasi  Nilai pH 

 

 
Ke-1 

 

 
5,6 

 

 
Ke-5 

 

 
4,6 

 

 
Ke-10 

 

 
Ph 4,2 
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Lampiran 3. Hasil Purifikasi Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Isolat Gambar 

 

SA-1 

 

 

 
 

 

SA-2 

 

 

 
 

 

SA-3 
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SA-4  

 
 

 

SA-5 

 

 
 

 

SA-6 
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Lampiran 4. Hasil Uji Katalase Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Isolat Katalase Gambar 

SA 1  

Negatif (-) 

 

 
Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 

 

SA 2 Negatif (-)  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 3 Negatif (-)  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulanga 2 

SA 4 Negatif (-)   
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Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 

SA 5 Negatif (-)  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 6 Negatif (-)  

 
Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 
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Lampiran 5. Hasil Uji Motilitas Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Isolat Tipe Fermentasi Gambar 

SA 1  

Non Motil 

 

 
Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 

 

SA 2 Non Motil   

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 3 Non Motil  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 4 Non Motil   
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Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 

SA 5 Non Motil  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 6 Non motil  

 
Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 
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Lampiran 6. Hasil Uji Tipe Fermentasi Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Isolat Tipe Fermentasi Gambar 

SA 1  

Homofermentatif 

 

 
Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 

 

SA 2 Heterofermentatif  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 3 Homofermentatif  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 4 Heterofermentatif   
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Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 

SA 5 Homofermentatif  

 
Ulangan 1 

 

 

 
Ulangan 2 

SA 6 Homofermentatif  

 
Ulangan 1 

 

 
Ulangan 2 
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Lampiran 7. Hasil Uji Eksopolisakarida Kasar Isolat Bakteri Asam Laktat 

No Kode Isolat Uji Eksopolisakarida Kasar 

EPS Basah EPS Kering 

1 SA-1  

 

 

 
 

2 SA-2  

 

 

 
 

3 SA-3  

 

 

 
 

4 SA-4  
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5 SA-5  

     

 

     
 

6 SA-6  
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Lampiran 8. Perhitungan Nilai Eksopolisakarida Kasar 

Ulangan 1 

 

Ulangan 2 

 

Isolat Rata-rata (gr/10 mL) 

SA-1 0,01905 

SA-2 0,03515 

SA-3 0,0223 

SA-4 0,03715 

SA-5 0,0111 

SA-6 0,01985 

 

Sampel  Tabung  Berat 

Tabung 

Berat 

tabung+EPS 

Berat EPS Total 

EPS 

1 Tabung 1 6,2525 6,2585 0,0060 0,0128 

 Tabung 2 6,3471 6,3539 0,0068 

2 Tabung 1 7,0704 7,0922 0,0218 0,0346 

 Tabung 2 6,3444 6,3462 0,0018 

3 Tabung 1 6,9363 6,9456 0,0093 0,0148 

 Tabung 2 6,2252 6,2307 0,0055 

4 Tabung 1 6,7967 6,8011 0,0044 0,034 

  Tabung 2 6,853 6,8732 0,0202 

5 Tabung 1 7,0695 7,0766 0,0071 0,0076 

 Tabung 2 6,3235 6,3240 0,0005 

6 Tabung 1 6,3740 6,3816 0,0076 0,0133 

 Tabung 2 7,0970 7,1027 0,0057 

Sampel  Tabung  Berat 

Tabung 

Berat 

tabung+EPS 

Berat EPS Total 

EPS 

1 Tabung 1 6,3282 6,3360 0,0078 0,0125 

 Tabung 2 6,4123 6,4170 0,0047 

2 Tabung 1 6,2592 6,2821 0,0229 0,0310 

 Tabung 2 6,9898 6,9900 0,0002 

3 Tabung 1 6,8837 6,8892 0,0055 0,0150 

 Tabung 2 6,2687 6,2782 0,0095 

4 Tabung 1 6,3522 6,3717 0,0195 0,0376 

 Tabung 2 7,0455 6,0511 0,0056 

5 Tabung 1 6,3869 6,3888 0,0019 0,0070 

 Tabung 2 7,0484 7,0535 0,0051 

6 Tabung 1 6,4369 6,4410 0,0041 0,0131 

 Tabung 2 6,7341 6,7431 0,0090 
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Lampiran 9. Perhitungan dengan Rumus Nilai Eksopolisakarida Kasar 

 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝐸𝑃𝑆 (
𝑚𝑔

𝐿
) =

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑃𝑆 𝐾𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 (𝑚𝑔)

Volume Media (L)
 

 

Isolat SA-1 

EPS kasar = 0,01905 g/10 mL   

     = 19,05 gr/L 

     = 1.905 mg/L 

 

Isolat SA-4 

EPS kasar = 0,03715 g/10 mL 

     = 37,15 gr/L 

     = 3.715 mg/L 

 

Isolat SA-2 

EPS kasar = 0,03515 g/10 mL 

     = 35,15 gr/L 

     = 3.515 mg/L 

 

Isolat SA-5 

EPS kasar = 0,0111 g/10 mL 

     = 11,1 gr/L 

     = 1.110 mg/L 

 

Isolat SA-3 

EPS kasar = 0,0223 g/10 mL 

     = 22,3 gr/L 

     = 2.230 mg/L 

 

Isolat SA-6 

EPS kasar = 0,01985 g/10 mL 

     = 19,85 gr/L 

     = 1.985 mg/L 
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Lampiran 10. Hasil Identifikasi Isolat Menggunakan MSLDI-TOF MS 
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Lampiran 11. Jurnal Bibmbingan Skripsi 
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Lampiran 122. Form Checklist Plagiasi 

 


