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PENGARUH KOMBINASI Lactiplantibacillus plantarum DAN Saccharomyces cerevisiae
TERHADAP NILAI estimated Glycemic Index (eGI) SECARA In Vitro DAN
KUALITAS ROTI GANDUM HITAM

Aisatunnadiya Komala Mursyid, Ulfah Utami, Ahmad Barizi

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

ABSTRAK

Diabetes merupakan penyakit metabolik yang ditandai oleh peningkatan kadar
glukosa darah akibat gangguan sekresi maupun kerja insulin. Salah satu upaya
pencegahannya adalah melalui konsumsi pangan dengan indeks glikemik rendah.
Roti gandum hitam (Secale cereal L.) berpotensi dikembangkan sebagai pangan
fungsional karena mengandung serat pangan yang mampu memperlambat
pencernaan pati. Selain itu, fermentasi menggunakan bakteri asam laktat
Lactiplantibacillus plantarum dan khamir Saccharomyces cerevisiae diketahui
dapat menurunkan respons glikemik pangan. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis pengaruh kombinasi L. plantarum dan S. cerevisiae terhadap
kualitas organoleptik dan nilai estimated Glycemic Index (eGI) roti gandum hitam
secara in vitro. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
variasi konsentrasi BAL 2%, 3%, dan 4% serta khamir 1,5%, 2%, dan 2,5%
dengan tiga kali ulangan. Nilai eGI dianalisis menggunakan metode hidrolisis pati
secara in vitro, sedangkan kualitas organoleptik meliputi warna, aroma, rasa, dan
tekstur diuji menggunakan uji hedonik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kombinasi L. plantarum dan S. cerevisiae berpengaruh nyata terhadap kualitas
organoleptik dan nilai eGI roti gandum hitam. Perlakuan L3Y3 (BAL 4% dan
khamir 2,5%) menghasilkan skor hedonik tertinggi pada seluruh parameter
organoleptik serta nilai eGI terendah sebesar 55,33, dibandingkan perlakuan
L1Y3 sebesar 59,67 dan kontrol sebesar 69,33. Peningkatan konsentrasi BAL dan
khamir secara sinergis menurunkan nilai AUC, HI, dan eGI. Dengan demikian,
kombinasi Lactiplantibacillus plantarum 4% dan Saccharomyces cerevisiae 2,5%
merupakan perlakuan terbaik dalam meningkatkan kualitas roti sekaligus
menurunkan nilai eGI, sehingga berpotensi dikembangkan sebagai pangan
fungsional untuk membantu pengendalian kadar glukosa darah.

Kata kunci: Lactiplantibacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae, roti
gandum hitam, fermentasi, estimated Glycemic Index (eGI).
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EFFECT OF A COMBINATION OF Lactiplantibacillus plantarum AND
Saccharomyces cerevisiae ON THE estimated Glycemic Index (eGl) In Vitro
AND THE QUALITY OF BLACK WHEAT BREAD

Aisatunnadiya Komala Mursyid, Ulfah Utami, Ahmad Barizi

Biology Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim
State Islamic University, Malang

ABSTRACT

Diabetes is a metabolic disease characterized by elevated blood glucose levels due
to impaired insulin secretion or function. One preventive measure involves
consuming foods with a low glycemic index. Black rye bread (Secale cerealis L.)
has the potential to be developed as a functional food because it contains dietary
fiber that slows down starch digestion. Additionally, fermentation using the lactic
acid bacterium Lactiplantibacillus plantarum and the yeast Saccharomyces
cerevisiae 1s known to reduce the glycemic response of food. This study aims to
analyze the effect of a combination of L. plantarum and S. cerevisiae on the
organoleptic quality and estimated Glycemic Index (eGl) of rye bread in vitro. The
study employed a Completely Randomized Design (CRD) with variations in L.
plantarum concentrations of 2%, 3%, and 4% and yeast concentrations of 1.5%,
2%, and 2.5%, with three replicates. The eGI value was analyzed using an in vitro
starch hydrolysis method, while organoleptic quality including color, aroma, taste,
and texture was assessed using a hedonic test. The results showed that the
combination of L. plantarum and S. cerevisiae significantly affected the
organoleptic quality and eGI value of whole wheat bread. Treatment L3Y3 (4%
BAL and 2.5% yeast) yielded the highest hedonic scores across all organoleptic
parameters and the lowest eGI value of 55.33, compared to treatment L1Y3 at
59.67 and the control at 69.33. Increasing the concentrations of BAL and yeast
synergistically reduced the AUC, HI, and eGI values. Thus, the combination of
4% Lactiplantibacillus plantarum and 2.5% Saccharomyces cerevisiae is the best
treatment for improving bread quality while lowering the eGI value, making it a
potential functional food to aid in blood glucose control.

Keywords: Lactiplantibacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae, whole
wheat bread, fermentation, estimated Glycemic Index (eGI).
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BABII
PENDAHULUAN
2.1 Latar belakang

Diabetes merupakan salah satu penyakit metabolik yang ditandai oleh
kondisi hiperglikemia akibat gangguan produksi insulin, penurunan sensitivitas
insulin, maupun kombinasi dari keduanya (Dini & Rustanti, 2014). Penyakit ini
menjadi masalah kesehatan yang serius karena jumlah penderita terus mengalami
peningkatan dari tahun ke tahun. Di Indonesia, diabetes termasuk salah satu
penyebab kematian yang memiliki prevalensi tinggi. Data menunjukkan bahwa
Indonesia menempati peringkat kelima negara dengan jumlah penderita diabetes
terbanyak di dunia setelah China, India, Pakistan, dan Amerika Serikat. Pada
tahun 2021, jumlah penderita diabetes di Indonesia mencapai 19,5 juta jiwa dan
diperkirakan meningkat menjadi 21,3 juta jiwa pada tahun 2030 (IDF, 2021).
Meningkatnya kasus diabetes berkaitan dengan berbagai faktor resiko, antara lain
konsumsi pangan dengan indeks glikemik yang tinggi, tingginya muatan glikemik
(glycemic load) serta rendahnya aktivitas fisik dalam kehidupan sehari-hari (Sagili
etal., 2022).

Salah satu faktor yang berkontribusi terhadap terjadinya diabetes adalah
pola konsumsi makanan yang menghasilkan respon glukosa darah tinggi. Respons
tersebut dapat diperkirakan melalui nilai indeks glikemik (IG), yaitu parameter
yang menggambarkan kemampuan suatu pangan yang mengandung karbohidrat
dalam meningkatkan kadar glukosa darah setelah dikonsumsi. Nilai IG diperoleh
berdasarkan luas area dibawah kurva respon glukosa darah setelah mengonsumsi

pangan yang mengandung 50 gram karbohidrat tersedia (available carbohydrate).



Pangan dengan nilai IG tinggi akan lebih cepat dicerna dan diserap oleh tubuh
sehingga menyebabkan peningkatan kadar glukosa darah yang lebih cepat
dibandingkan pangan dengan nilai IG rendah. Oleh karena itu, konsumsi pangan
dengan nilai IG tinggi perlu dibatasi, terutana bagi individu yang beresiko maupun
yang telah menderita diabetes (Muflihati, 2017). Sebaliknya, pangan dengan IG
rendah diketahui mampu membantu menjaga kestabilan kadar glukosa darah serta
mengurangi lonjakan kebutuhan insulin setelah makan (Augustin et al., 2015).
Dalam perspektif kesehatan, makanan yang baik untuk dikonsumsi tidak hanya
bergizi, tetapi juga mampu memberikan manfaat bagi tubuh serta mendukung
pemeliharaan kondisi kesehatan secara optimal. Sebagaimana terdapat dalam
firman Allah SWT pada QS. Al Baqarah ayat 168 yang berbunyi :

e 004 gl ot m B b Sl o o G g sl G

VTAGES

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 : 168).

Lafadz b 3Ia berarti makanan yang halal secara hukum dan thayyib
yang berarti baik secara kualitas yaitu bersih dan sehat. Ayat ini menjelaskan
bahwa Allah swt memerintahkan agar manusia memanfaatkan rezeki yang ada
dibumi dengan cara yang halal dan baik (thayyib). Prinsip halalan thayyiban
dalam Tafsir Al-Misbah (Shihab, 2002) kata “halal” yaitu diperbolehkan menurut
hukum, tidak tercampur unsur haram seperti bangkai, darah, riba, atau perolehan

yang tidak sah. Sedangkan kata “thayyib” yaitu baik, bersih, menyehatkan, dan

tidak membahayakan tubuh dan jiwa manusia.



Pangan yang mengandung sedikit karbohidrat atau bahkan tidak
mengandung karbohidrat seperti daging dan keju, umumnya memiliki nilai indeks
glikemik (IG) yang sangat rendah. Sebaliknya nasi dan roti berbasis gandum
termasuk pangan dengan nilai indeks glikemik yang relatif tinggi. Kondisi
tersebut disebabkan oleh kandungan karbohidrat yang mudah dicerna dan diserap
oleh tubuh sehingga glukosa hasil pemecahan karbohidrat dapat dengan cepat
memasuki aliran darah dan meningkatkan kadar gula darah (Muflihati, 2017).
Berdasarkan nilainya, indeks glikemik dikelompokkan menjadi tiga kategori yaitu
rendah (<55), sedang (55-69), dan tinggi (>70) (Arif et al., 2014).

Produk pangan berbahan dasar tepung, termasuk roti, umumnya memiliki
nilai indeks glikemik yang cukup tinggi (Muflihati, 2017). Penelitian
Widanagamage (2013) melaporkan bahwa roti sebagai salah satu pangan berbasis
pati yang banyak dikonsumsi dikawasan Asia Selatan, memiliki nilai indeks
glikemik sekitar 60 yang termasuk kategori sedang. Selain itu, Mulyadi (2014)
menyatakan bahwa roti yang digunakan sebagai pangan uji memiliki nilai indeks
glikemik sebesar 71. Roti merupakan salah satu produk pangan yang dikonsumsi
secara luas diberbagai negara dan berperan sebagai sumber karbohidrat utama
bagi masyarakat. Produk ini dibuat dari bahan baku biji-bijian dan mengandung
berbagai zat gizi, seperti karbohidrat, protein, serat pangan, vitamin, serta
komponen nutrisi lainnya yang mendukung kebutuhan tubuh (Demirkesen et al.,
2021).

Biji-bijian merupakan bagian tumbuhan yang berfungsi sebagai tempat
penyimpan cadangan makanan, yang tersusun atas karbohidrat, protein, lemak,

vitamin, dan mineral yang penting bagi pertumbuhan tanaman serta bermanfaat



sebagai sumber energi bagi manusia (Shewry & Hey, 2015). Dalam bidang
pangan, biji-bijian termasuk kelompok sumber karbohidrat kompleks utama yang
banyak dikonsumsi sebagai bahan pangan pokok maupun bahan baku berbagai
produk olahan, baik dalam bentuk sereal seperti gandum, beras, dan jagung.
Sebagaimana terdapat dalam QS. ‘Abasa ayat 24 — 32 sebagai berikut :

W G B veu o0uth ) Sy BE vy B0 U ek WIS
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Artinya : “Maka hendaklah manusia memperhatikan makanannya. Sesungguhnya
Kami benar-benar telah mencurahkan air (dari langit) dengan deras,
kemudian Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya, lalu Kami
tumbuhkan biji-bijian di bumi itu, dan anggur serta sayur-sayuran,
zaitun dan pohon kurma, kebun-kebun (yvang) rindang, dan buah-
buahan serta rumput-rumputan, semua itu untuk kesenanganmu dan

untuk ternak-ternakmu.” (QS. ‘Abasa :24-32).
Menurut Shihab (2002) dalam Tafsir Al Mishbah, menjelaskan bahwa
Allah menurunkan air hujan dari langit, kemudian dengan air itu tumbuh lah
berbagai jenis tumbuhan seperti biji-bijian, anggur, sayur-sayuran, zaitun, kurma,
serta kebun-kebun yang rimbun dan buah-buahan. Semua itu merupakan bentuk
kasih sayang dan kebesaran Allah yang menyediakan bahan pangan bagi manusia
dan hewan. Ayat tersebut menunjukkan bahwa biji-bijian merupakan salah satu
sumber pangan penting yang Allah SWT sediakan untuk memenuhi kebutuhan
manusia. Dalam Al-Qur’an menegaskan pentingnya memperhatikan makanan
yang berasal dari hasil bumi, termasuk biji-bijian yang tumbuh subur sebagai
anugerah bagi manusia. Salah satu biji-bijian yang banyak dimanfaatkan adalah

gandum, yang menjadi bahan baku utama berbagai produk makanan olahan,

khususnya roti.



Produk pangan berbahan dasar gandum, terutama roti umumnya memiliki
kandungan karbohidrat yang tinggi dan kadar serat pangan yang relatif rendah
sehingga cenderung menghasilkan nilai indeks glikemik yang tinggi. Berbagai
upaya dapat dilakukan untuk menurunkan nilai indeks glikemik roti, diantaranya
melalui penambahan pati resisten (resistant starch) maupun serat pangan
tambahan. Perlakuan tersebut mampu memperlambat proses pencernaan
karbohidrat sehingga respon glukosa darah setelah konsumsi menjadi lebih
rendah. Salah satu alternatif yang dapat diterapkan adalah penggunaan rye grain
atau gandum hitam sebagai bahan baku. Dibandingkan gandum biasa, gandum
hitam memiliki kandungan serat yang lebih tinggi serta kandungan lemak dan
protein yang relatif lebih rendah (Muflihati, 2017). Menurut Iversen et al., (2022),
produk pangan berbasis gandum hitam termasuk kelompok pangan dengan indeks
glikemik rendah yang mampu menghasilkan respons glukosa dan insulin yang
lebih terkendali. Efek tersebut berkaitan dengan tingginya kandungan serat
pangan serta struktur matriks gandum hitam yang dapat memperlambat proses
pencernaan dan penyerapan karbohidrat.

Gandum hitam diketahui memiliki kandungan zat gizi yang lebih beragam
dibandingkan gandum konvensional karena mengandung protein, karbohidrat,
vitamin, mineral dalam jumlah yang cukup tinggi (Saeed ef al., 2025). Kandungan
tersebut menjadikan gandum hitam berpotensi memberikan manfaat kesehatan,
terutama dalam membantu pengendalian kadar glukosa darah. Harga gandum
hitam relatif lebih tinggi karena termasuk variates khusus yang memiliki
kandungan senyawa bioaktif lebih banyak serta ketersediaan produksi yang masih

terbatas (Gautam & Kumar, 2022). Selain itu, gandum hitam memiliki kandungan



serat pangan tertinggi diantara kelompok serealia, yang dapat mencapai kurang
lebih dari 20% berat kering, sedangkan gandum putih, oat, dan barley umumnya
hanya mengandung sekitar 10-15% serat pangan. Meskipun demikian, jumlah
serat tersebut dapat bervariasi tergantung pada variates dan teknik budidaya yang
digunakan. Kandungan arabinoksilan pada gandum hitam dilaporkan sekitar 50%
lebih tinggi dibandingkan gandum biasa dan sebagian besar berada dalam bentuk
larut air (Iversen et al., 2022). Fermentasi gandum hitam menggunakan
mikroorganisme probiotik terbukti mampu meningkatkan kadar serat pangan larut
sekaligus memodifikasi komposisi serat kompleks sehingga berpotensi
menghasilkan roti dengan nilai indeks glikemik yang lebih rendah (Koj & Pejcz,
2023).

Kelebihan lain dari gandum hitam terletak pada profil asam amino yang
lebih lengkap dibandingkan gandum putih. Gandum hitam mengandung lisin
dalam kadar yang relatif lebih tinggi, yaitu asam amino esensial yang umumnya
menjadi faktor pembatas pada protein serealia. Kandungan protein gandum hitam
berkisar antara 9,0-15,4% berat kering, dengan komposisi gluten yang berbeda
dari gandum putih, di mana gandum hitam mengandung gliadin dalam jumlah
lebih tinggi namun glutenin yang lebih rendah, sehingga membentuk adonan
dengan sifat viskoelastis yang berbeda namun tetap dapat diolah menjadi produk
roti (Dziki, 2022).

Salah satu kelompok mikroorganisme probiotik yang banyak
dimanfaatkan dalam fermentasi pangan adalah Bakteri Asam Laktat (BAL).
kelompok bakteri ini telah digunakan secara luas dalam berbagai produk

fermentasi, termasuk roti, yoghurt, dan keju. BAL juga termasuk mikroorganisme



yang berstatus Generally Recognized As Safe (GRAS), sehingga dinilai aman
untuk digunakan dalam industry pangan (Breton et al., 2020). Beberapa spesies
BAL yang umum digunakan dalam fermentasi pangan antara lain Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis dan Leuconostoc
mesenteroides (Penido et al., 2018). Berdasarkan klasifikasi taksonomi terbaru,
Lactobacillus plantarum saat ini dikenal dengan nama Lactiplantibacillus
plantarum. Mikroorganisme ini dapat ditemukan pada berbagai lingkungan, mulai
dari saluran pencernaan manusia hingga beragam produk pangan fermentasi
(Echegary et al., 2023).

Bakteri Asam Laktat (BAL) menghasilkan asam organik berupa asam
laktat dan asam asetat selama fermentasi. Asam laktat berperan menurunkan pH
adonan dan membentuk kompleks dengan molekul pati sehingga mengurangi
ketersediaan pati untuk dicerna, sedangkan asam asetat berkontribusi dalam
memperlambat pengosongan lambung. Keduanya secara sinergis menghambat
aktivitas enzim a-amilase yang berperan dalam pemecahan pati menjadi glukosa,
sehingga laju hidrolisis pati melambat dan berdampak pada penurunan nilai
indeks glikemik roti (De Angelis, 2007; Demirkesen et al., 2021). Selain BAL,
mikroorganisme lain yang berperan penting dalam fermentasi roti adalah khamir
saccharomyces cerevisiae. Khamir ini menghasilkan enzim invertase yang
menguraikan sukrosa menjadi gula sederhana, kemudian di fermentasi menjadi
gas CO2 dan etanol yang membantu pengembangan adonan. Proses fermentasi
kombinasi selain berfungsi menghasilkan cita rasa dan tekstur pada roti, tetapi

juga dapat menurunkan kadar gula yang mudah dicerna (Wang et al., 2021).



Bakteri Asam Laktat (BAL) dan khamir merupakan makhluk hidup
ciptaan Allah SWT yang termasuk ke dalam kelompok mikroorganisme atau
mikroba, yaitu makhluk hidup berukuran mikroskopis yang tidak dapat dilihat
langsung oleh indera penglihatan tanpa bantuan alat. Dalam Al-Qur’an, Allah

SWT berfirman dalam Surah Yunus ayat 61 sebagai berikut :

T I Y 8T s
Artinya : "Dan engkau (Muhammad) tidak berada dalam suatu urusan, dan tidak
membaca suatu ayat dari Al-Qur’an, dan kamu tidak mengerjakan
suatu pekerjaan, melainkan Kami menjadi saksi atasmu ketika kamu
melakukannya. Tidak Iluput dari pengetahuan Tuhanmu sekalipun
seberat zarrah (atom) di bumi dan tidak (pula) di langit, dan tidak ada
vang lebih kecil dari itu dan tidak (pula) yang lebih besar, melainkan
(semua) tertulis dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuz)."” (QS. Yunus :
61).

Lafadz (33%) dalam ayat tersebut diartikan sebagai sesuatu yang sangat
kecil yang menggambarkan kehalusan dan ketelitian ciptaan Allah SWT. Dalam
konteks sains, makna dzarrah dapat dipahami sebagai representasi dari partikel
mikroskopis, termasuk mikroorganisme seperti bakteri dan khamir yang tidak
terlihat oleh mata manusia, namun memiliki peranan besar dalam keseimbangan
kehidupan. Menurut Tafsir Al-Mishbah (Shihab, 2002), ayat ini menunjukkan
bahwa Allah SWT Maha teliti terhadap segala sesuatu, bahkan sekecil dzarrah.
Tidak ada ciptaan-Nya yang sia-sia, karena setiap makhluk memiliki fungsi dan
manfaat tertentu dalam sistem kehidupan. Begitu pula mikroorganisme seperti
Bakteri Asam Laktat (BAL) dan khamir (Saccharomyces cerevisiae), meskipun

ukurannya sangat kecil, memiliki manfaat besar dalam bidang pangan dan

kesehatan manusia.



Keduanya diciptakan oleh Allah SWT dengan membawa manfaat bagi
kehidupan manusia khususnya dalam bidang pangan melalui proses fermentasi.
Penggunaan kombinasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dan khamir melalui
fermentasi menghasilkan asam organik yang dapat menurunkan pH adonan roti
serta memperlambat enzim amilase yang berfungsi mencerna pati atau memecah
pati yang dapat meningkatkan aktivitas fermentasi, produksi CO: dan
meningkatkan kualitas roti. Pembentukan asam organik dari bakteri asam laktat
menyebabkan peningkatan pati resisten dan serat larut yang berdampak pada
pelepasan glukosa sehingga dapat menurunkan indeks glikemik (Demirkesen et
al., 2021). Penelitian ini menggunakan tepung gandum hitam yang memiliki
karakteristik yang berbeda, yaitu kandungan gliadin yang tinggi namun gluten
yang rendah sehingga menghasilkan adonan dengan elastisitas yang lebih lemah
(Gao et al., 2017; Deleu et al., 2020). Kondisi ini menjadikan proses fermentasi
pada adonan gandum hitam memerlukan pendekatan yang lebih optimal
dibandingkan roti berbahan dasar tepung terigu pada umumnya. Salah satu
strategi yang dapat diterapkan adalah penggunaan kombinasi Bakteri Asam Laktat
(BAL) dan khamir, dimana keduanya bekerja secara sinergis dalam proses
fermentasi. Kombinasi ini terbukti lebih efektif dalam menurunkan respons
glikemik dibandingkan fermentasi menggunakan khamir tunggal (Demirkesen et
al.,2021).

Penelitian ini menggunakan kombinasi BAL dengan konsentrasi 2%, 3%,
dan 4%, serta khamir Saccaromyces cerevisiae dengan konsentrasi 1,5%, 2%, dan
2,5%. Penggunaan BAL hingga 4% didasarkan bahwa konsentrasi BAL yang

lebih tinggi cenderung menghasilkan asam organik yang tinggi, sehingga
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menyebabkan penurunan pH yang menghambat aktivitas khamir dalam
memproduksi gas CO» secara optimal (Mou et al., 2025). Konsentrasi khamir
dibatasi hingga 2,5% didasarkan pada penelitian Wang et al. (2024) yang
menunjukkan bahwa konsentrasi khamir yang terlalu tinggi selama fermentasi
menghasilkan gaya ekspansi gas karbon dioksida melebihi kekuatan struktur
jaringan gluten, menyebabkan kerusakan pada struktur internal dan berdampak
negatif pada elastisitas.

Jenis khamir yang digunakan pada penelitian ini adalah Saccharomyces
cerevisiae. Saccharomyces cerevisiae dikenal luas sebagai ragi roti yang telah
dimanfaatkan selama ratusan tahun (Montes et al., 2016). Khamir yang digunakan
adalah Saccharomyces cerevisiae yang diisolasi dari daging buah salak pondoh
(Salacca edulis Reinw.). Selain itu isolat ini mampu memfermentasi empat jenis
gula yaitu glukosa, fruktosa, sukrosa dan galaktosa (Sari, 2020). Penelitian ini
menggunakan Bakteri Asam Laktat (BAL) Lactiplantibacillus plantarum yang
diisolasi dari buah apel variates Anna (Malus sylvestris Mill.) yang telah
dilakukan pada penelitian sebelumnya oleh Azzahra (2024) memiliki kemampuan
menghasilkan eksopolisakarida (EPS) tertinggi. Pemilihan BAL tersebut
didasarkan pada kemampuannya dalam memproduksi EPS dalam jumlah tinggi,
yang berperan dalam mengikat air dan mempertahankan gas CO: selama proses
fermentasi. Oleh karena itu, BAL ini dinilai sesuai untuk diaplikasikan dalam
pembuatan roti gandum hitam yang memiliki kandungan serat tinggi dan kadar
gluten yang rendah (Ramos et al., 2021).

Pengujian lanjutan terhadap kombinasi BAL Lactiplantibacillus

plantarum dan khamir Saccaromyces cerevisiae juga dapat memengaruhi kualitas
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roti gandum hitam. Fermentasi menghasilkan berbagai senyawa volatil seperti
asam organik yang berperan penting dalam pembentukan aroma dan cita rasa khas
roti (Demirkesen et al., 2021). Uji organoleptik merupakan pengujian dengan
menggunakan indra manusia sebagai alat ukur terhadap penerimaan suatu produk
(Adiluhung & Sutrisno, 2018). Pengujian ini dilakukan untuk menilai preferensi
konsumen terhadap roti yang dihasilkan dan menentukan kualitas sensori seperti
warna, aroma, tekstur dan rasa roti gandum hitam (Litwinek er al., 2022).
Menurut penelitian Demirkesen et al. (2021), fermentasi kombinasi BAL dan
khamir pada roti berbasis gandum hitam tidak hanya menurunkan indeks glikemik
tetapi juga meningkatkan sifat sensori seperti cita rasa, aroma dan tekstur pada
roti dibandingkan fermentasi tunggal oleh khamir.

Dalam penelitian ini, pengujian nilai indeks glikemik dilakukan secara
tidak langsung yaitu menggunakan metode in vitro. Metode ini meniru proses
fisikokimia, proses yang terlibat dalam pencernaan karbohidrat yang terjadi di
saluran pencernaan bagian atas manusia (lambung dan usus halus). Proses tersebut
meniru tahapan hidrolisis (pemecahan) pati menjadi glukosa oleh enzim
pencernaan. Hidrolisis bertujuan untuk mensimulasikan prosedur in vivo (Ferrer
et al., 2012). Tahapan hidrolisis enzimatik menggunakan enzim pepsin,
pankreatin, dan amiloglukosidase sebagaimana dikembangkan oleh Argyri et al.,
(2016). Menurut Nurhayati et al., (2019), metode in vitro lebih efisien dan tidak
memerlukan uji klinis pada manusia (in vivo) serta cocok digunakan untuk
skrinning awal indeks glikemik dari berbagai produk pangan yang hasilnya

menunjukkan perkiraan indeks glikemik (estimated Glycemic Indeks/ eGI).
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Latar belakang tersebut menjadi dasar dilakukannya penelitian mengenai
penambahan campuran Bakteri Asam Laktat (BAL) Lactiplantibacillus plantarum
dan khamir Saccharomyces cerevisiae pada roti gandum hitam. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk menganalisis pengaruh fermentasi kombinasi BAL dan
khamir terhadap nilai indeks glikemik (IG) roti gandum hitam menggunakan
metode in vitro dan mengetahui kualitas pada roti gandum hitam. Melalui
kombinasi kedua mikroorganisme tersebut, diharapkan dapat dihasilkan roti
gandum hitam dengan nilai indeks glikemik yang lebih rendah dibandingkan roti
tanpa perlakuan fermentasi mikroba, sehingga berpotensi dikembangkan sebagai
pangan fungsional yang mendukung pengendalian kadar glukosa darah dan

pencegahan penyakit metabolik seperti diabetes.

2.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Bagaimana pengaruh kombinasi Lactiplantibacillus plantarum dan
Saccaromyces cerevisiae terhadap volume pengembangan dan kualitas
organoleptik roti gandum hitam, meliputi warna, aroma, rasa, dan tekstur?

2. Bagaimana pengaruh kombinasi Lactiplantibacillus plantarum dan
Saccaromyces cerevisiae terhadap nilai estimated glycemic index (eGI)
roti gandum hitam secara in vitro?

2.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Untuk menganalisis pengaruh fermentasi kombinasi Lactiplantibacillus

plantarum dan Saccaromyces cerevisiae terhadap volume pengembangan
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dan kualitas organoleptik roti gandum hitam, meliputi warna, aroma, rasa,
dan tekstur

2. Untuk mengetahui pengaruh kombinasi Lactiplantibacillus plantarum dan
Saccaromyces cerevisiae terhadap nilai estimated glycemic index (eGl)
roti gandum hitam menggunakan metode in vitro.

2.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Penelitian yang dilakukan diharapkan dapat memberikan informasi
mengenai penurunan nilai estimated Glycemic Index (eGIl) pada roti
gandum hitam hasil  fermentasi kombinasi Bakteri Asam Laktat
Lactiplantibacillus plantarum dan Khamir Saccaromyces cerevisiae.

2. Penelitian yang dilakukan diharapkan dapat menjadi dasar pengembangan
produk roti gandum hitam hasil fermentasi sebagai pangan fungsional
rendah indeks glikemik yang berpotensi mendukung pengendalian kadar
gukosa darah serta pencegahan penyakit metabolik seperti diabetes.

3. Penelitian yang dilakukan diharapkan dapat menghasilkan roti fermentasi
dengan kualitas yang tinggi serta memberikan alternatif pangan fungsional
yang lebih sehat.

2.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Penelitian ini menggunakan satu jenis tepung, yaitu tepung gandum hitam
(rye flour) sebagai bahan utama pembuatan roti.

2. Isolat Saccharomyces cerevisiae berasal dari hasil isolasi daging buah

salak pondoh (Salacca edulis Reinw.).
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. Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) yaitu Lactiplantibacillus plantarum
berasal dari hasil isolasi buah apel varietas Anna (Malus sylvestris Mill).

. Variasi konsentrasi penambahan Saccaromyces cerevisiae dan BAL
Lactiplantibacillus plantarum dengan konsentrasi kombinasi khamir 1,5%,
2% dan 2,5% (w/w) dan BAL 2%, 3%, dan 4% (v/w) serta kontrol negatif.
. Uji nilai estimated Glycemic Index (eGl) menggunakan metode in vitro.

. Pengujian nilai eGI dilakukan secara in vitro menggunakan metode
hidrolisis pati dengan reagen 3,5-dinitrosalisilat (DNS).

. Pengujian nilai eGI menggunakan enzim pepsin, amilase dan
glukoamylase.

. Pengambilan aliquot waktu hidrolisis pati 0, 30, 60, 90, dan 120.

. Pengujian kualitas roti yang dilakukan melalui uji organoleptik dengan

parameter warna, aroma, rasa, dan tekstur.



BAB III

TINJAUAN PUSTAKA

3.1 Bakteri Asam Laktat (BAL) dan Khamir dalam Perspektif Al- Qur’an
Bakteri dan khamir merupakan makhluk hidup ciptaan Allah SWT yang
termasuk ke dalam kelompok mikroorganisme, yaitu makhluk hidup berukuran
mikroskopis yang tidak dapat dilihat secara langsung oleh mata manusia. Khamir
merupakan makhluk ciptaan Allah SWT yang memiliki kedekatan dengan fungi
atau jamur, karena menurut sains fungi merupakan organisme eukariotik yang
tediri dari khamir, kapang, dan cendawan (Vivek & Venkitasamy, 2023).

Sebagaimana Allah SWT berfirman dalam Q.S Al-Baqarah [2]: 26, sebagai

berikut:
38 3 B LS5 W e B s o O oo ks Y A 31 ®

Sy Tl Ol s 0 55T aglsdo 1588 230l s SELRN S 8 Haalas
Yo. 19 & Sl 2 o oL o 0.5 po.&
Y Gt V) B0 2 Uig s S Doy s RS

Artinya :”Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa
nyamuk atau yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-orang yang
beriman, mereka tahu bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan,
tetapi mereka yang kafir berkata: "Apa maksud Allah dengan
perumpamaan ini?". Dengan perumpamaan itu banyak orang yang
disesatkan Allah, dan dengan perumpamaan itu banyak (pula) orang
yvang diberi-Nya petunjuk. Dan tidak ada yang disesatkan kecuali orang
- orang yang fasik”. (Q.S Al Baqarah : 26).

}W/ <

Tafsir jalalain menjelaskan istilah a3 diartikan sebagai bentuk tunggal
dari kata ba 'udh, yaitu kutu yang sangat kecil. Menurut Tafsir Al Misbah (Shihab,
2002) ayat tersebut mengandung makna perumpamaan, yang menunjukkan
bahwa Allah swt tidak malu menjadikan makhluk yang sangat kecil sekalipun

sebagai kebesaran dan kekuasaan - Nya. Sekecil apa pun ciptaan Allah, tetap

15
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mengandung hikmah dan manfaat yang besar bagi kehidupan manusia khususnya
dalam bidang pangan. Perumpamaan ini sangat relevan dengan keberadaan
mikroorganisme, yang secara fisik sangat kecil dan tidak tampak oleh mata,
namun memiliki peran besar dalam berbagai proses biologis seperti fermentasi
yaitu Bakteri Asam Laktat (BAL) dan khamir.

Pemanfaatan mikroorganisme melalui kombinasi antara Bakteri Asam
Laktat (BAL) dan khamir. Kolaborasi ini menciptakan kerja sama yang
menghasilkan manfaat lebih besar dibandingkan dengan bekerja sendiri-sendiri.
Menurut Litwinek et al. (2022), khamir dan BAL mampu berperan bersama dalam
proses fermentasi, menghasilkan produk pangan yang lebih bergizi serta
memberikan dampak positif bagi kesehatan manusia. Sinergi ini terinsipirasi dari

firman Allah SWT dalam QS. Al-Maidah ayat 2 adalah sebagai berikut :

G4 V5 8 Y5 i Y5 e 2B s o pls gl Y il o Gl
.35 Ols vi”’ﬁ Vg 153Ua26 rw 315 G133 285 23 Ylad O3aay 3z i &2
B 55T Y G L gy 35 O apd sl NI

v ol B A Span s oy A

Artinya: “Wahai orang-orang yang beriman, janganlah kamu melanggar syiar-
syiar (kesucian) Allah, jangan (melanggar kehormatan) bulan-bulan
haram, jangan (mengganggu) hadyu (hewan-hewan kurban) dan
qala’id (hewan-hewan kurban yang diberi tanda), dan jangan (pula
mengganggu) para pengunjung Baitulharam sedangkan mereka
mencari karunia dan rida Tuhannya! Apabila kamu telah bertahalul
(menyelesaikan ihram), berburulah (jika mau). Janganlah sekali-kali
kebencian(-mu) kepada suatu kaum, karena mereka menghalang-
halangimu dari Masjidilharam, mendorongmu berbuat melampaui
batas  (kepada  mereka). Tolong-menolonglah  kamu  dalam
(mengerjakan) kebajikan dan takwa, dan jangan tolong-menolong
dalam berbuat dosa dan permusuhan. Bertakwalah kepada Allah,
sesungguhnya Allah sangat berat siksaan-Nya”. (QS. Al-Maidah : 2)
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Tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Allah memerintahkan hamba-Nya
yang beriman untuk senantiasa tolong menolong dalam perbuatan baik yang

disebut kebajikan (3;3\) serta meninggalkan perbuatan munkar. Dalam lafadz yang

Fl
,,,,,

berarti tolong menolong (133&5), Allah swt melarang untuk tolong menolong
dalam perbuatan dosa. Bakteri Asam Laktat (BAL) dan khamir bekerja sama
sehingga dapat menghasilkan pangan yang lebih bergizi dan bermanfaat bagi
kesehatan manusia. Hal ini dapat dianalogikan seperti sinergi antara bakteri asam
laktat dan khamir yang saling bekerja sama untuk menghasilkan produk pangan
yang berkualitas tinggi (Litwinek et al., 2022).
3.2 Indeks Glikemik

Indeks glikemik adalah ukuran kecepatan makanan yang diserap menjadi
gula darah. Indeks glikemik dihitung dari luas area dibawah kurva glukosa darah
(AUC) makanan uji dengan AUC makanan acuan (biasanya berupa glukosa atau
roti tawar) yang masing-masing mengandung 50 gram available karbohidrat dan
diujikan pada individu yang sama dalam periode 2 jam setelah mengkonsumsi
pangan (Sunani & Hendriani, 2023). Indeks glikemik (IG) adalah indeks untuk
mengkategorikan makanan yang mengandung karbohidrat berdasarkan efeknya
pada tingkat gula darah. Ini dapat digambarkan secara matematis melalui rumus
sebagai berikut (Sagilli et al., 2022) :

. . luas kurva sampel
Indeks Glikemik (1G) = x 100%
luas kurva glukosa

Indeks glikemik dapat dijadikan acuan dalam memilih jenis makanan
yang sesuai untuk pola makan pada pengendalian kadar gula darah (Sunani &
Hendriani, 2023). Nilai indeks glikemik (IG) sering dikaitkan dengan pangan

berbasis karbohidrat (Sack er al., 2014). Makanan yang sedikit atau tidak
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mengandung karbohidrat, seperti daging dan keju memiliki indeks glikemik yang
sangat rendah. Semakin sedikit makanan mengandung pati dan gula yang mudah
di cerna, semakin kecil nilai indeks glikemiknya. Sedangkan nasi dan roti gandum
merupakan contoh jenis makanan yang mengandung indeks glikemik yang tinggi.
Hal ini disebabkan karena nasi dan roti gandum mengandung karbohidrat
kompleks (pati) yang mudah dipecah menjadi glukosa dan cepat diserap oleh
usus, sehingga menyebabkan peningkatan kadar gula darah yang tinggi. Semakin
tinggi indeks suatu makanan, semakin cepat dampaknya terhadap kenaikan gula
darah. Sehingga makanan dengan indeks glikemik yang tinggi harus dihindari
oleh para penderita diabetes (Muflihati, 2017). Menurut Arif et al., (2014) Nilai
indeks glikemik dapat dikelompokkan menjadi tiga kategori yaitu rendah <55,
sedang 55 - 69, dan tinggi >70 (Tabel 2.1).

Tabel 2.1 Klasifikasi nilai indeks glikemik

Klasifikasi Indeks Glikemik Nilai Indeks Glikemik
Rendah <55
Sedang 55-69
Tinggi >70

Secara umum, pangan yang dicerna dan diserap cepat akan menghasilkan
peningkatan gula darah yang tinggi sehingga memiliki nilai IG tinggi, sedangkan
pangan yang dicerna lebih lambat, menyebabkan kenaikan gula darah yang lebih
perlahan atau stabil, sehingga memiliki nilai IG rendah (Arif et al., 2014).
Menurut Hoerudin (2012) pangan dengan IG rendah dan tinggi dapat dibedakan
berdasarkan kecepatan pencernaan dan penyerapan glukosa serta fluktasi

kadarnya dalam darah (Gambar 2.1).



19

Glukosa
Glukosa

~

Waktu Waktu

Gambar 2.1 Skema penyerapan glukosa dari pangan yang memilki indeks
glikemik (IG). (A) rendah, (B) tinggi, pada saluran pencernaan (atas)

beserta dengan kurva respon gula darah (bawah) (Hoerudin, 2012).
Pangan dengan IG rendah memiliki sifat yang menyebabkan proses
pencernaan di perut berlangsung lambat, sehingga laju pengosongan perut pun
ikut terlambat. Ini mengakibatkan pencernaan karbohidrat dan penyerapan
glukosa di usus kecil yang berlangsung lebih lambat. Mayoritas penyerapan gula
terjadi di bagian atas (duodenum) dan tengah (jejunum) dari usus kecil (Sunani,
2023). Akibatnya, fluktuasi kadar glukosa darah relatif kecil seperti yang
ditunjukkan dengan kurva respons glikemik yang landai (Gambar 2.1 A).
Sebaliknya, pangan dengan IG tinggi mencirikan laju pengosongan perut,
pencernaan karbohidrat, dan penyerapan glukosa yang berlangsung cepat,
sehingga fluktuasi kadar glukosa darah juga relatif tinggi. Hal tersebut karena
penyerapan glukosa sebagian besar hanya terjadi pada usus kecil bagian atas

(Gambar 2.1 B).

3.2.1 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Indeks Glikemik

Pangan dengan jenis yang sama dapat memiliki nilai indeks glikemik yang
berbeda bila diolah atau dimasak dengan cara yang berbeda. Pengolahan dapat
mempengaruhi struktur dan komposisi zat yang dapat merubah daya serap. Selain

itu juga terdapat variates dari tumbuhan juga yang mempengaruhi nilai indeks
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glikemik. Berikut faktor-faktor yang dapat mempengaruhi nilai indeks glikemik
pada pangan, antara lain (Rusda, 2019) :
a) Kadar Serat Pangan

Kadar serat pangan memiliki hubungan yang negatif dengan nilai indeks
glikemik pangan. Biji-bijian yang mengandung kadar serat pangan tinggi
memiliki nilai indeks glikemik yang rendah. Serat dapat memperlambat laju
makanan pada saluran pencernaan dan menghambat aktivitas enzim, sehingga
proses pencernaan khususnya pati menjadi lambat dan respons glukosa darah pun
akan lebih rendah. Serat pangan yang dapat mereduksi absorpsi glukosa adalah
serat pangan larut. Serat larut memiliki fungsi untuk memperlambat pencernaan
didalam usus dan memperlambat laju peningkatan glukosa darah (Arif et al.,
2013). Kandungan serat terutama arabinoxylan dan f-glukan, dapat meningkatkan
viskositas di saluran pencernaan dan menghambat difusi enzim pencernaan
menuju granula pati (Iversen ef al., 2022).

b) Kadar Amilosa dan Amilopektin

Amilosa dan amilopektin merupakan dua fraksi yang termasuk granula
pati. Amilosa merupakan polimer rantai lurus glukosa yang dihubungkan oleh
ikatan a-(1,4)-glikosidik, amilosa juga disebut sebagai fraksi terlarut. Amilopektin
pada dasarnya mirip dengan amilosa tetapi memiliki ikatan a-(1,6)-glikosidik
pada percabangannya dan disebut sebagai fraksi tidak larut. Amilopektin bersifat

lebih rapuh dibandingkan amilosa (Gambar 2.2).
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R Arnilosa

Gambar 2.2 . Struktur Molekul Amilosa dan Amilopektin, dua polimer utama
penyusun granula pati (Rozali, 2024)

Amilosa juga mempunyai ikatan hidrogen yang lebih kuat dibandingkan
dengan amilopektin, sehingga lebih sukar dihidrolisis oleh enzim-enzim
pencernaan. Struktur amilosa yang tidak bercabang membuat amilosa terikat lebih
kuat sehingga sulit tergelatinisasi dan akibatnya sulit dicerna. Pangan yang
memiliki proporsi amilosa lebih tinggi dibanding amilopektin akan memiliki nilai
indeks glikemik yang lebih rendah (Rusda, 2019). Enzim pencernaan yang
mampu menghidrolisis pati oleh air membentuk gula adalah enzim amilase.
Enzim ini terdapat pada air ludah manusia dan pancreas. Enzim amilase
dikategorikan sebagai endoenzim karena pemotongan pati dilakukan secara acak
dari dalam (Wahyuni, 2015).

Pati gandum putih (7riticum aestivum L.) mengandung amilopektin dalam
proporsi yang sangat tinggi, yaitu sekitar 75-80% dari total pati, dengan panjang
rantai cabang yang relatif pendek sehingga mudah diakses dan dihidrolisis oleh
enzim a-amilase secara cepat. Sebaliknya, pati gandum hitam (Secale cereale L.)
juga mengandung amilopektin dalam proporsi serupa (sekitar 70—80%), namun

rantai cabang amilopektinnya cenderung lebih panjang dan lebih padat, sehingga
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lebih lambat dihidrolisis oleh enzim pencernaan (Iversen et al., 2022). Selain itu,
matriks serat gandum hitam yang kaya arabinoxylan dan beta-glukan melapisi
granula pati dan secara fisik menghambat akses enzim amilase terhadap
amilopektin, sehingga laju hidrolisis pati pada gandum hitam jauh lebih lambat
dibandingkan gandum putih. Kondisi inilah yang menjadi salah satu dasar ilmiah
mengapa produk berbasis gandum hitam secara konsisten menghasilkan respons
glikemik yang lebih rendah dibandingkan produk gandum putih (Deleu et al.,
2020).
¢) Daya Cerna Pati

Daya cerna pati adalah tingkat kemudahan suatu jenis pati untuk
dihidrolisis oleh enzim pemecah pati menjadi unit yang lebih sederhana. Pati
adalah karbohidrat utama yang ditemukan di alam dan merupakan sumber utama
karbohidrat dalam makanan manusia. Secara alami, sebagian pati terdapat dalam
plastida biji, akar, umbi, buah, daun, umbi, inti batang, dan rimpang tanaman
hijau dalam bentuk granula. Senyawa utama penyusun granula pati adalah o-D-
glukosa yang saling terhubung membentuk dua polimer dengan struktur dan sifat
yang berbeda, yaitu amilosa dan amilopektin (Rozali, 2024). Pati merupakan
bahan pangan utama yang akan dikonversi menjadi energi dalam tubuh manusia
(Bojarczuk et al, 2022). Konversi pati menjadi energi melalui proses yang
panjang, yang dimulai dari proses hidrolisis pati menjadi glukosa. Hidrolisis atau
pencernaan pati dilakukan oleh beberapa enzim terutama di dalam usus halus oleh
enzim a-amilase, glukoamilase dan sukraseisomaltase. Hasil hidrolisis pati berupa
glukosa akan diserap ke dalam darah untuk dibawa ke sel-sel tubuh dan

selanjutnya diubah menjadi energi (Rozali, 2024).
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Hidrolisis pati menjadi glukosa merupakan proses bertahap yang
melibatkan serangkaian enzim pencernaan pada manusia yang bekerja secara
berurutan. Tahap pertama dimulai di rongga mulut, di mana enzim a-amilase
saliva (ptyalin) mulai memecah ikatan glikosidik a-1,4 secara acak dari dalam
rantai amilosa dan amilopektin, menghasilkan fragmen-fragmen berupa dekstrin
dan maltose (Lin et al., 2012). Proses ini berlanjut di usus halus, di mana a-
amilase pankreas bekerja lebih intensif memecah dekstrin menjadi maltosa,
maltotriosa, dan oligosakarida rantai pendek. Tahap akhir terjadi di brush border
epitel usus halus, di mana enzim maltase-glukoamilase memotong ikatan o-1,4
dari ujung rantai dan melepaskan unit glukosa bebas satu per satu, sementara
sukrase-isomaltase berperan memotong ikatan percabangan o-1,6 pada
amilopektin. Glukosa hasil hidrolisis kemudian diserap melalui Sodium-Glucose
Linked Transporter-1 (SGLT-1), yaitu protein transporter pada membran apikal
enterosit yang mengangkut glukosa bersama ion natrium (Na*) dari lumen usus ke
dalam sel epitel usus halus ke dalam sirkulasi darah, menyebabkan kenaikan kadar
glukosa darah postprandial yang menjadi dasar pengukuran indeks glikemik suatu
pangan (Elferink et al., 2020).

Pengukuran daya cerna pati secara in vitro mengacu pada metode Argyri
et al. (2016) yang mensimulasikan tiga tahap utama pencernaan karbohidrat di
saluran pencernaan bagian atas manusia. Tahap pertama adalah pencernaan
lambung (gastric phase), di mana sampel roti diinkubasi bersama enzim pepsin
dalam larutan buffer asetat pH 5,0 pada suhu 37°C. Pada tahap ini, pepsin
berperan mendegradasi komponen protein yang membungkus granula pati

(protein-starch matrix), sehingga granula pati menjadi lebih mudah diakses oleh
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enzim amilase pada tahap berikutnya. Tahap kedua adalah pencernaan usus halus
(intestinal phase), di mana sampel ditambahkan enzim a-amilase pankreas
(pankreatin) dalam larutan buffer fosfat pH 6,9 pada suhu 37°C. Enzim a-amilase
memecah ikatan glikosidik a-1,4 secara acak pada rantai amilosa dan amilopektin,
menghasilkan dekstrin, maltosa, dan oligosakarida rantai pendek. Tahap ketiga
adalah hidrolisis oleh enzim amiloglukosidase (glucoamylase phase), di mana
amiloglukosidase memotong satu per satu unit glukosa dari ujung non-pereduksi
rantai oligosakarida, sehingga menghasilkan glukosa bebas yang dapat diukur
kadarnya. Pengambilan aliquot dilakukan pada menit ke-0, 30, 60, 90, dan 120
menit untuk mengamati kinetika pelepasan glukosa selama proses hidrolisis
berlangsung (Argyri et al., 2016)

Laju hidrolisis pati dipengaruhi oleh struktur fisik granula pati, rasio
amilosa terhadap amilopektin, derajat gelatinisasi, serta kehadiran komponen lain
seperti serat, protein, dan asam organik yang dapat menghambat aktivitas enzim
a-amilase. Penghambatan a-amilase menyebabkan pati tidak terpecah secara
efisien menjadi dekstrin dan maltosa, sehingga produksi glukosa bebas di usus
halus pun melambat, luas area di bawah kurva (AUC) glukosa darah mengecil,
dan nilai hidrolisis indeks (HI) serta estimated glycemic index (eGI) menurun
(Demirkesen et al., 2021).

d) Fermentasi Mikroba

Fermentasi melibatkan aktivitas mikroorganisme yang mampu mengubah
struktur kimia dan fisik komponen penyusun adonan, khususnya pati dan serat
pangan. Perubahan ini berdampak langsung pada penurunan laju pencernaan pati

serta perlambatan pelepasan glukosa selama proses pencernaan, sehingga
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menghasilkan pangan dengan nilai IG yang lebih rendah (Demirkesen et al.,
2021). Selama fermentasi, BAL menghasilkan asam organik terutama asam laktat
dan asam asetat yang berperan menurunkan pH adonan. Kondisi asam ini
menghambat aktivitas enzim a-amilase sehingga proses hidrolisis pati menjadi
glukosa berjalan lebih lambat (De Angelis, 2007).

Pengaruh fermentasi terhadap pati (amilum) pada adonan roti gandum
hitam terjadi melalui mikroba yaitu Bakteri Asam Laktat (BAL), khususnya
Lactiplantibacillus plantarum, berperan penting dalam menurunkan nilai
estimated Glycemic Index (eGl) pangan melalui serangkaian mekanisme biokimia
yang saling mendukung. Selama fermentasi, BAL memproduksi asam laktat
sebagai metabolit utama dan asam asetat sebagai produk sampingan melalui jalur
homofermentatif maupun heterofermentatif. Kedua asam organik ini menurunkan
pH adonan secara signifikan, menciptakan lingkungan asam yang secara langsung
menghambat aktivitas enzim a-amilase pankreas pada saat pencernaan
berlangsung di usus halus (De Angelis, 2007). Asam laktat juga berinteraksi
dengan fraksi protein gluten dalam matriks adonan, membentuk ikatan kompleks
protein-pati yang mengurangi aksesibilitas enzim pencernaan terhadap granula
pati. Selain itu, kondisi pH rendah akibat fermentasi BAL mendorong terjadinya
retrogradasi amilosa, yaitu terbentuknya kembali struktur kristalin dari rantai
amilosa yang menghasilkan pati resisten tipe 3 (RS3). Pati resisten ini tidak dapat
dihidrolisis oleh enzim pencernaan normal sehingga tidak berkontribusi pada
peningkatan kadar glukosa darah (Demirkesen et al., 2021). Secara keseluruhan,

aktivitas fermentasi L. plantarum menyebabkan penurunan laju hidrolisis pati
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yang tercermin dari rendahnya nilai Hydrolysis Index (HI) dan eGI produk roti
yang dihasilkan (Nurhayati et al., 2019)

Khamir Saccharomyces cerevisiae berkontribusi dalam penurunan nilai
eGI melalui mekanisme yang berbeda namun saling melengkapi dengan BAL.
Selama fermentasi, S. cerevisiae menghasilkan enzim invertase yang
menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa. Monosakarida tersebut
selanjutnya dimanfaatkan oleh khamir melalui jalur glikolisis untuk menghasilkan
etanol dan karbondioksida (CO:), sehingga kadar gula sederhana yang tersedia
untuk diserap dalam produk akhir menjadi berkurang (Wang et al., 2021).
Produksi CO: yang intens selama fermentasi juga mengubah struktur fisik matriks
adonan dengan membentuk jaringan pori-pori yang lebih rapat dan padat,
sehingga menghambat akses enzim pencernaan terhadap granula pati di dalamnya
(Khazalina, 2020). Di samping itu, metabolisme S. cerevisiae menghasilkan
berbagai senyawa volatil seperti ester, aldehida, dan asam organik rantai pendek
yang secara tidak langsung turut menghambat aktivitas enzim a-amilase selama
proses pencernaan berlangsung (Wang et al., 2021).

3.2.2 Metode Penentuan Indeks Glikemik

Metode penentuan indeks glikemik terbagi menjadi 2 yaitu metode in
vivo dan in vitro (Rinaldi, 2019). Metode in vivo merupakan metode pengujian
langsung pada manusia untuk mengukur respon glukosa darah setelah
mengonsumsi pangan uji yang mengandung 50 gram karbohidrat tersedia. Respon
ini dibandingkan dengan pangan acuan (biasanya glukosa murni atau roti putih),
kemudian dihitung luas area di bawah kurva glukosa darah (4rea Under the

Curve/ AUC). (Ferrer et al., 2011). Tahap pengujian yaitu sampel darah pertama
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harus diambil tepat pada 15 menit setelah gigitan pertama sampel atau makanan
uji. Pengambilan darah partisipan sebaiknya pada kapiler ujung jari karena dapat
memberikan sensitivitas yang baik. Waktu pengambilan darah pada partisipan
adalah puasa (menit-0), menit ke-15, 30, 45, 60, 90 dan menit ke- 120 setelah
mulai mengkonsumsi makanan uji (Kazemi et al., 2020).

Metode in vitro dilakukan dengan menirukan sistem pencernaan pada
manusia dengan menggunakan enzim-enzim yang bekerja pada sistem pencernaan
dan mengukur kecepatan glukosa yang dilepaskan dalam tubuh manusia.
Beberapa peneliti telah menggunakan metode secara in vitro terkait hidrolisis
enzimatis pati untuk mengatahui dan mengukur bagaimana perkiraan respon
glikemik darah in vivo (Argyri et al., 2013). Kadar glukosa hasil hidrolisis pati
dapat diukur menggunakan metode 3,5-dinitrosalisilat (DNS). Metode ini
didasarkan pada reaksi antara gugus aldehid dari gula pereduksi, termasuk
glukosa, dengan asam dinitrosalisilat yang menghasilkan kompleks berwarna
jingga kemerahan. Intensitas warna yang terbentuk kemudian diukur
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 - 575 nm, dan
dibandingkan dengan kurva standar glukosa untuk menentukan konsentrasi
glukosa yang terbentuk (Rinaldi, 2019).

Tahapan analisis in vitro dengan metode DNS secara umum yaitu
penimbangan sampel roti, penambahan enzim a-amilase untuk mensimulasikan
proses pencernaan pati, pengambilan aliquot pada waktu tertentu (0 - 120 menit),
penghentian aktivitas enzim melalui pemanasan, dan pengukuran kadar gula
pereduksi menggunakan reagen DNS. Data kadar glukosa yang diperoleh dari

setiap waktu pengamatan kemudian digunakan untuk menghitung Hydrolysis
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Index (HI) dan selanjutnya digunakan untuk memperkirakan nilai eGI (Sciarini et
al.,2017).
3.3 Roti

Roti merupakan jenis makanan yang mengandung karbohidrat dan terbuat
dari tepung terigu (Hamidah et al., 2019). Roti dikenal sebagai produk pangan
berbasis adonan tepung. Selain itu, roti menjadi makanan praktis untuk sumber
energi, sehingga roti terus menjadi bahan pangan yang sering dikonsumsi dalam
kehidupan sehari-hari. Roti dapat diartikan sebagai pangan berbahan baku tepung
terigu dengan pencampuran bahan lain sehingga membentuk adonan, kemudian
difermentasi dengan ragi roti dan dipanggang dalam oven (Karki et al., 2017).
Tahap pembuatan roti terdiri dari empat tahap utama, yaitu pencampuran adonan,
peragian (fermentasi), pengulenan, dan pemanggangan. Tahap pertama adalah
proses pencampuran adonan dengan mengaduk, menarik dan membanting adonan
berfungsi dalam menghasilkan gluten di dalam adonan sehingga memiliki sifat
viskoelastis. Tahap kedua adalah peragian yang berfungsi untuk mengembangkan
adonan roti. Mikroba pada tahap peragian akan mensintesis enzim yang kemudian
digunakan untuk memproduksi CO, dari glukosa atau pati (Sitepu, 2019). Proses
ketiga melibatkan pengulenan adonan, yang bertujuan untuk meratakan distribusi
gelembung karbon dioksida yang terakumulasi di dalamnya (Munteanu et al.,
2019). Tahap terakhir adalah pemanggangan. Pemanggangan roti dilakukan di
dalam oven dengan suhu 180 °C selama 20 menit (Karki et al., 2017).

Roti adalah jenis makanan yang volumenya dipengaruhi gelembung gas
yang terbentuk oleh ragi (veast) sebagai hasil fermentasi. Umumnya roti memiliki

karakteristik roti meliputi warna, tekstur, rasa, dan aroma (Arum, 2020). Roti



29

tawar merupakan jenis roti yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat Indonesia.
Menurut Data Statistik Konsumsi Pangan, konsumsi roti pada tahun 2018
mencapai 19.085 bungkus, sedangkan pada tahun 2014 sebesar 3.244 bungkus.
Berdasarkan data tersebut, dapat diketahui bahwa kebutuhan roti mengalami
peningkatan dari tahun ke tahun yang menyebabkan roti memiliki banyak variasi
dari segi rasa maupun bahan yang digunakan sehingga menghasilkan nilai gizi
yang berbeda. Umumnya, roti tawar mengandung karbohidrat sebesar 50g, protein
8g, lemak 1,2g, serat 5,1g, energi 248kal, dan air 40g (Sachriani, 2021).

Roti merupakan makanan berbahan dasar biji-bijian dan merupakan bagian
dari pola makan sehari-hari yang terdiri dari karbohidrat, protein, serat pangan,
dan vitamin yang cukup (Demirkesen ef al., 2021). Serat pangan merupakan salah
satu asupan penting bagi manusia (Sachriani, 2021). Roti gandum biasa secara
umum dikategorikan sebagai makanan dengan nilai indeks glikemik (IG) yang
tinggi, sebuah kondisi yang dipertimbangkan kurang ideal bagi penderita diabetes
(Muflihati, 2017). Roti termasuk kelompok bahan pangan dengan indeks glikemik
(IG) 70 dalam kategori sedang dan dapat dijadikan sebagi kontrol dalam
penelitian indeks glikemik (Hamidah et al, 2019). Tingginya IG pada roti
gandum biasa disebabkan oleh rendahnya kandungan serat pangan. Berbagai
inovasi formulasi telah dikembangkan untuk menghasilkan roti dengan nilai
fungsional yang lebih tinggi dan IG yang lebih rendah. Perlakuan yang terbukti
efektif dalam menurunkan respons glukosa darah meliputi penggunaan rye grain
(gandum hitam), penambahan Resistant Starch (RS), dan fermentasi sourdough.

Penggunaan rye grain (gandum hitam), menunjukkan respons gula postprandial
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yang paling rendah, yang dikaitkan dengan kandungan seratnya yang lebih tinggi
dibandingkan gandum biasa (Muflihati, 2017).
3.4 Gandum Hitam

Gandum hitam (Secale cereale L.) merupakan sereal terpenting kedua
setelah gandum putih (7riticum aestivum L.) (Litwinek et al., 2022). Komponen
utama biji-bijian ini adalah pati (57,1 - 65,6%), serat (14,7 - 20,9%), protein (9,0 -
15,4%), dan abu (1,8 - 2,2%) (Dziki, 2022). Gandum termasuk juga gandum
hitam merupakan bagian dari kelompok biji-bijian yang merupakan bahan pangan
utama manusia. Sebagaimana dalam Al Qur’an, Allah swt berfirman Al An’am

ayat 99 adalah sebagai berikut :
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Artinya : “Dan Dialah yang menurunkan air dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami keluarkan
dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan
dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang
kurma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan (Kami tumbuhkan
pula) kebun-kebun anggur, zaitun, dan delima yang serupa (bentuk dan
warnanya) tetapi berlainan (rasanya). Perhatikanlah buahnya di waktu
pohonnya  berbuah  dan  (perhatikan  pula) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman.” (QS. Al-An‘am :
99).

Tafsir Al Mishbah (Shihab, 2002) menggambarkan kekuasaan Allah

,g,%

dalam menciptakan berbagai jenis tumbuhan-tumbuhan. Lafadz ( Ga) yang berarti
butir dalam ayat ini menggambarkan biji-bijian yang menjadi sumber kehidupan
manusia. Allah menurunkan air dari langit untuk menumbuhkan berbagai

tanaman, termasuk biji-bijian yang menghasilkan butir-butir yang banyak, yang
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kemudian dimanfaatkan manusia sebagai sumber pangan utama. Ayat ini bukan
sekadar menggambarkan keindahan ciptaan Allah, melainkan juga mengandung
pesan bagi manusia agar memperhatikan proses tumbuhnya bahan makanan dari
air hujan hingga menjadi bahan pangan bernilai gizi. Gandum merupakan salah
satu karunia Allah yang ditumbuhkan dari bumi dan memiliki manfaat besar bagi
kehidupan manusia sebagai sumber energi dan serat pangan.

Gandum hitam memiliki sejumlah kelebihan yang menjadikannya lebih
unggul sebagai bahan pangan fungsional dibandingkan dengan gandum putih
(Triticum aestivum L.). Dari segi kandungan mineral, gandum hitam mengandung
zat besi (Fe), magnesium (Mg), seng (Zn), mangan (Mn), dan fosfor (P) dalam
jumlah yang lebih tinggi dibandingkan gandum putih. Mineral-mineral tersebut
berperan penting dalam berbagai proses metabolisme tubuh, termasuk
pembentukan hemoglobin, aktivitas enzim, serta pemeliharaan fungsi sistem saraf
dan imun (Saeed ef al., 2025). Selain itu, gandum hitam lebih kaya akan vitamin
B kompleks, terutama tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin (B3), dan folat (B9),
yang berperan dalam metabolisme energi dan pembentukan sel darah merah
(Dziki, 2022).

Gandum hitam mengandung komponen serat yang tediri dari fruktan dan
B-glukan (Koj & Pecjz, 2023). Menurut Zannini et al., (2022) serat kompleks
yang memberikan beragam manfaat kesehatan yang diatur secara ketat oleh
struktur kimia yaitu senyawa Arabinoxylan. Gandum hitam memiliki senyawa
Arabinoksilan yang dapat ditemukan dalam berbagai kelompok biji bijian, seperti
gandum, jelai, atau jagung. Senyawa ini merupakan komponen utama serat

pangan dan kandungannya mencapai sekitar 64% dari total jumlah polisakarida
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(Dynkowska, 2020). Terdapat senyawa Arabinoxylan yang terkandung dalam
gandum hitam, telah terbukti memberikan dampak positif bagi kesehatan.
Senyawa ini memiliki efek imunomodulator, membantu menurunkan kadar
kolesterol, meringankan gejala diabetes tipe 2 dan meningkatkan penyerapan
beberapa mineral (Mendis & Simsek, 2014).

Gandum hitam memiliki kandungan serat pangan tertinggi di antara
serealia dan biasanya mencapai 20% dari bahan kering dan lebih, sedangkan
gandum putih, oat, dan barley memiliki sekitar 10-15%. Meskipun kandungan
serat nya berbeda tergantung pada varietas dan budidaya. Kandungan serat pangan
total pada gandum hitam relatif lebih tinggi dibandingkan gandum putih, dengan
jumlah arabinoksilan sekitar 50% lebih banyak. Selain itu, sebagian besar
arabinoksilan pada gandum hitam berada dalam bentuk larut air (Iversen et al.,
2022). Gandum hitam memiliki senyawa Arabinoxylan larut air yang dapat
meningkatkan viskositas pencernaan, sehingga memperlambat kerja enzim
amilase dalam memecah pati menjadi glukosa. Kondisi ini menyebabkan
pelepasan glukosa kedalam darah berlangsung lebih lambat dan pati lebih sulit
dicerna (Iversen et al., 2022).

Roti gandum hitam memiliki indeks glikemik yang relatif rendah,
sehingga keberadaan serat larut di dalamnya berperan dalam membantu
menurunkan kadar glukosa darah (Lappi et al., 2014). Roti gandum hitam
memiliki faktor yang paling dominan dalam memengaruhi nilai indeks glikemik
adalah kandungan serat pangan terutama arabinoxylan dan p-glukan, yang
berperan dalam meningkatkan viskositas dan menurunkan laju pencernaan pati

(Deleu et al., 2020). Roti gandum hitam yang berasal dari tepung gandum hitam
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yang memilki kandungan serat makanan yang tinggi dan senyawa bioaktif
sehingga terbukti menunjukkan beberapa efek menguntungkan bagi kesehatan.
Tepung ini memiliki kandungan senyawa bioaktif seperti asam fenolik melalui
fermentasi mikroba (Dziki, 2022).

3.5 Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat adalah salah satu bakteri yang berkontribusi besar
dalam dunia pangan. Selama ribuan tahun bakteri asam laktat telah digunakan
sebagai pangan fungsional, pengawet alami dari suatu produk pangan fermentasi
(Tulasi et al., 2024). Bakteri asam laktat (BAL) memilki gula yang menjadi
sumber nutrisi utama yang digunakan dalam 2 proses metabolisme untuk
menghasilkan asam laktat. BAL memecah glukosa dan fruktosa melalui jalur
glikolisis homofermentatif (Gambar 2.3), sehingga menghasilkan asam laktat
sebagai produk akhir fermentasi (Savitry, 2018).

Bakteri asam laktat memiliki kandungan asam - asam organik yaitu asam
asetat dan asam laktat. Selain menghasilkan asam laktat, fermentasi oleh BAL
juga menghasilkan senyawa lain seperti asam asetat, eksopolisakarida, dan
senyawa antimikroba. Menurut Wang et al., (2021) EPS (Eksopolisakarida)
memiliki fungsi biologis seperti perlindungan sel bakteri, pembentukan biofilm,
dan peningkatan viskositas adonan. BAL penghasil eksopolisakarida (EPS) yang
paling menonjol adalah Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus dan Weissella (Silva et
al., 2019). Jenis Bakteri Asam Laktat (BAL) yang umum digunakan antara lain
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis,

Leuconostoc mesenteroides (Penido et al. 2018)
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Gambar 2.3 Jalur homofermentatif fermentasi glukosa pada bakteri asam
laktat (Hendarto, 2019)

Bakteri Asam Laktat aman bagi manusia karena produk metabolitnya
alami dan tidak beracun, sehingga dikategorikan sebagai Generally Recognised as
Safe (GRAS) oleh lembaga keamanan pangan serta memiliki berbagai manfaat di
bidang pangan, salah satunya dalam proses pembuatan roti (Breton et al., 2020;
Aini et al., 2021). Bakteri Asam Laktat (BAL) membentuk asam-asam organik
yaitu asam laktat dan asam asetat yang dapat menyebabkan penurunan pH adonan
roti. Kondisi asam ini dapat menghambat aktivitas enzim a-amilase yang berperan
dalam hidrolisis pati menjadi glukosa. Selain itu, asam laktat juga dapat
membentuk kompleks dengan molekul pati sehingga menurunkan ketersediaan
pati untuk dicerna oleh enzim pencernaan. Akibatnya, laju pencernaan pati
menjadi lebih lambat dan berdampak pada penurunan nilai indeks glikemik roti

(Demirkesen et al, 2021).
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3.6 Khamir Saccharomyces cerevisiae

Khamir  Saccharomyces  cerevisiae merupakan  mikroorganisme
eukariotik. Mikroorganisme eukariotik yang biasa di gunakan dalam industri
makanan terutama sebagai starter fermentasi dalam pembuatan roti dan produksi
minuman beralkohol. Khamir Saccharomyces cerevisiae mampu memfermentasi
gula menjadi alkohol dan karbon dioksida (Bitrus et al., 2020), yang banyak
dimanfaatkan sebagai ragi dalam pembuatan roti. Selain memproduksi alkohol
dan karbon dioksida, proses fermentasi juga menghasilkan senyawa volatil yang
memberikan cita rasa dan aroma khas pada roti (Buratti & Benedetti, 2016).
Dalam proses pembuatan roti, Saccharomyces cerevisiae berperan sebagai
penghasil gas CO> yang dapat mengembangkan adonan agar bentuk roti menjadi
mengembang dan berpori-pori (Puspita, 2020).

Khamir yang umum terdapat dalam ragi roti yaitu golongan khamir
Saccharomyces cereviciae. Fungsi utama ragi dalam pembuatan roti adalah
sebagai pengembang adonan. Ragi memiliki beberapa enzim yaitu protease,
lipase, invertase, maltase dan zymase. Protease mengkonversi protein dalam
tepung menjadi senyawa nitrogen yang dapat digunakan oleh sel khamir. Lipase
mengkonversi lemak menjadi asam lemak dan gliserin. Invertase mengkonversi
sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa. Maltase mengkonversi maltosa dan zymase
mengkonversi glukosa menjadi alkohol dan karbondioksida (Kusnedi, 2021). Ragi
melalui proses fermentasi akan menggunakan dan merombak gula pada tepung
menghasilkan gas karbondioksida dan alkohol. Fermentasi ragi terjadi selama
proofing adonan roti. Proofing adalah waktu yang dibutuhkan oleh adonan untuk

mengembang sebelum adonan roti dipanggang. Gas karbondioksida selama
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fermentasi dan proofing akan terperangkap pada adonan roti yang membuat
adonan mengembang sehingga adonan roti menjadi empuk dan mudah untuk
dibentuk (Sari et al., 2024). Enzim invertase berperan penting dalam penyediaan
gula selama fermentasi adonan roti. Aktivitas invertase mempercepat penguraian
sukrosa menjadi gula sederhana untuk menghasilkan gas CO; dan etanol,
sehingga pada akhir fermentasi kandungan gula mudah dicerna dalam roti
berkurang. Kondisi ini berkontribusi terhadap penurunan indeks glikemik (Wang
etal., 2021).
3.7 Fermentasi BAL dan Khamir Saccaromyces cerevisiae terhadap Indeks
Glikemik

Fermentasi menggunakan Bakteri Asam Laktat dan Saccharomyces
cerevisiae merupakan salah satu mekanisme interaksi dalam penurunan pH dan
efektif dalam menurunkan indeks glikemik (IG) produk pangan khususnya roti.
Bakteri asam laktat termasuk bakteri yang mengandung asam organik, seperti
asam laktat dan asam asetat yang diproduksi untuk menurunkan indeks glikemik
(IG). Asam asetat terkait dengan keterlambatan pengosongan lambung, sedangkan
asam laktat menginduksi interaksi antara pati dan gluten selama pemanggangan
adonan dan mengurangi ketersediaan pati. Kondisi asam ini dapat menghambat
aktivitas enzim a-amilase yang berperan dalam hidrolisis pati menjadi glukosa
(Demirkesen et al., 2021).

Menurut Afifah dkk., (2020) menyatakan kondisi asam organik selama
fermentasi dapat memperlambat kerja enzim amilase dalam mencerna pati,
sehingga pelepasan glukosa menjadi lebih lambat. Aktivitas BAL dalam

fermentasi adonan dapat menurunkan pH sehingga terbentuk pati resisten
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(resistant starch/ RS) yang bersifat lebih sulit dicerna oleh enzim pencernaan.
Kombinasi mekanisme ini berkontribusi dalam memperlambat hidrolisis pati dan
menurunkan nilai indeks glikemik (IG) produk pangan hasil fermentasi
(Demirkesen et al., 2021). Resistant starch atau pati resisten merupakan pati yang
berada di dalam saluran pencernaan manusia dan tidak dapat diserap oleh usus
halus. Keberadaan resistant starch memiliki banyak manfaat, diantaranya
meningkatkan viskositas pencernaan, mampu terfermentasi di dalam usus besar,
mampu mengikat molekul organik, dan meningkatkan kemampuan dalam
mengikat air. Manfaat lain resistant starch adalah mampu menurunkan respon
glukosa sehingga menghasilkan indeks glikemik yang rendah (Muflihati, 2017).
Selain BAL, khamir Saccharomyces cerevisiae juga berperan penting
dalam proses fermentasi adonan. Khamir ini menghasilkan enzim invertase yang
menguraikan sukrosa menjadi gula sederhana, kemudian di fermentasi menjadi
gas CO2 dan etanol yang membantu pengembangan adonan. Proses fermentasi
kombinasi selain berfungsi menghasilkan volume dan tekstur roti, tetapi juga
dapat menurunkan kadar gula yang mudah dicerna sehingga berpotensi
menurunkan indeks glikemik (Wang et al., 2021). Penelitian Scazzina et al.,
(2009) menyatakan bahwa roti yang difermentasi menggunakan S. cerevisiae dan
bakteri asam laktat (BAL) menghasilkan respon glukosa pasca makan yang lebih
rendah dibandingkan roti yang hanya menggunakan ragi komersial biasa. Hal ini
menunjukkan bahwa kombinasi tersebut tidak hanya berperan sebagai
pengembang adonan saja, tetapi juga berfungsi dalam membentuk sifat fungsional

pangan yang mendukung pengendalian kadar glukosa darah.
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3.8 Fermentasi BAL dan Khamir Saccaromyces cerevisiae terhadap
Kualitas Roti

Fermentasi BAL dan khamir berpengaruh juga terhadap kuaitas roti.
Kualitas roti meliputi volume, aroma, warna, rasa dan tekstur yang menggunakan
uji organoleptik (Nawika, 2017). Khamir Saccaromyces cerevisiae mampu
memfermentasi gula menjadi alkohol dan karbon dioksida (Bitrus et al., 2020),
yang banyak dimanfaatkan sebagai ragi dalam pembuatan roti. Selain
memproduksi alkohol dan CO; proses fermentasi juga menghasilkan senyawa
volatil yang memberikan cita rasa dan aroma khas pada roti (Buratti & Benedetti,
2016). Penambahan ragi dalam jumlah besar akan meningkatkan produksi CO-
yang dapat memperbesar daya kembang dan menghasilkan roti yang lebih empuk.
Aroma dan rasa yang khas pada roti berasal dari proses aktivitas khamir yang
mengubah senyawa-senyawa seperti asam, aldehida, dan ester (Sitepu, 2019).
BAL berperan menghasilkan asam organik seperti asam laktat dan asam asetat
yang dapat menurunkan pH adonan, memperkuat struktur gluten, serta senyawa
volatil yang memberikan cita rasa dan aroma pada roti fermentasi (Ganzle, 2014).

Uji organoleptik dilakukan untuk mengetahui tingkat kesukaan konsumen
terhadap aroma, tekstur, rasa, warna, dan kesukaan (Fransiska, 2021). Timbulnya
aroma pada roti disebabkan karena terbentuknya senyawa yang mudah menguap
sebagai reaksi karena kinerja dari enzim-enzim pada khamir. Karakteristik warna
pada roti dapat ditentukan melalui proses baking yang dimana akibat adanya

reaksi maillard (Gambar 2.4).
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Gambar 2.4 Reaksi Maillaird (Cao et al., 2023)

Reaksi Maillaird adalah suatu reaksi pencoklatan atau browning non
enzimatis yang disebebkan oleh reaksi gula pereduksi dengan asam amino yang
menghasilkan warna kecoklatan (Paramita dkk., 2022). Penggunaan gula dalam
pembuatan roti berfungsi untuk memberi rasa manis pada adonan dan sebagai
substrat khamir (Sitepu, 2019). Penelitian Ridhani dan Aini (2021)
mengungkapkan bahwa gula bukan hanya pemanis, tetapi juga berperan penting
dalam menciptakan warna khas roti. Gula bereaksi melalui dua proses, yaitu
reaksi Maillard dan karamelisasi. Reaksi Maillard menghasilkan pigmen
melanoidin coklat melalui mekanisme yang ditunjukkan pada Gambar 2.4.
sementara proses karamelisasi mengakibatkan degradasi gula dan membentuk
warna kecoklatan pada roti (Sitepu ef al., 2019).

Pengujian organoleptik dapat menggunakan pendekatan hedonik
(kesukaan), yang melibatkan panelis atau konsumen. Panelis dibedakan menjadi
dua kategori yaitu panelis standar yang berjumlah 6 orang dan panelis non-standar
yang berjumlah 30 orang. Panelis standar merupakan individu yang memiliki
tingkat kepekaan tinggi terhadap atribut mutu produk serta memiliki pengetahuan

dalam melakukan penilaian organoleptik. Sebaliknya, panelis non-standar adalah
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individu yang tidak memiliki pengetahuan khusus dalam melakukan penilaian
organoleptik (BSN, 2006).

Penelitian  sebelumnya menunjukkan bahwa terdapat nilai IG
menggunakan BAL dan khamir, roti sourdough gandum putih (wholemeal)
menghasilkan respons glikemik yang lebih rendah (£ 53,7) dibandingkan roti
gandum putih biasa yang menghasilkan respons glikemik yang lebih tinggi (£ 72),
karena pada fermentasi kombinasi menghasilkan asam organik dan pati resisten
lebih tinggi serta menghasilkan berbagai senyawa volatil seperti asam organik,
ester, dan aldehida yang memberikan aroma dan cita rasa pada roti sourdough.
Hasil serupa ditunjukkan terdapat roti sourdough memiliki nilai estimated
Glycemic Index (eGI) yang menghasilkan lebih rendah dibandingkan roti putih,
sehingga fermentasi sourdough dari isolat tunggal BAL dan khamir
saccharomyces cerevisiae mampu menurunkan pH dan mengubah struktur pati
sehingga memperlambat pelepasan glukosa serta membuktikan dapat menurunkan
eGI (£ 30). Selain itu roti berbasis gandum yang difermentasi dengan BAL dan
khamir ini memiliki tekstur dan sifat sensoris yang lebih kompleks (De Angelis,
2007; Demirkesen et al, 2021).

3.9 Integrasi Sains dan Islam tentang Mikroorgansime dan Fermentasi
Pangan

Integrasi antara sains dan islam memiliki keterkaitan dalam fenomena
alam dan kehidupan. Sains menjelaskan berbagai proses yang melibatkan
makhluk hidup dengan segala peran nya. Islam mendorong umatnya untuk

meneliti ciptaan Allah SWT sebagai bentuk pengamalan ilmu yang bermanfaat
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bagi kehidupan manusia. Hubungan antara perspektif sains dan Al Qur’an

mengenai penelitian ini adalah sebagai berikut : (Tabel 2.2)

Tabel 2. 2 Perbandingan Pandangan Sains dan Al Qur’an tentang

Mikroorganisme dan Fermentasi Pangan

Materi

Pandangan Sains

Pandangan Al Qur’an

Mikroorganisme (BAL
& Khamir)

Manfaat BAL dan
Khamir

Biji — bijian (Roti

Gandum Hitam)

Mikroorganisme
merupakan makhluk
mikroskopis yang hidup
di berbagai lingkungan.
BAL termasuk bakteri
Gram

positif ~ non

patogen, sedangkan
khamir termasuk fungi

bersel tunggal

yang
digunakan dalam
fermentasi pangan
(Vivek & Venkitasamy,
2023).

BAL dan khamir bekerja
sama dalam fermentasi
yaitu menghasilkan
asam organik, CO>, dan

senyawa volatil

yang
dapat meningkatkan cita
rasa dan nilai gizi
pangan (Wang et al,

2021).

Gandum hitam (Secale
cereale L.) merupakan

kelompok biji-bijian

Mikroorganisme

merupakan ciptaan Allah
dalam perumpamaan
makhluk sekecil nyamuk
bahkan lebih kecil lagi.
Ayat ini menunjukkan
kebesaran Allah dalam
menciptakan ~ makhluk
yang sangat kecil dan
mengandung kebesaran
Nya (QS. Al Bagqarah :

26).

BAL dan khamir bekerja
sinergi dalam fermentasi
yang mencerminkan
prinip

birri wat-tagwa (tolong

ta‘awun  ‘alal

menolong dalam
kebaikan). Kerja sama

sesama mikroba menjadi

simbol keberkahan
ciptaan Allah (Al
Maidah : 2).

Allah menurunkan air
dan menumbuhkan

tumbuhan dan kelompok
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Manfaat Roti Gandum
Hitam Sebagai Pangan

Fermentasi

yang mengandung serat
pangan yang berperan
menurunkan

darah

dalam
kadar  glukosa
serta meningkatkan
kesehatan

(Lappi et al., 2014).

pencernaan.

Gandum hitam menjadi

pangan fermentasi

menghasilkan roti yang

bermanfaat menurunkan

indeks glikemik dan

memperbaiki  kualitas

dan cita rasa roti

(Demirksesen et al.,

2021).

biji-bijian yang banyak.
Ayat ini
menggambarkan
kekuasaan Allah dalam
menumbuhkan  sumber
pangan manusia dari air
hujan (QS. Al An’am :
99).

hitam

bahan

Gandum
merupakan
roti

BAL

pangan penghasil
hasil

fermentasi

dan khamir yaitu
termasuk pangan halalan
thayyiban karena dari
bahan pangan alami
serta menyehatkan (QS.

Al Bagarah : 168).




BAB 1V
METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat kualitatif dengan uji kualitas organoleptik roti
gandum hitam dan kuantitatif uji estimated Glycemic Index (eGIl) dengan
pengukuran secara in vitro. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan faktor variasi konsentrasi kombinasi
khamir 1,5%, 2%, dan 2,5% (w/w) dan Bakteri Asam Laktat 2%, 3%, dan 4%
(v/w) dengan 3 kali ulangan. Desain penelitian dapat dilihat seperti pada (Tabel
3.1). Selain itu, penelitian ini menggunakan kontrol negatif, di mana adonan roti
tidak ditambahkan Bakteri Asam Laktat (BAL) dan khamir.

Tabel 3.1 Desain Penelitian RAL dengan faktor variasi konsentrasi
kombinasi BAL dan Khamir

Faktor Konsentrasi Khamir
Konsentrasi Y1 Y2 Y3
BAL L1 LY, LiY2 LiY;

L2 LY, L,Y» L.Y3
L3 LY, L3Y» LsY3

Keterangan :

L= Konsentrasi BAL 2% Y1 = Konsentrasi Khamir 1,5%

L, = Konsentrasi BAL 3% Y = Konsentrasi Khamir 2%

Ls; = Konsentrasi BAL 4% Y3 = Konsentrasi Khamir 2,5%

4.2 Variabel Penelitian

4.2.1 Variabel bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi bakteri asam laktat
Lactiplantibacillus  plantarum yaitu (2%, 3%, dan 4%) dan Khamir

Saccharomyces cerevisiae (1,5%, 2%, dan 2,5%).
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4.2.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah nilai estimated Glycemic Index
(eGI) secara in vitro dan kualitas roti menggunakan uji organoleptik roti gandum
hitam (warna, aroma, rasa dan tekstur).

4.2.3 Variabel kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah waktu fermentasi selama 720
menit pada saat membuat roti, jenis tepung yaitu roti gandum hitam merk Bob’s
Red Mill, metode uji elG (estimated indeks glikemik), kualitas organoleptik roti,
pH awal dan akhir adonan dan waktu pemanggangan selama 30 menit dan suhu
oven 180° C.

4.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember sampai Mei 2026 di
Laboratorium Mikrobiologi, Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan
Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang untuk
peremajaan dan perbanyak bakteri asam laktat (BAL) Lactiplantibacillus
plantarum dan Saccharomyces cerevisiae dan Laboratorium Genetika Molekuler
untuk menguji nilai estimated Glycemic Index (eGI) metode in vitro.

4.4 Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Laminar Air Flow
(LAF), autoklaf, water bath shaker, inkubator, hotplate, sentrifuge, timbangan
analitik, timbangan digital, oven listrik, mixer, erlenmeyer 1000 ml, erlenmeyer
500, erlenmeyer 250 ml, Erlenmeyer 50 ml, batang pengaduk, tabung eppendorf
15 ml, cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, beaker glass, penggaris,

kertas kue, aluminium foil, kantung plastik, tisu, plastik warp, kertas label, jarum



45

ose, bunsen, mikropipet, blue tipe, toples, blender, inkubator shaker, pH meter,
sentrifuge, spektrofotometer UV-Vis, dan kamera.

4.4.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Isolat khamir
Saccharomyces cerevisiae, bakteri asam laktat (BAL) Lactiplantibacillus
plantarum, tepung gandum hitam (Bob’s Red Mill), aquades steril, alkohol 70%,
media Yeast Malt Broth (YMB), media Yeast Malt Extract Agar (YMEA), media
Yeast Peptone Glucose (YPG), media De Mann Rogosa and Sharpe Agar
(MRSA), media De Mann Rogosa and Sharpe Broth (MRSB), media
pengembangan adonan roti (gula, garam, tepung terigu, margarin), enzim amilase,
pepsin, glukoamilase, HCI buffer pH 1,5, NaOH 0,1 N, sodium asetat buffer pH
6,9, reagen DNS dan larutan glukosa standar.

4.5 Prosedur Penelitian

4.5.1 Sterilisasi Alat Dan Bahan

Proses sterilisasi terhadap alat dan bahan dilakukan menggunakan autoklaf
dengan cara mengisi autoklaf terlebih dahulu menggunakan akuades. Alat dan
bahan yang akan disterilkan dibungkus menggunakan kertas atau plastik,
kemudian disusun di dalam rak atau wadah autoklaf. Setelah itu, autoklaf ditutup
rapat dan disetel pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit (Istini,
2020).

4.5.2 Pembuatan Media

a) Media Yeast Malt Extract Agar (YMEA)
Pembuatan media YMEA sebanyak 1000 ml melibatkan beberapa bahan
dengan komposisi sebagai berikut: yeast extract 3 g/L, malt extract 3 g/L, pepton

5 g/, glukosa 10 g/L, dan microbial agar 20 g/L. Semua bahan tersebut
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dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 1000 ml aquades. Selanjutnya,
larutan media tersebut diaduk secara merata menggunakan magnetic stirrer dan
dipanaskan di atas hotplate. Setelah homogen, mulut erlenmeyer ditutup dengan
kasa dan kapas sebelum media tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit (Lata et al., 2023)

b) Media Yeast Malt Broth (YMB)

Pembuatan media YMB sebanyak 1000 ml menggunakan beberapa bahan
dengan komposisi sebagai berikut: yeast extract 3 g/L, malt extract 3 g/L, pepton
5 g/L, dan glukosa 10 g/L. Semua bahan tersebut dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer berisi 1000 ml aquades (Widiastutik & Alami, 2014). Larutan media
diaduk secara merata menggunakan magnetic stirrer dan dipanaskan di atas
hotplate. Setelah larutan homogen, mulut erlenmeyer ditutup dengan kasa dan
kapas sebelum media disterilisasi di autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit.
¢) Media Yeast Peptone Glucose (YPG)

Pembuatan media YPG sebanyak 1000 ml meliputi bahan-bahan yaitu 20
g glukosa, 5 g pepton, dan 3 g yeast extract. Semua bahan dicampurkan ke dalam
erlenmeyer yang berisi 1000 ml aquades. Setelah itu, larutan dimasukkan ke
dalam tabung erlenmeyer dan diaduk hingga homogen. Media yang sudah
homogen kemudian ditutup dengan kapas dan kasa, lalu ditambahkan 20 pl
antibiotik Sodium DL-Lactose sebagai antibakteri di dalam laminar air flow
(LAF). Sterilisasi dilakukan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15

menit (Nisaa, 2020).
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d) Media deMan Rogosa and Sharpe Agar (MRSA)

Pembuatan media MRS Agar seberat 12.8 g dengan komposisi sebagai
berikut pepton, ekstrak daging sapi, ekstrak ragi, dekstrosa, tween 80, ammonium
sitrat, magnesium sulfat, mangan sulfat, dipotassium sulfat, dan sodium asetat
(Motumona, 2025). Semua bahan tersebut dilarutkan dalam Erlenmeyer yang
telah diisi dalam 200 ml aquades. Erlenmeyer yang berisi media kemudian
dihomogenkan dengan menggunakan magnetic strirrer sambil dilakukan
pemanasan di atas hot plat agar mempercepat kelarutan. Setelah itu, MRS Agar
disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15
menit (Zahro, 2014).

e) Media deMan Rogosa and Sharpe Broth (MRSB)

Pembuatan media MRSB seberat 13,75 g dengan komposisi pepton,
ekstrak daging, ekstrak ragi, glukosa, Tween 80, ammonium sitrat, sodium asetat,
magnesium sulfat, mangan sulfat, dan dipotassium fosfat (Motumona, 2025).
Semua bahan tersebut dilarutkan dalam Erlenmeyer yang telah diisi dalam 250 ml
aquades. Erlenmeyer yang berisi media kemudian dihomogenkan dengan
menggunakan magnetic strirrer sambil dilakukan pemanasan di atas hotplat agar
mempercepat kelarutan. Setelah itu, MRSB disterilisasi dalam autoklaf dengan
suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit (Zahro, 2014)

4.5.3 Peremajaan Isolat

a) Peremajaan Isolat Khamir
Peremajaan isolat khamir dilakukan secara aseptik di dalam Laminar Air
Flow (LAF). Sebanyak 1 ose kultur isolat khamir diinokulasikan ke media YMEA

menggunakan teknik streak plate. Kultur tersebut kemudian diinkubasi selama 48
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jam pada suhu ruang sekitar 28°C. Tujuan inokulasi pada media agar YMEA
adalah untuk merevitalisasi isolat agar menjadi aktif kembali. Proses peremajaan
isolat dianggap berhasil apabila isolat tumbuh dengan baik di permukaan media
agar (Maya & Alami, 2019).
b) Peremajaan Isolat Bakteri Asam Laktat

Peremajaan isolat bakteri asam laktat dilakukan dengan mengambil satu
koloni bakteri yang diisolasi dari buah apel menggunakan ose. Koloni tersebut
kemudian dioleskan pada media MRSA di dalam cawan petri menggunakan
teknik streak plate. Isolasi bakteri asam laktat dilakukan menggunakan media de
Man Rogosa and Sharpe Agar (MRSA) yang ditambahkan CaCOs dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Koloni yang menunjukkan zona bening di sekitar
koloni dipilih dan dimurnikan. Zona bening tersebut menunjukkan kemampuan
bakteri dalam menghasilkan asam yang melarutkan CaCOs, sehingga digunakan
sebagai indikator seleksi bakteri asam laktat (Pramono et al., 2015). Cawan petri
tersebut diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C. Setelah itu, bakteri yang
tumbuh disimpan dalam lemari pendingin untuk pemeliharaan (Yulvizar et al.,
2023).

4.5.4 Perbanyakan Isolat Khamir dan Pemanenan Biomassa Khamir

Perbanyakan isolat khamir dilakukan setelah inkubasi isolat pada media
YMEA selama 48 jam pada suhu ruang 28°C (Sari, 2020). Dua ose isolat diambil
menggunakan jarum ose dan diinokulasikan ke dalam 15 ml media YMB (Yeast
Malt Broth) di dalam elenmeyer untuk setiap isolat dengan satu kali ulangan.
Kultur tersebut kemudian diinkubasi dalam inkubator shaker pada suhu 33°C

dengan kecepatan 140 rpm selama 24 jam. Setelah 24 jam, 1 ml media YMB
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ditambahkan ke dalam tabung eppendorf berukuran 15 ml yang berisi 9 ml media
YPG. Media YPG yang mengandung inokulum khamir diinkubasi dalam
inkubator shaker selama 48 jam dengan kecepatan 140 rpm. Setelah 48 jam,
inokulum khamir pada media YPG disentrifugasi untuk memisahkan supernatan
dan pellet (Zohri et al., 2017). Pemanenan biomassa khamir dilakukan dengan
cara sentrifugasi selama 4 menit pada kecepatan 4000 rpm untuk memisahkan
supernatan dan endapan (pellet) dalam media YPG. Setelah proses sentrifugasi,
supernatan dibuang, meninggalkan endapan yang kemudian diukur beratnya
menggunakan timbangan digital (Karki et al., 2017).

4.5.5 Penentuan Biomassa Khamir

Penentuan biomassa khamir dilakukan dengan metode yang mengacu pada
Kusmiyati et al. (2022) dengan beberapa modifikasi. Pertama, tabung Eppendorf
ditimbang terlebih dahulu untuk memperoleh berat awalnya. Selanjutnya, sampel
khamir yang berasal dari media perlakuan dipisahkan antara media dan pelet
khamir dengan menggunakan sentrifugasi pada kecepatan 4.000 rpm selama 15
menit. Setelah proses sentrifugasi selesai, supernatan dibuang sehingga hanya
pelet khamir yang tersisa (Karki et al., 2017). Data berat awal dan berat akhir
tabung Eppendorf kemudian dicatat dan digunakan untuk menghitung biomassa
khamir. Penimbangan biomassa yang didapatkan dilakukan dengan rumus seperti
berikut Hidayat ef al (2018):

B=B2-B1
Keterangan:
B = Biomassa yang didapatkan (g/ml)

B2 = Eppendorf yang berisi biomassa (g)
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B1 = Eppendorf kosong (g)

4.5.6 Pembuatan Starter Bakteri Asam Laktat

Starter dibuat dengan cara memasukkan satu ose bakteri asam laktat ke
dalam tabung reaksi yang berisi 1 ml media MRSB steril, lalu inkubasi dilakukan
pada suhu 37°C selama 24 jam. Inkubasi ini bertujuan untuk mengaktifkan kultur
bakteri, yang ditandai dengan peningkatan kekeruhan pada media sebagai indikasi
pertumbuhan bakteri. Setelah inkubasi selama 24 jam, sebanyak 1 ml inoculum
dipindahkan dari tabung reaksi pertama ke tabung reaksi lain yang berisi 10 ml
media MRSB steril. Tabung kedua kemudian diinkubasi kembali pada suhu 37°
selama 24 jam. Kultur bakteri asam laktat yang dihasilkan setelah proses ini siap
digunakan sebagai starter (Kurniadi er al., 2013). Starter dibuat dengan
menginokulasikan satu ose bakteri asam laktat ke dalam tabung reaksi yang berisi
5 mL media MRS broth steril, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 48
jam. Pertumbuhan bakteri ditandai dengan terbentuknya kekeruhan pada media.
Kultur yang telah aktif selanjutnya digunakan untuk tahap penelitian berikutnya
(Nursini et al., 2015).

4.5.7 Pembuatan Adonan Roti Gandum Hitam Kombinasi Bakteri Asam
Laktat (BAL) dan Khamir

Proses pembuatan roti menggunakan agen pengembang adonan terdiri dari
biomassa khamir (pellet) dan starter bakteri asam laktat yang telah diperoleh
sebelumnya. Takaran bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan adonan
mengikuti modifikasi dari metode Watanabe et al. (2016). Langkah pertama
adalah menimbang bahan meliputi 100 g tepung gandum hitam, 1,5 g garam, 7,5 g
gula, 8 g mentega, dan 35 ml air. Ditambahkan juga pellet khamir sebanyak 1,5%

(1,5 g), 2% (2 g), dan 2,5% (2,5 g), serta starter bakteri asam laktat (BAL) dengan
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takaran 2% (2 ml), 3% (3 ml), dan 4% (4 ml), bersama dengan 35 ml air. Selain
itu, pengujian ini juga menggunakan kontrol negatif, di mana adonan roti tidak
ditambahkan pellet khamir maupun starter bakteri asam laktat. Semua bahan
dicampurkan, diuleni hingga adonan kalis dan dilakukan fermentasi selama 480
menit. Selanjutnya dipanggang selama 30 menit pada suhu 180 °C (Demirkesen et
al., 2017).

4.5.8 Pengukuran pH Adonan Roti Gandum Hitam Kombinasi Bakteri
Asam Laktat (BAL) dan Khamir

Pengukuran pH sebelum dan sesudah fermentasi dilakukan dengan cara
menghomogenisasi sampel adonan dalam aquades, mengacu pada prinsip
homogenisasi sampel, meskipun dengan modifikasi pada metode pengenceran.
Selanjutnya homogenisasi 10 gram sampel roti sourdough dalam 90 ml aquades
untuk keperluan analisis keasaman (Pontonio et al., 2025) sedangkan pada
penelitian ini 5 gram sampel roti gandum hitam dalam 45 ml aquades, sehingga
pendekatan serupa dinilai relevan dalam pengukuran pH adonan roti gandum
hitam.

4.5.9 Uji Kualitas Roti Gandum Hitam

Uji kualitas roti menggunakan pengujian organoleptik yang melibatkan
penilaian menggunakan indera manusia. Kualitas roti diuji organoleptik
berdasarkan warna, aroma, tekstur, dan rasa. Jenis uji organoleptik yang
digunakan adalah uji kesukaan atau hedonik. Pengujian ini melibatkan 20 panelis,
menggunakan 20 panelis dilibatkan untuk mengevaluasi roti yang dihasilkan
(Zhang et al, 2023). Setiap panelis diberi sampel roti dan diminta untuk menilai

dengan menggunakan skala penilaian 1 sampai 5. Penilaian panelis dituliskan
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dalam bentuk skala hedonik 1-5 (1= sangat tidak suka, 2= tidak suka, 3= biasa/
netral, 4= suka, 5= sangat suka) (Choiriyah & Dewi, 2020).
4.6 Pengukuran Indeks Glikemik Secara In Vitro Roti Gandum Hitam

4.6.1 Persiapan Sampel

Sampel roti gandum hitam dihaluskan menggunakan mortal dan alu
hingga halus. Proses penghalusan ini bertujuan untuk mensimulasikan proses
mastikasi serta menghasilkan ukuran partikel yang lebih kecil sehingga
meningkatkan luas permukaan dan mempermudah akses enzim terhadap pati
selama hidrolisis secara in vitro (Sun et al., 2022). Sebanyak 50 mg serbuk sampel
kemudian ditimbang dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Tahap persiapan
sampel ini bertujuan untuk memperoleh sampel yang homogen sehingga proses
hidrolisis pati secara in vitro dapat berlangsung secara optimal dan konsisten
(Rinadi, 2019).

4.6.2 Hidrolisis Pati Secara In Vitro

Hidrolisis pati secara in vitro dilakukan dengan mensimulasikan proses
pencernaan pada saluran cerna manusia berdasarkan metode yang dimodifikasi
dari Argyri et al. (2016) dan Goiii et al. (1997). Simulasi pencernaan dilakukan
melalui tiga tahap, yaitu pencernaan lambung, pencernaan usus halus, dan tahap
lanjutan hidrolisis enzimatik. Pada tahap pencernaan lambung, sampel
ditambahkan 10 mL buffer HCl pH 1,5 dan 0,2 mL enzim pepsin. Campuran
kemudian diinkubasi dalam waterbath pada suhu 37°C selama 30 menit dengan
pengadukan perlahan untuk mensimulasikan kondisi fisiologis lambung.
Selanjutnya, pH campuran dinaikkan hingga 6,9—7,0 menggunakan NaOH 0,1 N
untuk mensimulasikan kondisi usus halus. Setelah itu, ditambahkan enzim a-

amilase sebagai enzim pencernaan karbohidrat, kemudian campuran diinkubasi
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pada suhu 37°C selama 2 jam. Selama tahap inkubasi dengan a-amilase,
dilakukan pengambilan sampel (aliquot) pada menit ke-0, 30, 60, 90, dan 120.
Pengambilan menit ke-0 dilakukan segera setelah penambahan enzim dan
homogenisasi campuran (time-zero sampling), kemudian diikuti pengambilan
pada interval waktu berikutnya sesuai perlakuan inkubasi. Setelah inkubasi
selesai, reaksi dihentikan dengan pemanasan pada suhu 100°C selama 10 menit
untuk mendenaturasi enzim. Selanjutnya, ditambahkan 3 mL buffer sodium asetat
pH 4,7 dan 60 pL enzim glukoamilase, kemudian campuran diinkubasi kembali
pada suhu 60°C selama 45 menit. Setelah inkubasi dengan enzim glukoamilase
selesai, reaksi dihentikan dengan pemanasan pada suhu 100°C selama 5 menit
untuk menginaktivasi enzim. Selanjutnya hasil hidrolisis pati dibuat untuk
penentuan kadar glukosa.

4.6.3 Pembuatan Kurva Standar Glukosa

Kurva standar glukosa dibuat sebagai acuan dalam mengkonversi nilai
absorbansi hasil hidrolisis pati menjadi konsentrasi glukosa (mg/L). Larutan
standar glukosa dibuat dengan variasi konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 mg/L
menggunakan glukosa anhidrat yang dilarutkan dalam akuades. Sebanyak 1 mL
setiap larutan standar dicampurkan dengan 1 mL reagen DNS dalam tabung reaksi
15 mL, kemudian dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit hingga terbentuk
warna merah-jingga yang khas. Setelah didinginkan pada suhu ruang, larutan
diencerkan dengan akuades hingga volume 10 mL. Absorbansi masing-masing
larutan standar diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 575 nm. Hasil pengukuran absorbansi pada berbagai konsentrasi

glukosa digunakan untuk membuat persamaan regresi linear yang
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menghubungkan konsentrasi (mg/L) sebagai sumbu x dan absorbansi sebagai
sumbu y. Persamaan regresi yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk
mengkonversi nilai absorbansi sampel menjadi konsentrasi glukosa dalam satuan
mg/L (Rinaldi, 2019).

4.6.4 Penentuan Kadar Glukosa

Pengukuran kadar glukosa sampel dilakukan terhadap setiap aliquot hasil
inkubasi hidrolisis pati pada menit ke-0, 30, 60, 90, dan 120. Setiap aliqguot
dicampurkan dengan 1 mL reagen DNS dalam tabung reaksi 15 mL, dipanaskan
pada suhu 100°C selama 10 menit hingga terbentuk warna kemerahan,
didinginkan, lalu diencerkan dengan akuades hingga volume 10 mL. Absorbansi
larutan diukur pada panjang gelombang 575 nm menggunakan spektrofotometer
UV-Vis, kemudian nilai absorbansi yang diperoleh dikonversi menjadi kadar
glukosa (mg/L) menggunakan persamaan regresi linear dari kurva standar. Hasil
kadar glukosa selanjutnya dikonversi menjadi nilai pati terhidrolisis dengan
mengalikan hasilnya dengan faktor 0,9, yaitu rasio berat molekul unit glukosa
dalam rantai pati terhadap berat molekul glukosa bebas (Rinaldi, 2019).

4.6.5 Perhitungan estimated Glycemic Index (eGI)

Data kadar glukosa yang diperoleh digunakan untuk menyusun kurva
hidrolisis pati sebagai fungsi waktu. Luas area di bawah kurva (4Area Under

Curve/ AUC) dihitung menggunakan metode trapezoid dengan rumus berikut :
AUC = % X (a2 — x1)
Keterangan :

AUC = Area Under Curva (luas area dibawah kurva)

y1 = kadar glukosa pada waktu pengukuran pertama (mg/L)
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y2 = kadar glukosa pada waktu pengukuran berikutnya (mg/L)

x1 = waktu pengukuran pertama (menit)

X2 = waktu pengukuran berikutnya (menit)
(x2 - x1) = selang waktu antar pengukuran (dalam penelitian ini = 30 menit)

Nilai AUC sampel (roti gandum hitam) kemudian dibandingkan dengan

AUC standar (roti putih) untuk memperoleh nilai Hydrolysis Index (HI).
Selanjutnya, nilai HI digunakan untuk menghitung estimated Glycemic Index
(eGI) menggunakan persamaan empiris, sehingga diperoleh klasifikasi indeks
glikemik roti gandum hitam sebagai rendah, sedang, atau tinggi. Nilai Hydrolysis

Index (HI) dan estimated Glycemic Index (eGI) dihitung menggunakan rumus

berikut :
HI (%) = AUC sampel <100
AUC standar
Keterangan ;
HI = Hydrolisis Index

AUC sampel = Luas area dibawah kurva roti gandum hitam
AUC standar = Luas area dibawah kurva roti putih sebagai pangan acuan

Berdasarkan metode yang dikembangkan oleh Goiii et al., (1997), untuk
perhitungan nilai estimated Glycemic Index (eGl) maka masukkan nilai HI
menggunakan persamaan berikut :

eGI = 39,71 + 0,549 x HI
Keterangan :
eGl = estimated Glycemic Index (perkiraan nilai indeks glikemik)
HI = Hydrolysis Index (indeks hidrolisis pati)
39,71 = nilai konstanta (intercept)

0,549 = koefisien regresi (slope)
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4.7 Analisis Data

Data hasil penelitian meliputi nilai estimated Glycemic Index (eGI) secara in
vitro, serta karakteristik organoleptik roti gandum hitam. Data volume
pengembangan adonan roti dianalisis menggunakan Microsoft Excel dengan
penyajian dalam bentuk grafik untuk memvisualisasikan pola perubahan selama
fermentasi. Data nilai estimated Glycemic Index (eGI) yang meliputi nilai AUC,
HI, dan eGI diuji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk, kemudian diuji
homogenitas varians menggunakan uji Levene’s. Analisis data dilakukan dengan
uji One Way ANOVA untuk melihat pengaruh perlakuan terhadap nilai eGI, dan
jika terdapat perbedaan yang signifikan, uji Duncan (Duncan's Multiple Range
Test/ DMRT) digunakan sebagai uji lanjut untuk mengetahui perbedaan antar
perlakuan. Data hasil uji organoleptik dianalisis menggunakan uji non-parametrik
Kruskal-Wallis, dan jika ditemukan perbedaan signifikan, dilakukan uji Mann-
Whitney dengan tingkat signifikansi 5% menggunakan SPSS untuk memastikan

keakuratan hasil.



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Volume Pengembangan Roti Gandum Hitam

Volume adonan roti merupakan indikator penting untuk mengevaluasi
kualitas proses fermentasi, karena menunjukkan aktivitas metabolism
mikroorganisme yang digunakan. Pengukuran volume adonan betujuan untuk
menganalisis tingkat pengembangan adonan selama proses fermentasi (Lestari &
Maharani, 2017). Proses pengembangan adonan roti terjadi akibat aktivitas
kombinasi bakteri asam laktat (BAL) dan khamir yang mampu memecah pati
menjadi gula, yang kemudian menghasilkan karbondioksida, etanol, dan asam
laktat, zat-zat yang berperan dalam meningkatkan volume adonan roti (Katina,
2015). Pengamatan terhadap volume pengembangan adonan roti yang
difermentasi dengan kombinasi BAL dan khamir dengan perbedaan variasi
konsentrasi pada masing-masing perlakuan dilakukan setiap interval waktu 30
menit selama 12 jam. Data mengenai pengembangan volume adonan roti disajikan

dalam bentuk grafik pada Gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Pengaruh Kombinasi BAL dan khamir terhadap volume adonan roti
gandum hitam
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Gambar 4.1. menunjukkan bahwa pengembangan adonan roti mulai
terlihat pada menit ke-120 dan volume awal seluruh adonan, baik pada kontrol
negatif maupun semua perlakuan dengan variasi konsentrasi BAL dan khamir
adalah 190,75 cm? dan volume akhir 330,64. Menurut Arifin dkk (2023)
menyatakan bahwa adonan roti yang ideal mampu mengembang hingga dua atau
tiga kali lipat dari volume awal. Hal ini mengindikasikan bahwa penambahan
BAL dan khamir Saccharomyces cerevisiae selama fermentasi berperan dalam
melepaskan gas serta membentuk pori-pori dalam adonan. Adonan roti gandum
hitam pada kontrol negatif menunjukkan bahwa kombinasi BAL dan khamir
berperan penting untuk memulai dan mempertahankan fermentasi, khususnya
dalam memproduksi gas CO: dan mengubah struktur gluten agar mampu
menahannya. Sebaliknya, karena tidak ada mikroorganisme fermentatif yang
ditambahkan pada kontrol negatif, proses fermentasi tidak berlangsung, sehingga
volume adonan tetap tidak berubah dari menit ke-30 hingga menit ke-720, seperti

yang ditunjukkan pada Gambar 4.2.

L3Y3 L2Y3 Kontrol (-) L3Y3 L2Y3 Kontrol (-)

A B
Gambar 4.2 Volume pengembangan adonan roti gandum hitam. (A) Perlakuan
L2Y3, L3Y3, dan Kontrol pada menit ke-30, (B) L2Y3, L3Y3, dan
Kontrol pada menit ke-720

Pengembangan volume adonan tertinggi ditunjukkan pada perlakuan

L3Y3 dengan konsentrasi BAL sebanyak 4% dan khamir Saccharomyces
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cerevisiae 2,5% dengan nilai volume sebesar 330,64, sedangkan perlakuan L2Y3
dengan konsentrasi BAL sebanyak 3% dan khamir Saccharomyces cerevisiae
2,5% menunjukkan volume tertinggi kedua sebesar 317,92 cm?® yang terdapat pada
Lampiran 4. Bakteri asam laktat pada konsentrasi 3% cukup untuk menurunkan
pH dan mendukung aktivitas khamir, namun tidak menyebabkan degradasi gluten
secara berlebihan. Hal ini menyebabkan gluten tetap mampu membentuk jaringan
elastis untuk menahan gas CO. dan menghasilkan rongga udara yang stabil. Pada
perlakuan L3Y3, roti gandum hitam menampakkan adanya rongga udara (pori-
pori) yang terdapat pada Gambar di dalam adonan, yang menunjukkan bahwa
khamir mampu melakukan fermentatif secara aktif dengan menghasilkan gas CO>
melalui metabolisme gula, sehingga adonan mengembang dan membentuk tekstur
berpori. Hal ini selaras dengan pernyataan Dziki et al., (2022), aktivitas
Saccharomyces cerevisiae dalam adonan roti gandum hitam menghasilkan CO;
yang signifikan selama fermentasi membentuk struktur pori yang mempengaruhi
volume spesifik dan tekstur remah roti. Konsentrasi khamir yang lebih tinggi
berkolerasi positif dengan porositas adonan.

Berdasarkan hasil pengukuran volume roti dari grafik diatas, terdapat
keterkaitan dengan penurunan nilai pH adonan roti gandum hitam pada tiap
perlakuan. Pengukuran pH dalam penelitian ini dilakukan dengan cara
menghomogenisasi sampel adonan dalam aquades, mengacu pada prinsip
homogenisasi sampel yang digunakan oleh Pontonio et al., (2025), meskipun
dengan modifikasi pada metode pengenceran. Pontonio et al., (2025) melakukan
homogenisasi 10 gram sampel sourdough dalam 90 ml aquades untuk keperluan

analisis keasaman, sedangkan penelitian ini 5 gram sampel roti gandum hitam
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dalam 45 ml aquades, sehingga pendekatan serupa dinilai relevan dalam
pengukuran pH adonan roti gandum hitam pada penelitian ini yang di tunjukkan

pada Gambar 4.3.

Perlakuan Sebelum Fermentasi Sesudah Fermentasi

Kontrol

L1Y3

L3Y3

pH = 6,90
Gambar 4.3 Pengukuran pH adonan roti gandum hitam sebelum fermentasi dan
sesudah fermentasi

Gambar 4.3 menunjukkan penurunan nilai pH dengan perlakuan

kombinasi bakteri asam laktat dan khamir Saccharomyces cerevisiae terjadi
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setelah proses fermentasi berlangsung dibandingkan dengan nilai pH sebelum
fermentasi. Proses fermentasi kombinasi BAL dan khamir pada adonan roti
gandum hitam sejalan dengan pernyataan Pontonio et al., (2025) bahwa eksositem
fermentasi yang terdiri dari BAL dan khamir menghasilkan asam laktat dan asam
asetat sebagai produk metabolisme utama yang berperan langsung dalam
penurunan pH adonan roti. Sebelum dan sesudah fermentasi pada perlakuan
kontrol terdapat nilai pH yang tinggi yaitu 7,14 dan 6,69 sedangkan terdapat nilai
pH yang berbeda antara perlakuan L1Y3 dan L3Y3 dari sebelum dan sesudah
fermentasi. Perlakuan L1Y3 menunjukkan nilai pH sebelum fermentasi yaitu 6,81
dan turun menjadi 5,51. Perlakuan L3Y3 menunjukkan nilai pH 6,90 sebelum
fermentasi dan turun menjadi 5,34 setelah fermentasi. Perbedaan nilai pH antar
konsentrasi perlakuan menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi BAL yang
digunakan, nilai pH cenderung semakin rendah. Hal ini disebabkan oleh semakin
banyaknya sel BAL Lactiplantibacillus plantarum yang aktif memproduksi
senyawa asam organik selama fermentasi. Sementara itu keberadaan khamir

Saccharomyces cerevisiae berkontribusi pada pembentukan CO; dan etanol yang

mempengaruhi kondisi lingkungan adonan roti (Demirkesen et al., 2021).

5.2 Kualitas Organoleptik Roti Gandum Hitam Hasil Fermentasi Kombinasi
BAL Lactiplantibacillus plantarum dan Khamir Saccharomyces
cerevisiae

Pengujian organoleptik pada produk pangan bertujuan untuk mendukung
pengembangan produk baru serta meningkatkan efisiensi dalam proses produksi

(Choiriyah & Dewi, 2020). Pengujian ini melibatkan panelis sebagai penilai,

sehingga hasil yang diperoleh mencerminkan persepsi manusia bersifat sensitif
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dan subjektif. Dalam industri roti, analisis sensorik memiliki peran penting dalam
mengevaluasi mutu serta tingkat penerimaan produk roti berdasarkan sudut
pandang konsumen (Guine, 2022). Kualitas organoleptik pada roti sangat
dipengaruhi oleh proses fermentasi yang berlangsung selama pembuatannya
(Nawika dkk., 2017).

Data sifat organoleptik yang diperoleh melalui uji hedonik yang dianalisis
menggunakan uji Kruskal-Wallis dengan hasil yang dilampirkan dalam Lampiran
11. Hasil ini menunjukkan nilai yang signifikan menunjukkan bahwa variasi
konsentrasi bakteri asam laktat (BAL) dan khamir Saccaromyces cerevisiae
memberikan pengaruh nyata terhadap karakteristik organoleptik roti. Menurut
Majid dkk. (2017) menyatakan bahwa apabila uji Kruskal-Wallis menunjukkan
perbedaan yang signifikan, maka perlu dilakukan uji Mann Whitney. Uji Mann
Whitney dilakukan untuk membandingkan setiap perlakuan secara berpasangan
untuk menganalisis perbedaan pengaruhnya terhadap sifat organoleptik roti,
sebagaimana disajikan dalam Lampiran 12.

5.2.1 Rasa

Rasa merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi tingkat kesukaan
panelis terhadap suatu produk. Rasa pada roti dipengaruhi oleh komposisi bahan
serta fermentasi adonan. Fermentasi juga mempengaruhi pembentukan senyawa
seperti ester, asam dan alkohol yang berkontribusi pada cita rasa khas roti
(Saepudin dkk., 2017). Hal ini menunjukkan bahwa setiap perlakuan memberikan
pengaruh nyata terhadap penilaian rasa oleh panelis. Nilai organoleptik untuk
parameter rasa berkisar antara 2,2 - 4,6 yang disajikan pada Lampiran 10, yang

berarti tanggapan panelis bervariasi dari netral atau biasa hingga menyukai.
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Perlakuan L3Y3, yang merupakan kombinasi BAL 4% dan khamir
Saccharomyces cerevisiae 2,5%, menunjukkan hasil pengembangan adonan yang
tinggi sekaligus memperoleh nilai tertinggi dalam uji hedonik rasa sebesar 4,6.

Hal ini menunjukkan bahwa pada perlakuan L3Y3, dalam peningkatan
konsentrasi BAL menjadi 4% menyebabkan akumulasi asam organik yang lebih
tinggi, sehingga menghasilkan rasa yang lebih tajam dan cenderung terlalu asam
bagi sebagian panelis, meskipun perlakuan ini memberikan hasil yang baik pada
parameter volume, warna, aroma dan tekstur pada roti. Konsentrasi khamir
sebesar 2,5% tergolong relatif tinggi karena mampu meningkatkan aktivitas
fermentasi, sehingga produksi gas karbondioksida menjadi lebih optimal. Hal ini
mempengaruhi pengembangan adonan yang lebih baik serta memperkuat
pembentukan cita rasa khas pada roti.

Menurut Akamine et al., (2023), khamir berperan dalam menghasilkan
gas selama proses fermentasi yang menyebabkan adonan mengembang. Selain itu,
interaksi antara khamir dan BAL menghasilkan senyawa organik volatil yang
turut membentuk karakter rasa roti. Cita rasa khas roti juga dipengaruhi oleh
aktivitas enzimatik BAL, seperti perubahan glutamin menjadi glutamat serta
arginin menjadi ornitin selama proses pemanggangan. Berbagai reaksi mikroba
dan enzimatik lainnya, termasuk oksidasi lipid oleh enzim yang berasal dari
serealia, juga berperan dalam meningkatkan mutu rasa dan tekstur roti.

5.2.2 Aroma

Aroma merupakan satu di antara aspek penting dalam menilai mutu suatu
produk pangan. Aroma salah satu bagian dari senyawa kimia yang beragam

seperti alkohol, aldehida, ester, dan fenol. Secara jumlah, keberadaan senyawa
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aroma berkontribusi dalam menentukan karakteristik keseluruhan suatu produk
pangan (.Zuljevi¢ & Spaho, 2024). Kehadiran aroma memiliki daya tarik yang
signifikan mampu merangsang indera penciuman dan meningkatkan keinginan
untuk makan. Aroma tersebut dihasilkan dari pembentukan senyawa volatil (Lilir
dkk., 2021). Hasil uji lanjut Mann Whitney terhadap parameter aroma pada
Lampiran 12 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antara semua
perlakuan dibandingkan dengan kontrol negatif. Hal ini menunjukkan bahwa
setiap perlakuan memberikan pengaruh nyata terhadap penilaian aroma oleh
panelis. Nilai organoleptik aroma berkisar antara 2,4 — 4,4 menunjukkan bahwa
respons panelis bervariasi dari tidak menyukai hingga menyukai.

Penambahan BAL dalam pembuatan roti dapat meningkatkan senyawa
aroma, seperti asam aromatik. Strain homofermentatif umumnya menghasilkan
diacetyl, acetaldehyde, dan hexanal, sedangkan strain heterofermentatif
menghasilkan ethyl acetate, alkohol, dan aldehida (Katina, 2015). Roti dengan
penambahan kombinasi BAL dan khamir Saccharomyces cerevisiae dapat
menghasilkan aroma khas karena terjadi interaksi metabolik yang kompleks,
menghasilkan asam organik selama fermentasi. Kandungan asam organik
memainkan peran penting dalam pembentukan aroma pada roti (Luca et al.,
2021).

Saccharomyces cerevisiae berperan penting di tahap awal fermentasi
melalui enzim invertase yang mengubah sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa.
Gula sederhana ini kemudian difermentasi menjadi karbon dioksida dan alcohol
(Ridhani & Aini, 2021). Bakteri asam laktat (BAL) dan khamir dalam adonan roti

menghasilkan prekursor aroma seperti asam amino bebas, yang kemudian diubah
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menjadi senyawa aroma seperti aldehida dan alkohol melalui jalur metabolic
(Akamine, 2022). Senyawa 3-Metil-1-butanol merupakan satu di antara senyawa
aroma volatil yang penting dalam remah roti yang berasal dari degradasi asam
amino dan berkontribusi kuat terhadap aroma remah roti (Lau et al., 2021).

5.2.3 Warna

Warna merupakan satu di antara faktor penting dalam menilai kualitas
roti. Produk makanan, meskipun memiliki tekstur yang baik, cita rasa yang enak
dan kandungan gizi yang tinggi, warna yang kurang menarik dapat membuat
produk tersebut dianggap tidak layak dikonsumsi (Faizah & Ilyas, 2022). Warna
berfungsi sebagai indikator untuk menentukan tingkat kematangan dan kesegaran
produk pangan. Penilaian mutu bahan pangan seringkali digunakan berbagai
indikator, namun warna seringkali menjadi acuan utama sebelum
mempertimbangkan aspek lainnya. Tampilan warna permukaan roti setelah

pemanggangan dapat dilihat pada Gambar 4.4

A B C
Gambar 4. 4 Warna roti gandum hitam. (A) Perlakuan L1Y3, (B) Perlakuan
L3Y3, (C) Perlakuan kontrol negatif

Gambar 4.4 menunjukkan bahwa perlakuan kontrol negatif, warna roti
cenderung lebih pucat sehingga kurang sesuai dengan karakteristik roti gandum
hitam yang diharapkan. Warna yang kurang intens menunjukkan bahwa

pembentukan gula pereduksi selama fermentasi tidak berlangsung optimal dan
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terjadi pada tiap perlakuan berbeda-beda. Sebaliknya, Terdapat rentang skor pada
aspek warna berada di antara 2,6 — 4,6 yang terdapat pada Lampiran 10. yang
menunjukkan bahwa respons panelis bervariasi dari tidak menyukai hingga
menyukai. Perlakuan L3Y3, yaitu kombinasi bakteri asam laktat (BAL) 4% dan
khamir 2,5% memperoleh skor tertinggi sebesar 4,6 dan diikuti oleh perlakuan
L1Y3 yaitu kombinasi BAL 2% dan khamir 2,5% dengan nilai 4,3 yang
mengindikasikan bahwa mayoritas panelis menyukai warna roti pada perlakuan
L1Y3 dan L3Y3. Hal ini menjadikan warna yang menarik pada roti gandum hitam
hasil fermentasi dengan memperoleh tingkat kesukaan yang tinggi dari panelis.
Sedangakan pada perlakuan kontrol negatif, dengan tidak adanya mikroorganisme
fermentatif, proses pembentukan gula pereduksi dan reaksi pencoklatan tidak
terjadi secara optimal, sehingga roti kurang menarik. Hal ini menyebabkan roti
pada perlakuan kontrol negatif memperoleh tingkat kesukaan yang rendah dari
panelis.

Bakteri asam laktat (BAL) menghasilkan enzim seperti amilase dan
pululanase yang mengubah amilosa dan amilopektin menjadi glukosa dan
maltosa, yang merupakan gula pereduksi yang juga berperan dalam pembentukan
warna melalui proses termal (Vatanasuchart et al, 2012). Khamir juga
mempengaruhi warna roti melalui produksi metabolit sekunder yang terlibat
dalam reaksi non-enzimatik seperti karamelisasi dan Maillard, yang menghasilkan
pigmen coklat selama pemanggangan (Srivastava et al., 2022). Reaksi Maillard
merupakan satu di antara proses kimia utama dalam pembuatan roti gandum
hitam, yang berkontribusi terhadap warna, rasa dan nilai nutrisi produk. Proses

Maillard dimulai dari reaksi antara gugus amino bebas, seperti asam amino,
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peptida, atau protein dengan gugus karbonil dari gula pereduksi, menghasilkan
senyawa N-glikosida. Reaksi ini berlanjut dengan pembentukan senyawa antara
yang reaktif, yang dapat berikatan silang dengan proteiin lain, dan akhirnya
menghasilkan pigmen coklat tua yang disebut melanoidin (Deleu et al., 2020).

5.2.4 Tekstur

Tekstur merupakan sifat fisik yang dirasakan oleh indra peraba dan
berperan penting dalam memengaruhi preferensi konsumen terhadap produk
makanan. Roti dengan tekstur ideal memiliki permukaan halus, mudah dikunyabh,
elastis saat ditekan, dan tidak lengket (Kusnandar dkk., 2022). Hasil uji lanjut
Mann Whitney terhadap parameter tekstur pada Lampiran 12 yang menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan antara semua perlakuan dibandingkan dengan
kontrol negatif. Hal ini mengindikasikan bahwa setiap perlakuan memberikan
nyata terhadap penilaian tekstur oleh panelis. Nilai organoleptik tekstur berkisar
antara 2,4 - 4,5, menunjukkan bahwa tanggapan panelis bervariasi dari tidak
menyukai hingga menyukai. Perlakuan L3Y3, yaitu kombinasi bakteri asam laktat
(BAL) 4% dan khamir endofit 2,5%, memperoleh nilai rata-rata 4,5, yang berarti
mayoritas panelis menyukai tekstur roti pada perlakuan L3Y3. Perlakuan L.3Y3
menghasilkan roti dengan tekstur lembut dengan struktur pori yang optimal,

sebagaimana terlihat pada Gambar 4.5.
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Gambar 4.5 Tekstur roti gandum hitam. (A) Perlakuan L1Y3, (B) Perlakuan
L3Y3, (C) Perlakuan kontrol negatif

Gambar 4.5 menunjukkan terdapat perbedaan antar perlakuan yang dilihat
dari tekstur roti gandum hitam. Perlakuan L1Y3 menunjukkan bahwa terdapat
nilai rata-rata 4,4 yaitu nilai tertinggi kedua setelah L3Y3 yang berarti tingkat
kesukaan yang tinggi oleh panelis. Hal ini dikarenakan perlakuan L1Y3 dengan
kombinasi BAL 2% dan khamir Saccharomyces cerevisiae 2,5% menghasilkan
tekstur roti yang lebih disukai panelis dibandingkan perlakuan lainnya.
Konsentrasi khamir 2,5% pada perlakuan ini berperan optimal dalam
memproduksi gas CO: selama fermentasi sehingga adonan mengembang dengan
baik dan menghasilkan struktur remah (crumb) yang lebih ringan, seragam, dan
elastis. Hal ini sesuai dengan pernyataan Wang et al., (2024), bahwa konsentrasi
khamir yang terlalu tinggi justru menyebabkan ekspansi gas CO: melebihi
kekuatan jaringan gluten sehingga merusak struktur internal adonan dan
berdampak negatif pada elastisitas roti. dan perlakuan kontrol menunjukkan nilai
hedonik terendah dengan skor 2,4 (agak tidak suka). Perlakuan kontrol tidak
terjadi proses pengembangan adonan, sehingga tidak terbentuk pori-pori dan
tekstur roti menjadi keras. Didar & Khodaparast (2010) menyatakan bahwa kultur
starter yang mengandung campuran BAL dan khamir dapat memberikan hasil
yang positif terhadap pengembangan roti. Asam yang di hasilkan oleh BAL
meningkatkan kemampuan matriks adonan dalam menahan gas, sehingga terjadi
pelarutan dan degradasi makropolimer gluten. Akibatnya, adonan roti menjadi
lebih lembut, elastis, dan memiliki volume pengembangan yang lebih optimal.

Khamir Saccharomyces cerevisiae dengan konsentrasi 2,5% pada

perlakuan L3Y3 berkontribusi melalui pengembangan adonan yang lebih optimal.
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Ko-kultur BAL dan khamir yang optimal dalam fermentasi menghasilkan spesifik
volume tertinggi dan remah paling lembut (softest crumb) dibandingkan perlakuan
lainnya, dengan temuan Hernandez et al., (2025) yang menyatakan bahwa
Lactiplantibacillus ~ plantarum dan spesies Leuconostoc secara nyata
meningkatkan porositas roti dan kualitas struktur secara keseluruhan. Pola ini
sejalan dengan hasil pada perlakuan L.3Y3, di mana sinergi antara BAL 4% dan
khamir 2,5% menghasilkan fermentasi yang paling produktif dalam memperbaiki
tekstur.
5.3 Pengukuran Nilai estimated Glycemic Index (eGI) Roti Gandum Hitam
Secara In Vitro Kombinasi BAL Lactoplantibacillus plantarum dan

Khamir Saccharomyces cerevisiae

5.3.1 Kurva Standar Glukosa

Kurva standar glukosa dibuat sebagai dasar perhitungan kadar glukosa
hasil hidrolisis pati pada seluruh sampel roti gandum hitam. Kurva standar
merupakan hubungan linier antara konsentrasi larutan glukosa yang telah
diketahui dengan nilai absorbansi yang terukur menggunakan spektrofotometri.
Kurva standar yang valid merupakan syarat penting dalam analisis kuantitatif
glukosa secara spektrofotometri agar hasil pengukuran sampel dapat dipercaya
(Argyri et al, 2016).

Hasil pengukuran absorbansi larutan standar glukosa pada berbagai
konsentrasi (20, 40, 60, 80, dan 100 mg/L) menghasilkan persamaan regresi linear
y = 0,002x — 0,0007 dengan nilai koefisien determinasi R? = 0,9453 yang terdapat

pada gambar 4.6.
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Gambar 4.6 Kurva Standar Glukosa Roti Gandum Hitam

Persamaan tersebut digunakan untuk mengkonversi nilai absorbansi
sampel menjadi kadar glukosa (mg/L). Menurut Pratama (2022), nilai R? yang
mendekati 1 mengindikasikan bahwa terdapat hubungan linier yang kuat antara
konsentrasi dan absorbansi, sehingga persamaan regresi tersebut layak digunakan
untuk menentukan konsentrasi glukosa sampel yang tidak diketahui.

Nilai R?= 0,9453 yang diperoleh pada penelitian ini menunjukkan bahwa
sekitar 94,53% variasi absorbansi dapat dijelaskan oleh variasi konsentrasi
glukosa. Meskipun nilai ini sedikit dibawah standar ideal (R*> > 0,99) yang
umumnya digunakan dalam validasi metode analitik, namun masih menunjukkan
korelasi positif yang cukup kuat dan dapat digunakan sebagai acuan perhitungan
dalam penelitian ini. Oleh karena itu, interpretasi hasil kadar glukosa tetap
mengacu pada persamaan ini dengan mempertimbangkan batas keterandalannya.

5.3.2 Kadar Glukosa Hasil Hidrolisis Pati

Penentuan nilai eGI secara in vitro diawali dengan pengukuran kadar
glukosa hasil hidrolisis pati pada setiap interval waktu (0, 30, 60, 90, dan 120
menit) menggunakan enzim amilase, pepsin, dan glukoamylase. Metode ini
mensimulasikan proses pencernaan pati didalam tubuh secara in vitro, dimana

semakin tinggi kadar glukosa yang dilepaskan seiring waktu, maka semakin tinggi
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pula potensi indeks glikemiknya (Argyri et al., 2016). Data perlakuan disajikan
hidrolisis pati tiap interval waktu pada Tabel 4.1. Dalam konteks simulasi
pencernaan enzim a-amilase mempresentasikan aktivitas enzim pada saliva dan
pankreas yang memulai proses pemecahan pati segera setelah makanan masuk
kedalam mulut dan usus halus. Enzim pepsin berperan dalam mensimulasikan
kondisi lambung yang bersifat asam dan kehadirannya dalam metode in vitro
yaitu penting untuk membantu pemecahan matriks protein yang melapisi granula
pati, sehingga pati menjadi mudah di akses oleh enzim berikutnya dan enzim
glukoamylase juga membantu memecah rantai amilopektin sehingga seluruh
struktur pati terhidrolisis menjadi glukosa bebas (Nursyahidah ez a/, 2018).

Hasil pengukuran hidrolisis pati pada semua perlakuan, kadar glukosa
meningkat seiring dengan bertambahnya waktu hidrolisis dari menit ke-0 hingga

menit ke-120 yang disajikan juga pada gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Grafik Hidrolisis Pati Tiap Perlakuan
Gambar 4.7 menunjukkan pati terhidrolisis (mg/L) pada seluruh perlakuan
roti gandum hitam selama 120 menit inkubasi. Angka - angka yang terdapat

dalam grafik tersebut diperoleh melalui tahapan analisis spektrofotometri



72

menggunakan metode 3,5-dinitrosalisilat (DNS). Rata-rata nilai kadar hidrolisis
pati disajikan pada Lampiran 14. Nilai absorbansi dari setiap aliquot yang diambil
pada menit ke-0, 30, 60, 90, dan 120 diukur menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang 575 nm, kemudian dikonversi menjadi kadar
glukosa (mg/L) menggunakan persamaan regresi linear kurva standar glukosa y =
0,002x — 0,0007. Nilai kadar glukosa tersebut selanjutnya dikalikan dengan faktor
konversi 0,9 yang merupakan rasio berat molekul unit glukosa dalam rantai pati
terhadap berat molekul glukosa bebas, sehingga diperoleh nilai pati terhidrolisis
(mg/L) yang terdapat pada Gambar 4.7 (Rinaldi, 2019).

Peningkatan pati terhidrolisis yang konsisten dari menit ke-0 hingga menit
ke-120 pada seluruh perlakuan merupakan fenomena yang dapat dijelaskan
melalui mekanisme kerja enzim amilolitik yang bersifat akumulatif. Enzim a-
amilase dan glukoamilase yang ditambahkan dalam sistem hidrolisis in vitro
bekerja secara kontinyu memutus ikatan glikosidik a-1,4 dan a-1,6 pada rantai
amilosa dan amilopektin pati, menghasilkan dekstrin, maltosa, dan akhirnya
glukosa bebas yang terakumulasi seiring berjalannya waktu inkubasi. Kadar
glukosa yang terukur pada setiap titik waktu merupakan akumulasi total produk
hidrolisis yang terbentuk sejak awal reaksi, sehingga nilainya secara alami terus
meningkat dan tidak dapat menurun selama enzim masih aktif (Argyri et al.,
2016). Hal ini menjelaskan mengapa kurva hidrolisis pati pada semua perlakuan
menunjukkan kenaikan dari menit ke-0 hingga menit ke-120.

Perbedaan laju kenaikan antar perlakuan menunjukkan efektivitas
fermentasi kombinasi BAL dan khamir dalam menghambat aktivitas enzim

amilolitik. Perlakuan kontrol (tanpa BAL dan khamir) menunjukkan laju
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peningkatan pati terhidrolisis yang paling cepat karena tidak terdapat asam
organik maupun metabolit fermentasi yang dapat menghambat enzim a-amilase.
Sebaliknya, perlakuan L3Y3 (BAL Lactiplantibacillus palntarum 4% dan khamir
Saccharomyces cerevisiae 2,5%) menunjukkan laju kenaikan paling lambat, yang
mengindikasikan bahwa produksi asam laktat dan asam asetat dalam jumlah lebih
besar secara efektif menekan aktivitas enzim amilolitik serta mendorong
pembentukan pati resisten tipe 3 (RS3) melalui retrogradasi amilosa (Demirkesen
etal., 2021).

Berdasarkan grafik hidrolisis pati yang diatas, terdapat bahwa nilai
absorbansi pada menit ke-0 antar perlakuan tidak berada pada titik yang sama.
Kondisi ini menunjukkan bahwa setiap sampel roti gandum hitam memiliki nilai
awal yang berbeda meskipun pengukuran dilakukan pada waktu yang sama.
Menurut Woolnough et al., (2010) bahwa perbedaan pada menit ke-0 karena
terdapat reaksi hidrolisis enzimatik sudah mulai berlangsung sejak proses
pencampuran sampel dan substrat. Dengan demikian, menit ke-0 dalam
pengamatan spektrofotometri tidak merepresentasikan kondisi “reaksi belum
terjadi”, melainkan sebagai titik awal pengukuran setelah reaksi mulai berjalan
secara spontan. Selain itu, perbedaan nilai awal antar perlakuan juga dipengaruhi
oleh karakteristik masing-masing sampel, seperti perbedaan komposisi BAL dan
khamir, aktivitas enzimatik, serta matriks bahan yang berbeda (Butterworth et al.,
2022).

5.3.3 Nilai AUC (Area Under Curva)

Nilai AUC (4rea Under Curva) merupakan luas daerah di bawah kurva

hidrolisis glukosa yang menggambarkan total glukosa yang dilepaskan selama



74

120 menit hidrolisis. Semakin kecil nilai AUC suatu sampel, semakin lambat laju
pelepasan glukosa, yang mengindikasikan potensi indeks glikemik yang lebih
rendah (Argyri et al., 2016). Rata-rata nilai AUC setiap perlakuan disajikan pada

Tabel 4.1 berikut :

Tabel 4.1 Pengaruh Kombinasi BAL dan Khamir terhadap Rata-rata Nilai AUC
Roti Gandum Hitam

Perlakuan Dosis BAL Dosis Khamir Rata-rata AUC
(mg/L-menit)

Kontrol 0,0% 0,0% 109,13?

L1Y3 2,0% 2,5% 75,80°

L3Y3 4,0% 2,5% 59,60c
Keterangan:

Huruf berbeda (a, b, c¢) menunjukkan perbedaan nyata antar perlakuan
berdasarkan uji Duncan (DMRT) taraf 95%. Data selengkapnya per ulangan
disajikan pada Lampiran 17.

Berdasarkan Tabel 4.1 menunjukkan nilai AUC tertinggi diperoleh pada
perlakuan kontrol sebesar 109,13 mg/L-menit, diikuti perlakuan L1Y3 sebesar
75,80 mg/L-menit, dan nilai AUC terendah pada perlakuan L3Y3 sebesar 59,60
mg/L-menit. Penurunan nilai AUC seiring meningkatnya konsentrasi BAL dan
khamir menunjukkan bahwa kombinasi kedua mikroorganisme ini secara sinergis
memperlambat laju pelepasan glukosa selama hidrolisis pati. Hal ini sejalan
dengan temuan Scazzina et al., (2009) bahwa roti yang difermentasi sourdough
memberikan respons glikemik yang secara signifikan lebih rendah (p < 0,001)
dibandingkan roti yang difermentasi hanya dengan Saccharomyces cerevisiae.

Nilai AUC seluruh perlakuan lebih rendah dibandingkan AUC referensi roti putih

sebesar 201,877 yang disajikan pada Lampiran 16 yang mengkonfirmasi bahwa
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roti gandum hitam dengan fermentasi kombinasi BAL dan khamir memiliki profil
pelepasan glukosa yang lebih lambat dibandingkan roti putih standar.

5.3.4 Nilai HI (Hydrolysis Index)

Nilai HI (Hydrolisis Index) dihitung berdasarkan rasio antara AUC
sampel dengan AUC referensi (roti putih) dikalikan 100. HI mencerminkan
seberapa cepat pati dalam sampel dihidrolisis dibandingkan dengan referensi.
Semakin rendah nilai HI, semakin lambat pati terhidrolisis dan semakin rendah
potensi indeks glikemiknya (Gofii et al., 1997). Rata-rata nilai HI setiap perlakuan
disajikan pada Tabel 4.2 berikut :

Tabel 4.2 Pengaruh Kombinasi BAL dan Khamir terhadap Rata-rata Nilai HI Roti
Gandum Hitam

Perlakuan Dosis BAL Dosis Khamir  Rata-rata HI (%)
Kontrol 0,0% 0,0% 54,06*
L1Y3 2,0% 2,5% 37,55°
L3Y3 4,0% 2,5% 29,52°
Keterangan:

Huruf berbeda (a, b, c¢) menunjukkan perbedaan nyata antar perlakuan
berdasarkan uji Duncan (DMRT) taraf 95%. Data selengkapnya per ulangan
disajikan pada Lampiran 17.

Berdasarkan Tabel 4.2, nilai HI tertinggi terdapat pada perlakuan kontrol
sebesar 54,06%, diikuti L1Y3 sebesar 37,55%, dan nilai HI terendah pada
perlakuan L3Y3 sebesar 29,52%. Penurunan nilai HI pada perlakuan L1Y3 dan
L3Y3 dibandingkan kontrol menunjukkan bahwa kombinasi Lactiplantibacillus
plantarum dan Saccharomyces cerevisiae secara sinergis menghambat laju
hidrolisis pati. Mekanisme utama penurunan HI adalah peran asam organik,
khususnya asam laktat yang berinteraksi dengan gluten sehingga membatasi

ketersediaan pati untuk hidrolisis enzimatis, serta asam asetat yang memperlambat
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pengosongan lambung (Nurhayati et al., 2019). Nilai HI perlakuan L3Y3 yang
paling rendah mengindikasikan bahwa konsentrasi BAL 4% bersama khamir 2,5%
paling efektif dalam memperlambat proses pencernaan pati, yang berimplikasi
langsung pada penurunan nilai eGI.

5.3.5 Nilai estimated Glycemic Index (eGI)

Nilai eGI dihitung menggunakan persamaan empiris, eGI = 39,71 + 0,549
x HI (Goni et al, 1997). Menurut Arif et al., (2014) Nilai indeks glikemik dapat
dikelompokkan menjadi tiga kategori yaitu rendah (<55), sedang (55 — 69), dan
tinggi (=70). Nilai estimated Glycemic Index (eGl) pada penelitian ini merupakan
rata-rata dari tiga ulangan pengukuran yang terdapat pada Lampiran 17. Nilai eGI
dengan perlakuan kontrol berkisar antara 67,41 - 71,76 (kategori sedang hingga
tinggi), dan perlakuan L1Y3 menghasilkan nilai eGI berkisar 58,78 - 61,43
(kategori sedang) sedangkan perlakuan L3Y3 menghasilkan nilai eGI terendah
yaitu berkisar antara 55,43 - 56,58 (kategori rendah hingga sedang) yang disajikan
dalam Lampiran 17. Hasil uji One Way Anova menunjukkan terdapat perbedaan
nyata antar perlakuan terhadap nilai eGI (p = < 0,05) yang terdapat pada Lampiran
19. dan hasil uji lanjut Duncan terdapat pada tabel 4.3.

Tabel 4.3 Pengaruh Kombinasi BAL dan Khamir terhadap Rata-rata Nilai
eGI Roti Gandum Hitam

Perlakuan Dosis Dosis Rata-rata Nilai  Kategori eGI
Roti Gandum BAL Khamir eGI
Hitam
Kontrol 0,0% 0,0% 69,33 Sedang
L1Y3 2,0% 2,5% 59,67° Sedang
L3Y3 4,0% 2,5% 55,33¢ Sedang
(batas bawah)

Keterangan:
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Huruf yang berbeda (a, b, c) pada kolom notasi menunjukkan perbedaan yang
nyata antar perlakuan berdasarkan uji Duncan (DMRT) pada taraf 95%. Data per
ulangan selengkapnya disajikan pada Lampiran 17.

Berdasarkan tabel 4.3 menunjukkan nilai rata-rata eGI perlakuan kontrol
sebesar 69,33 masuk kategori sedang karena kurang dari 70. Hal ini menunjukkan
bahwa tidak adanya mekanisme penghambatan enzim pencernaan pati dari asam
organik fermentasi menyebabkan pati terhidrolisis lebih cepat dan glukosa yang
dilepaskan lebih banyak. Perlakuan L1Y3 menghasilkan nilai rata-rata eGI
sebesar 59,67 yang juga termasuk kategori sedang namun lebih rendah
dibandingkan kontrol, menunjukkan bahwa kombinasi BAL 2% dan khamir 2,5%
sudah cukup efektif dalam menghambat hidrolisis pati. Penurunan nilai eGI
terbesar terdapat pada perlakuan L3Y3 dengan kombinasi BAL 4% dan khamir
2,5% yang menghasilkan nilai rata-rata eGI terendah sebesar 55,33, berada di
batas bawah kategori sedang dan sangat mendekati kategori rendah (<55). Hal ini
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi BAL yang dikombinasikan
dengan khamir, semakin besar produksi asam laktat dan asam asetat yang
menghambat enzim a-amilase sekaligus membentuk kompleks pati-protein yang
lebih sulit dihidrolisis. Selaras dengan pernyataan Demirkesen et al., (2021),
bahwa semakin tinggi konsentrasi BAL yang dikombinasikan dengan khamir,
semakin besar produksi asam organik yang menghambat aktivitas enzim o-
amilase sekaligus mendorong pembentukan kompleks pati yang lebih sulit
dihidrolisis. Secara sinergis, fermentasi karbohidrat oleh S. cerevisiae
menghasilkan etanol dan CO: yang turut berkontribusi dalam memperlambat

hidrolisis pati sehingga nilai eGI roti gandum hitam menurun.
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Demirkesen et al. (2021) menyatakan bahwa roti dengan fermentasi
menggunakan kultur murni menghasilkan nilai eGI yang lebih rendah
dibandingkan  fermentasi  spontan, karena  fermentasi menggunakan
Lactiplantibacillus plantarum dan Saccharomyces cerevisiae secara nyata dapat
meningkatkan kandungan resistant starch (RS) sekaligus menurunkan nilai HI
dan eGI dibandingkan kontrol tanpa fermentasi. Meskipun nilai eGI perlakuan
kontrol sebesar 69,33 merupakan nilai tertinggi di antara ketiga perlakuan, nilai
tersebut tetap lebih rendah dibandingkan roti putih yang secara umum memiliki
nilai indeks glikemik sebesar 70—75. Selaras dengan pernyataan Pasqualoni et al.
(2024) bahwa roti putih diklasifikasikan sebagai pangan dengan indeks glikemik
tinggi (>70) akibat rendahnya kandungan serat pangan, sedangkan gandum hitam
memiliki kandungan serat pangan tertinggi di antara serealia lainnya (Iversen et
al., 2022).

Perbedaan kategori eGI antar perlakuan menunjukkan efektivitas yang
berbeda dari masing-masing konsentrasi kombinasi BAL dan khamir. Perlakuan
kontrol menghasilkan rata-rata eGI pada roti gandum hitam sebesar 69,33 yang
masuk kategori sedang namun berada di batas atas mendekati kategori tinggi
(=70), akibat tidak adanya produksi asam organik yang dapat memperlambat
hidrolisis pati. Perlakuan L1Y3 (BAL 2% + khamir 2,5%) menghasilkan eGI
59,67 yang juga kategori sedang namun berada di tengah rentang, menandakan
BAL 2% sudah cukup menghambat aktivitas enzim a-amilase secara parsial.
Adapun perlakuan L3Y3 (BAL 4% + khamir 2,5%) menghasilkan eGI terendah
sebesar 55,33 yang berada di batas bawah kategori sedang dan sangat mendekati

kategori rendah (<55), menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi BAL yang
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dikombinasikan dengan khamir, semakin besar produksi asam laktat dan asam
asetat yang menghambat enzim a-amilase sekaligus membentuk kompleks pati-
protein yang lebih sulit dihidrolisis. Hal ini selaras dengan pernyataan
Demirkesen et al. (2021) bahwa ko-kultur BAL dan khamir S. cerevisiae dengan
konsentrasi lebih tinggi menghasilkan penurunan eGI yang lebih besar karena
sinergisme keduanya mempercepat pembentukan pati resisten yang menghalangi
akses enzim pencernaan terhadap granula pati.

Penurunan eGI pada penelitian ini merupakan hasil dari mekanisme ganda
yang bekerja secara sinergis. Pertama, asam laktat dan asam asetat yang
dihasilkan oleh Lactiplantibacillus plantarum berinteraksi dengan gluten sehingga
membatasi ketersediaan pati, sementara asam asetat turut memperlambat
pengosongan lambung. Kedua, kandungan arabinoxylan, p-glukan, dan pati
resisten yang tinggi dalam tepung gandum hitam membentuk matriks serat yang
secara fisik memperlambat hidrolisis pati dan penyerapan glukosa. Interaksi
sinergis antara metabolit fermentasi dan komponen serat gandum hitam inilah
yang menjelaskan mengapa perlakuan dengan konsentrasi BAL dan khamir lebih
tinggi secara konsisten menghasilkan nilai eGI lebih rendah dibandingkan kontrol
(Nurhayati et al., 2019).

Konsumsi pangan dengan nilai indeks glikemik sedang dianjurkan karena
membantu mencegah kenaikan kadar gula darah yang drastis serta menjaga
kestabilan gula darah setelah makan, yang sangat penting bagi penderita diabetes
maupun individu berisiko mengalami gangguan metabolisme glukosa (Muflihati,
2017). Dengan demikian, roti gandum hitam hasil fermentasi kombinasi BAL 4%

dan khamir 2,5% (L3Y3) pada penelitian ini terbukti aman dan berpotensi
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bermanfaat bagi masyarakat umum maupun penderita diabetes. Nilai eGI sebesar
55,33 pada perlakuan L3Y3 menunjukkan bahwa roti ini tidak akan menyebabkan
lonjakan gula darah yang tajam (spike) setelah dikonsumsi, melainkan melepaskan
glukosa secara bertahap dan terkendali, sehingga menjadikan roti gandum hitam
layak dipertimbangkan sebagai alternatif pangan fungsional dalam pola makan
sehat berbasis indeks glikemik rendah.
5.4 Tinjauan Hasil Penelitian dalam Perspektif Al-Qur'an

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi bakteri asam laktat
(BAL) Lactiplantibacillus plantarum dan khamir Saccharomyces cerevisiae
terbukti mampu menurunkan nilai estimated Glycemic Index (eGl) roti gandum
hitam secara signifikan dibandingkan kontrol tanpa perlakuan fermentasi.
Penurunan nilai eGI ini terjadi melalui mekanisme produksi asam organik oleh
BAL yang menurunkan pH adonan, pembentukan pati resisten, serta aktivitas
enzim invertase oleh S. cerevisiae yang mengubah sukrosa menjadi gula
sederhana dan selanjutnya difermentasi menjadi CO: dan etanol, sehingga kadar
gula yang tersedia untuk dicerna dalam produk akhir menjadi lebih rendah
(Demirkesen et al., 2021; Khazalina, 2020). Konsumsi pangan dengan nilai indeks
glikemik sedang hingga rendah dianjurkan karena membantu mencegah kenaikan
kadar gula darah terutama bagi penderita diabetes maupun individu yang berisiko
mengalami gangguan metabolisme glukosa (Muflihati, 2017).

Pengembangan pangan fungsional berbasis fermentasi seperti roti gandum
hitam ini sejalan dengan keyakinan dalam Islam bahwa Allah SWT telah

menyediakan penyembuhan dan pencegahan penyakit melalui berbagai ciptaan-
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Nya di alam, termasuk bahan pangan alami. Hal ini sebagaimana ditegaskan
dalam sabda Rasulullah SAW:

s\i 41 3330 9 213 0 058
"Tidaklah Allah menurunkan suatu penyakit melainkan Allah juga menurunkan
obatnya." (HR. Bukhari, no. 5354)

Hadits tersebut mengisyaratkan bahwa setiap penyakit yang ada di dunia,
termasuk diabetes yang erat kaitannya dengan konsumsi pangan berindeks
glikemik tinggi, pasti telah disediakan solusinya oleh Allah SWT. Salah satu
bentuk solusi tersebut dapat berupa pemanfaatan bahan pangan alami yang
memiliki potensi dalam menjaga kestabilan kadar gula darah. Dalam konteks
penelitian ini, kombinasi fermentasi Lactiplantibacillus plantarum dan
Saccharomyces cerevisiae pada tepung gandum hitam merupakan bagian dari
upaya manusia dalam memanfaatkan ciptaan Allah berupa mikroorganisme untuk
menghasilkan produk pangan yang lebih menyehatkan. Allah SWT juga telah
memberikan isyarat tentang adanya manfaat penyembuhan yang terkandung
dalam produk-produk alami hasil proses biologis sebagaimana firman-Nya dalam

QS. An-Nahl ayat 69:

_od

” PR ¢ o L24s . FI @ 2 Lo
Sal Dph Gkl G g2 sl i o SLB R 50 IS
s <°ﬂ& < 0{.‘& izl/ % I’ 0, q & 5»”&_/.. o ( ’3 ¥
GO9S 238 LY 8> 3 O) S slas o il

Artinya : "Dari perut lebah itu keluar minuman yang bermacam-macam
warnanya, di dalamnya terdapat obat yang menyembuhkan bagi
manusia. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat
tanda (kebesaran Allah) bagi orang-orang yang memikirkan." (QS. An-
Nahl: 69).
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Menurut Tafsir Al-Mishbah (Shihab, 2002), ayat ini tidak hanya berbicara
tentang madu secara spesifik, melainkan mengandung pesan yang lebih luas
bahwa Allah SWT menciptakan berbagai makhluk hidup di alam termasuk
mikroorganisme dengan menyimpan manfaat dan potensi penyembuhan di
dalamnya yang dapat dimanfaatkan oleh manusia melalui akal pikiran dan ilmu
pengetahuan. Lafadz ol e 4cd yang berarti "di dalamnya terdapat obat yang
menyembuhkan bagi manusia" dapat dipahami secara kontekstual sebagai isyarat
bahwa Allah telah menitipkan potensi penyembuhan dan pencegahan penyakit
pada berbagai produk alami yang dihasilkan oleh makhluk hidup ciptaan-Nya,
termasuk produk fermentasi yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat dan khamir
Saccharomyces cerevisiae. Dengan demikian, roti gandum hitam hasil fermentasi
kombinasi BAL dan khamir dalam penelitian ini bukan sekadar produk pangan
biasa, melainkan merupakan wujud nyata dari pemanfaatan ciptaan Allah yang
mengandung manfaat bagi kesehatan manusia, khususnya dalam upaya
pencegahan dan pengendalian diabetes melalui konsumsi pangan dengan nilai
estimasi indeks glikemik yang rendah sebagaimana yang telah Allah isyaratkan

melalui ciptaan-Nya yang penuh hikmah di alam semesta ini.



BAB VI

PENUTUP

6.1 Kesimpulan

1.

Kombinasi Lactiplantibacillus plantarum dan Saccharomyces cerevisiae
berpengaruh nyata terhadap volume pengembangan dan kualitas organoleptik
roti gandum hitam yang meliputi warna, aroma, rasa, dan tekstur. Perlakuan
L3Y3 (Lactiplantibacillus plantarum 4% + Saccharomyces cerevisiae 2,5%)

3 serta

menghasilkan volume pengembangan tertinggi yaitu 330,64 cm
memperoleh skor hedonik tertinggi pada seluruh parameter organoleptik yaitu
rata-rata 4 sehingga menunjukkan bahwa perlakuan tersebut menghasilkan
roti gandum hitam dengan kualitas fisik dan sensoris yang paling disukai
panelis.

Kombinasi Lactiplantibacillus plantarum dan khamir Saccharomyces
cerevisiae berpengaruh nyata (p < 0,05) terhadap nilai estimated Glycemic
Index (eGl) roti gandum hitam secara in vitro. Peningkatan konsentrasi BAL
dan khamir secara sinergis menurunkan nilai AUC, HI, dan eGI. Perlakuan
L3Y3 (BAL 4% + khamir 2,5%) menghasilkan nilai eGI terendah sebesar
55,33 (batas bawah kategori sedang), diikuti L1Y3 sebesar 60,32 dan kontrol
sebesar 69,39 yang keduanya berkategori sedang. Fermentasi kombinasi BAL
dan khamir terbukti efektif memperlambat hidrolisis pati dan menurunkan

respons glikemik roti gandum hitam dibandingkan roti putih sebagai pangan

acuan.

&3
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6.2 Saran

1.

Perlu dilakukan pengujian organoleptik dengan melibatkan panelis terlatih
atau semi-terlatih untuk memperoleh penilaian yang lebih objektif terhadap
kualitas warna, aroma, tekstur, dan rasa roti gandum hitam.

Untuk mendapatkan nilai eGI yang mencapai kategori rendah (<55),
disarankan dilakukan penelitian lanjutan dengan mengoptimalkan rasio
konsentrasi kombinasi BAL dengan khamir Saccharomyces cerevisiae.

Perlu dilakukan pengukuran nilai eGI melalui uji in vivo pada hewan coba
untuk memastikan respons glikemik aktual roti gandum hitam hasil

fermentasi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Peremajaan Isolat Bakteri Asam Laktat dan Khamir
Saccharomyces cerevisiae

Bakteri Asam laktat (BAL) Khamir saccharomyces cerevisiae

Lampiran 2. Hasil Pembuatan starter Bakteri Asam Laktat dan Hasil Pemanenan
Isolat Khamir Saccharomyces cerevisiae

Bakteri asam laktat (BAL) Khamir saccharomyces cerevisiae

Lampiran 3. Perhitungan Volume Pengembangan Adonan Roti Pada Perlakuan
Variasi Konsentrasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dan Khamir
Saccharomyces cerevisiae

e Cara Menghitung :

V=nr’t
Keterangan :
V = Volume tabung Diketahui : r =4,5 cm
= 22/7 atau 3,14 t=2cm
r = jari-jari tabung V=314x45"x2
t = tinggi tabung =222,54
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Lampiran 4. Data Hasil Pengukuran Volume Pengembangan Adonan Roti Gandum Hitam Dari Beberapa Semua Perlakuan pada Setiap
Interval Waktu (0 — 720 menit)

Waktu

(menit) L1Y1 L1Y2 L1Y3 L2Y1 L2Y2 L2Y3 L3Y1 L3Y2 L3Y3 Kontrol
0 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75
30 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75
60 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75
90 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75 190,75

120 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 190,75
150 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 190,75
180 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 190,75
210 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 241,62 190,75
240 222,54 222,54 241,62 222,54 222,54 222,54 222,54 222,54 241,62 190,75
270 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 190,75
300 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 254,34 190,75
330 241,62 241,62 254,34 241,62 241,62 241,62 241,62 241,62 254,34 190,75

360 254,34 254,34 254,34 254,34 241,62 254,34 254,34 254,34 267,05 190,75
390 254,34 254,34 254,34 254,34 254,34 254,34 254,34 254,34 267,05 190,75
420 254,34 254,34 267,05 254,34 254,34 254,34 254,34 254,34 267,05 190,75
450 254,34 267,05 267,05 267,05 254,34 267,05 267,05 254,34 273,41 190,75
480 267,05 267,05 267,05 267,05 254,34 267,05 267,05 267,05 273,41 190,75

510 267,05 267,05 267,05 267,05 267,05 267,05 267,05 267,05 273,41 190,75
540 273,41 273,41 273,41 273,41 267,05 273,41 273,41 267,05 286,13 190,75
570 273,41 273,41 273,41 273,41 267,05 273,41 273,41 273,41 286,13 190,75
600 273,41 273,41 273,41 273,41 273,41 286,13 273,41 273,41 286,13 190,75
630 273,41 273,41 273,41 286,13 273,41 286,13 273,41 273,41 286,13 190,75



660
690
720

286,13
286,13
286,13

286,13
286,13
286,13

286,13
286,13
317,92

286,13
286,13
286,13

273,41
286,13
286,13

286,13
317,92
317,92

286,13
286,13
286,13

273,41
286,13
286,13

317,92
317,92
330,64

190,75
190,75
190,75
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Lampiran 5. Dokumentasi Pengembangan Adonan Roti Gandum Hitam
Sebelum dan Sesudah Fermentasi
Perlakuan Menit ke-0 Menit ke-720
Kontrol
L1Y1
L1Y2

L1Y3




L2Y1

L2Y2

L2Y3

L3Y1

L3Y2
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100

L3Y3

Keterangan : Menit ke- 0 = sebelum fermentasi, Menit ke- 720 = sesudah
fermentasi (12 jam)



Lampiran 6. Dokumentasi Pengukuran pH Adonan Roti Gandum Hitam

Sebelum dan Sesudah Fermentasi
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Perlakuan Sebelum Fermentasi

Sesudah Fermentasi

Kontrol

L1Y3

L3Y3
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Lampiran 7. Dokumentasi Tekstur Roti Gandum Hitam Antar Perlakuan

Kontrol

L1Y1

L1Y3

L2Y2

L3Y1

L3Y3
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Lampiran 8. Dokumentasi Warna Roti Gandum Hitam Antar Perlakuan

L2Y3

L3Y1

L3Y2
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Lampiran 9. Perhitungan Rata-rata Nilai Uji Organoleptik Roti Gandum Hitam

e Cara Menghitung :
X=Yxi/n

Keterangan :
X = rata-rata nilai organoleptik per perlakuan
> xi = jumlah seluruh skor penilaian panelis pada setiap parameter

n = jumlah panelis (20 orang)

e Perhitungan Rata-rata Nilai Organoleptik per Perlakuan :
Contoh : Kontrol (BAL 0% + Khamir 0%)
Rasa :X=>xi/n=44/20=22

Aroma :X=)xi/n=48/20=24
Warmma :X=>xi/n=52/20=2,6
Tekstur : x=>xi/n=48/20=24
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Lampiran 10. Data Uji Organoleptik Pada Perlakuan Kombinasi Bakteri Asam

Laktat dan Khamir Saccharomyces cerevisiae

Perlakuan Rasa Aroma Warna Tekstur Total Rata - rata
Kontrol 2,2 2.4 2,6 2,4 9,6 2,4
L1Y1 34 3,2 3 3,1 12,7 3,2
L1Y2 3,6 3 34 4,1 14,1 3,5
L1Y3 4,3 4,6 4,6 4,1 17,6 4.4
L2Y1 34 3,6 34 3.8 14,2 3,6
L2Y2 3,6 3,6 3,4 3,8 14,4 3,6
L2Y3 33 3,2 34 3,3 13,2 3,3
L3Y1 3,4 3,2 3,6 34 13,6 34
L3Y2 3,6 3,6 3,6 4 14,8 3,7
L3Y3 4,6 4.4 4,6 4,5 18,1 4,5
Lampiran 11. Hasil Uji Kruskall Wallis
Test Statistics™” Test Statistics™”
Fasa Aroma
Kruskal-Wallis H 60.591 Kruskal-Wallis H 66124
df g df ]
Asymp. Sig. .0oo Asymp. Sig. .0oo

a. Kruskal Wallis Test

Test Stautistilt:sﬁ"h

Warna
Kruskal-wallis H 65.364
ilf g
Asymp. Sig. .0oo

a. Kruskal Wallis Test

Test Statisticsa’h

a. Kruskal Wallis Test

. Grouping Yariable:
Ferlakuan

Tekstur
Kruskal-Wwallis H 67.382
df g
Asymp. Sig. .0oo

a. Kruskal Wallis Test

. Grouping Yariable:
Perlakuan



Lampiran 12. Hasil Uji Lanjut Mann Whitney
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Sampel Warna Aroma Tekstur Rasa

Kontrol 2,60+0,500  2,40+0,75° 2,35+£0,75* 2,15+ 0,75°
L1Y1 3,000,922  315+0,99* 3,10+0,912>  3.45+0,94°
L1Y2 345+0,76*  3,00+0,79®* 4,10+£0,72¢  3,55+0,76°
L1Y3 4,63 +0,76¢ 4,58 £0,77¢ 4,11 £0,94c 4,26 +0,99°
L2Y1 3,40+0,94> 355+0,83 385+0,67* 3,45+1,15°
L2Y2 340+0,99  3,55+£0,89*  3.85+0,99% 3,554+ 0,94°
L2Y3 3,45+0,89* 325+ 1,12° 3,30+ 0,66 3,30+ 1,08°
L3Y1 3,55+1,00> 3,20+ 0,89 335+ 0,88 3,35+ 1,09°
L3Y2 3,55+0,94> 3,55+ 1,00° 4,00+ 0,92¢  3,55+0,83
L3Y3 4,55 +0,69¢ 4,45 +0,83¢ 4,50+ 0,89 4,60+ 0,68°

Keterangan: Data dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi. Notasi huruf
yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan adanya perbedaan nyata
berdasarkan uji Mann—Whitney pada taraf 5%.



107

Lampiran 13. Dokumentasi Proses Pengujian estimated Glycemic Index (eGI)
pada Roti Gandum Hitam Kombinasi Bakteri Asam Laktat (BAL) dan Khamir
Saccharomyces cerevisiae

No. Dokumentasi Keterangan

Penghalusan roti gandum
hitam dan roti putih (food
reference) menggunakan
mortar dan alu hingga
menjadi serbuk halus

Penimbangan masing-masing
sampel sebanyak 50 mg
menggunakan timbangan
analitik

Memasukkan sampel ke
dalam tabung reaksi yang
telah diberi label sesuai
perlakuan

Penambahan 10 ml larutan
HCI buffer pH 1,5 pada
setiap masing-masing
perlakuan
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Penambahan enzim pepsin
sebanyak 0,2 ml kedalam
campuran HCL buffer pH 1,5
untuk mensimulasikan
kondisi pencernaan lambung

Inkubasi pertama dalam
waterbath selama 1 jam pada
suhu 40°C

Penambahan larutan NaOH
0,1 N untuk menaikkan pH
larutan sampel dan
pengukuran pH
menggunakan pH meter
digital hingga mencapai pH
6,9-7,0 untuk
mensimulasikan kondisi usus
halus

Inkubasi kedua dalam
waterbath pada suhu 37°C
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Penambahan enzim o-
amilase 1 ml ke dalam
tabung reaksi untuk
menghidrolisis pati

10

Pengambilan aliquot
sebanyak 1 ml pada masing-
masing interval waktu (0, 30,
60, 90, dan 120 menit)

11

Pemanasan aliquot pada suhu
100°C selama 10 menit untuk
menginaktivasi enzim

12

Penambahan 3 ml sodium
asetat buffer pH 4,5 dan 60
mikrolit enzim glukoamilase
untuk menghidrolisis ikatan
a-1,6-glikosidik pada
amilopektin
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13

Inkubasi ketiga dalam
waterbath pada suhu 60°C
selama 45 menit

14

Penambahan 1,5 ml reagen
DNS (Dinitrosalicylic Acid)
sebagai reagen untuk deteksi
glukosa

15

Pemanasan kembali pada
suhu 100°C selama 10 menit
hingga terbentuk warna
merah kecoklatan yang
menunjukkan adanya gula
pereduksi

16

Hasil warna setelah
pengukuran absorbansi
larutan menggunakan
spektrofotometer pada
panjang gelombang 575 nm
untuk menentukan kadar
glukosa hasil hidrolisis pati




Lampiran 14. Data Absorbansi, Kadar Glukosa, dan Kadar Pati Terhidrolisis Sampel Roti Gandum Hitam
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Sampel (‘?]n?al;::l) Absg':)ansi Kgdlar Absﬁf)ansi Kgdzar Absg':l;)ansi Kf(far Ilg‘?; PaKtia((}j:)r9)
Glukosa Glukosa Glukosa Glukosa ’
0 0,00253 1,56922 0,00205 1,33572 0,00205 1,33252 3,34912 3,01421
30 0,00312 1,85992 0,00246 1,53892 0,0023 1,45602 3,88419 3,49577
Kontrol 60 0,00326 1,93002 0,00315 1,87582 0,00246 1,53562 4,31772 3,88595
90 0,00363 2,11542 0,00347 2,03422 0,00344 2,01862 4,82252 4,34027
120 0,00406 2,32702 0,00355 2,07542 0,00341 2,00522 5,07085 4,56377
0 0,00108 0,85612 0,00044 0,54152 0,00018 0,41592 1,53629 1,38266
30 0,00194 1,27882 0,00185 1,23532 0,00104 0,83632 2,79292 2,51363
L1Y3 60 0,00205 1,33702 0,00204 1,32862 0,00184 1,23012 3,07569 2,76812
90 0,00223 1,42122 0,00224 1,42762 0,00224 1,42832 3,32495 2,99246
120 0,00249 1,55332 0,00226 1,43862 0,00226 1,44012 3,47199 3,12479
0 0,00032 0,48276 0,00018 0,23512 0,00056 0,21692 0,65255 0,5873
30 0,00132 0,33912 0,00023 0,43951 0,00134 0,34012 0,89201 0,80281
L3Y3 60 0,00184 1,23352 0,00171 1,16692 0,00158 1,10352 2,76829 2,49146
90 0,0021 1,35912 0,00183 1,2278 0,00181 1,21742 2,99273 2,69346
120 0,00228 1,44672 0,00205 1,33542 0,00222 1,42112 3,25585 2,93027
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Keterangan : Ul (Ulangan 1), U2 (Ulangan 2), U3 (Ulangan 3), L1Y3 (BAL 2% + Khamir 2,5%), L3Y3 (BAL 4% -+ Khamir 2,5%
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e Data Rata-Rata Kadar Pati Terhidrolisis (mg/L) Roti Gandum Hitam
pada Setiap Interval Waktu

Perlakuan 0 menit 30 menit 60 menit 90 menit 120 menit
Kontrol 3,01 3,49 3,88 4,34 4,96
L1Y3 1,38 2,51 2,76 2,99 3,12

L3Y3 0,58 1,80 2,49 2,69 2,93
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Lampiran 15. Cara Perhitungan Kadar Glukosa Hidrolisis Pati

. Contoh Perhitungan : Perlakuan Kontrol (Menit ke-0)

Langkah 1. Data Absorbansi dari Spektrofotometer

Nilai absorbansi yang terukur pada perlakuan Kontrol menit ke-0 :
o Ulangan Absorbansi :

Ul =0,00253

U2 =0,00205

U3 =0,00205

Langkah 2. Konversi Absorbansi kemudian Kadar Glukosa
o Menggunakan persamaan regresi linear kurva standar:
y =0,002x — 0,0007
Dimana y = absorbansi
x = kadar glukosa (mg/L)
Maka: x = (y + 0,0007) / 0,002

o Ulangan 1:
=(0,00253 + 0,0007) / 0,002
=0,00323 /0,002
=1,615 mg/L = 1,56922 mg/L

o Ulangan 2:
=(0,00205 + 0,0007) / 0,002
=0,00275 /0,002
= 1,375 mg/L = 1,33572 mg/L

o Ulangan 3:
=(0,00205 + 0,0007) / 0,002
=0,00275 /0,002
=1,375 mg/L = 1,33252 mg/L

Langkah 3. Rata-rata Kadar Glukosa
Mean = (1,56922 + 1,33572 + 1,33252) /3
Mean =4,13746 /3

Mean = 3,34912 mg/L

Langkah 4. Konversi ke Kadar Pati Terhidrolisis (x 0,9)
Kadar Pati = Mean Kadar Glukosa x 0,9

Kadar Pati = 3,34912 x 0,9

Kadar Pati = 3,01421 mg/L
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Lampiran 16. Data Absorbansi, Kadar Glukosa, Kadar Pati, dan AUC Roti Putih

(Referensi Sampel: Roti Gandum Hitam)

(‘?]nil;::l) Absorbansi | Kadar Glukosa Kadar Pati AUC
0 1,8678 2,192923153 1,973630837 42,7722934
30 2,697 3,022123153 2,719910837 44,9104234
60 2,8001 3,125223153 2,812700837 53,8983634
90 3,459 3,784123153 3,405710837 60,2963734
120 3,889 4,214123153 3,792710837 201,8774536

Lampiran 17. Data Nilai AUC, HI (%), dan eGI

Sampel Ulangan AUC HI (%) eGI Rata-rata eGI
Kontrol Ul 117,86 58,384 71,76
U2 107,68 53,342 68,99 69,33
U3 101,85 50,455 67,41
L1Y3 Ul 79,87 39,565 61,43
U2 77,38 38,333 60,75 59,67
U3 70,14 34,742 58,78
L3Y3 Ul 62,05 30,74 56,58
U2 59,05 29,25 55,76 55,33
U3 57,69 20,28 55,4R3
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Lampiran 18. Cara Perhitungan AUC, HI, dan eGI

e Contoh Perhitungan AUC : Perlakuan L3Y3 Ulangan 1 (U1)
Data kadar pati terhidrolisis L3Y3 Ul (Lampiran 13):

Waktu (menit) Kadar Pati (mg/L)
0 0.3106
30 0.3052
60 1.1102
90 1.2232
120 1.3020

e Perhitungan AUC tiap interval:

Interval 1 (menit 0 — 30) :

AUC: =[(0.3106 +0.3052) / 2] x (30 - 0)

AUC: =[0.6158 /2] x 30

AUC: =0.3079 x 30 =9.2372 mg/L
Interval 2 (menit 30 — 60) :

AUC:2 =[(0.3052 +1.1102) / 2] % (60 - 30)

AUC2=1[1.4154/2] x 30

AUC2=0.7077 x 30 =21.2306 mg/L
Interval 3 (menit 60 — 90) :

AUGCs =[(1.1102 + 1.2232) / 2] % (90 - 60)

AUCs; =[2.3334 /2] x 30

AUCs =1.1667 x 30 = 35.0006 mg/L
Interval 4 (menit 90 — 120) :

AUCs=[(1.2232 + 1.3020) / 2] % (120 - 90)

AUCs=[2.5253/2] %30

AUCs=1.2626 x 30 =37.8788 mg/L

Total AUC L3Y3 Ul = AUC: + AUC: + AUCs + AUCs
=9.2372 +21.2306 + 35.0006 + 37.8788
=103.3474 mg/L-menit = 62,05 mg/L

e Contoh Perhitungan HI :
L3Y3 Ul :AUC=62,05
HI=(62,05/201,877) x 100
HI =30.737 %
=30,74 %
e Contoh Perhitungan eGlI :
L3Y3 Ul :HI=30,74
eGI =39,71 + (0,549 x 30,74)
eGI=39,71 + 16.8763
eGI =56.586
= 56,58



Lampiran 19. Hasil Uji One Way Anova Nilai eGI
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ANOVA
Indeks Glikemik
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 308.222 2 154111 51.370 .00o
Within Groups 18.000 G 3.000
Total 326,222 a

Lampiran 20. Hasil Uji Normalitas (Ko/mogorov-Smirnov)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Indeks
Glilkemik
M ]
Normal Parameters™® Mean 61.4444
Stl. Deviation 6.38575
Most Extreme Differences  Absolute 194
Positive a4
Megative - 166
Test Statistic 194
Asymp. Sig. (2-tailed) 20054

a. Test distribution is Mormal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.
Lampiran 21. Hasil Uji Homogenitas (Levene’s Test)

Test of Homogeneity of Variances

Indeks Glikemilk

Levene
Statistic df df2 Sig.

1.8895 230

%]
(=71




Lampiran 22

Indeks Glikemik

. Statistik Deskriptif

Descriptives

118

95% Confidence Interval for
Mean
M Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | UpperBound | Minimum | Maximum
Kantrol 3 | 69.3333 251661 | 1.45297 63.0817 75.5649 67.00 72.00
L1¥3 3 | 59.6667 1.52753 88192 55.8721 63.4612 58.00 61.00
IL3Y3 3 | 54.3333 57738 33333 53.8991 56.7676 55.00 56.00
Total 9 | 61.4444 6.38575 | 212858 56.5359 66,3530 55.00 72.00
Lampiran 23. Hasil Uji Lanjut DMRT (Duncan)
Post Hoc Tests
Homogeneous Subsets
Indeks Glikemik
Duncan®
Subsetforalpha=0.05
Perlakuan ™ 1 2 3
L33 H5.3333
L1%3 59 6667
Kontral G49.3333
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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