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Abstract — The use of synthetic food coloring raised the risk of chronic diseases, which was a serious problem
in the food industry. To overcome this, a study was carried out on functional foods, especially synbiotic yogurt
set, to evaluate betacyanin as a natural dye that had antioxidant properties. The goal was to provide an alternative
solution to counteract free radicals, which are known to contribute to chronic diseases. This study examined the
effect of betacyanin extract on lactic acid levels using homolactic fermentation. The experiment method involved
a triplicate pattern, and different variations of betacyanin extract (5 mL, 10 mL, and 15 mL) were tested,
alongside a negative control consisting of the synbiotic yogurt set without the addition of betacyanin extract.
Statistical analysis, including One Way ANOVA and Tukey's test with GraphPad Prism 10.0, demonstrated that
betacyanin had a significant impact on lactic acid levels. The synbiotic yogurt set with 15 mL of betacyanin
extract exhibited the highest lactic acid content (1.88%), while the negative control displayed the lowest lactic
acid content (0.98%). These findings indicate that betacyanin, as a natural dye, that had antioxidant properties

and was capable of increasing the lactic acid content in the synbiotic yogurt set.
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|. PENDAHULUAN

BPOM RI (Badan Pengawas Obat dan Makanan
Republik Indonesia) tahun 2011, menerbitkan peraturan
dengan No. HK.03..23.11.11.09909. Perihal pengawasan
terhadap pernyataan dalam label dan iklan pangan olahan.
Penjelasan mengenai definisi pangan fungsional tercantum
dalam Bab | Pasal 1 Ayat 3. Pangan fungsional merujuk pada
olahan pangan yang terdiri dari satu atau lebih bahan pangan
dengan fungsi fisiologis khusus selain fungsi fisiknya. Pangan
fungsional ini terbukti aman dan memberikan manfaat bagi
kesehatan [1].

Salah satu pangan fungsional adalah yoghurt yang memiliki
potensi menunjang kesehatan tubuh, seperti meningkatkan
kesehatan tulang, meningkatkan kualitas diet, dan mengurangi
risiko penyakit kronis seperti obesitas dan penyakit
kardiovaskular. Yoghurt juga berfungsi sebagai penyaluran
untuk fortifikasi beberapa nutrisi penting termasuk asam
laktat, kalsium, kalium, fosfor dan vitamin B 2 dan B 12 [2].

Kualitas yoghurt dapat ditingkatkan melalui kombinasi
antara kultur starter probiotik dan substrat pertumbuhan
probiotik yang dikenal sebagai prebiotik memiliki manfaat
yang signifikan [3]. Prebiotik (inulin) yang ditambahkan ke
dalam yoghurt dapat bertindak sebagai sumber makanan
bagi probiotik. Probiotik memiliki kemampuan untuk

memproduksi SCFA (Short Chain Fatty Acid) dan L-laktat di
dalam usus besar, sehingga dapat menhambat pertumbuhan
mikroorganisme patogen, mengurangi risiko kanker kolon, dan
meningkatkan penyerapan kalsium. Konsep sinbiotik dalam
yoghurt memiliki peran penting [3].

Inulin specifically supports growth of healthy bacteria
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Gambar 1. Inulin menstimulasi Bifidobakteria dan Laktobacilli
serta menekan mikroba pathogen [4].
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Tingkat keasaman yoghurt dapat dipengaruhi oleh tinggi
rendahnya kadar asam laktat. Asam laktat juga melindungi
yoghurt dari  pertumbuhan  mikroorganisme patogen,
memberikan rasa dan aroma khas, serta berkontribusi pada
tekstur kental dan lembut. Kontrol yang tepat terhadap
produksi asam laktat sangat penting dalam mencapai kualitas
yang diinginkan dalam yoghurt. Pemahaman ini membantu
dalam mengoptimalkan kondisi fermentasi dan menghasilkan
yoghurt yang memiliki rasa, aroma, tekstur, dan keasaman
yang sesuai [5].

Salah satu upaya untuk meningkatkan kadar asam laktat
dalam set yohurt adalah dengan penambahan pigmen alami
yang memiliki senyawa amonium. Senyawa ini termasuk
dalam kelompok fitokimia nitrogen, yaitu zat aktif alami yang
ditemukan dalam tumbuhan dan sangat dibutuhkan oleh
bakteri asam laktat dalam menunjang pertumbuhannya. Hal ini
dikarenakan bakteri asam laktat berperan penting dalam
merombak laktosa menjadi asam laktat, selama fermentasi
susu menjadi set yoghurt [5].

Salah satu senyawa yang berpotensi dikembangkan untuk
menngkatkan kadar asam laktat dan sebagai pewarna alami
adalah betasianin [6]. Betasianin adalah senyawa amonium
yang terbentuk dari konjugasi antara asam betalamat dan siklo-
DOPA  (dihidroksifenilalanin).  Betanin  (betanidin-5-O-
betaglukosida) merupakan jenis betasianin yang paling sering
ditemukan. Betasianin juga ditemukan sebagai pigmen merah
yang umum pada buah dan sayuran [7].

Betasianin digunakan dalam makanan, termasuk yoghurt,
sebagai opsi pengganti pewarna sintetis. Betasianin menpunyai
daya tarik pada pigmennya, bersifat hidrofilik. Betasianin
memiliki senyawa antioksidan dapat bertindak menangkal
radikal bebas yang bisa menebabkan stress oksidatif yang
memicu penyakit kronis seperti kanker [8]. Betasianin dapat
diperoleh kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) yang
telah diekstrak sehingga baik untuk dikonsumsi oleh tubuh [9].
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Gambar 2. Jalur biosintesis betalain. Representasi skematis yang

disederhanakan dari reaksi enzimatik utama dan reaksi spontan yang mengarah
pada pembentukan betasianin merah/ungu dan betaksantin kuning. Langkah

enzimatik: (1) hidroksilasi tirosin menjadi .-DOPA yang dikatalisis oleh
enzim sitokrom P450 CYP76AD; (2) pemecahan r-DOPA menjadi asam
betalamik oleh DODA; (3) oksidasi 1-DOPA menjadi siklo-DOPA oleh
CYP76AD1; dan (4) glukosilasi siklo-DOPA menjadi siklo-DOPA-5-O-
glukosida oleh enzim cDOPASGT. Reaksi spontan ditandai sebagai.
Betasianin direpresentasikan sebagai molekul betanin. cDOPAS5GT, siklo-
DOPA-5-O-glukosiltransferase;  siklo-DOPA,  siklo-dihidroksifenilalanin;
DODA, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin, -4,5-dioksigenase; [10].

Pada penelitian ini, betasianin diekstrak dari kulit buah
naga merah. Rata-rata, berat kulit buah naga mencapai sekitar
30-35% dari keseluruhan berat buah dan jarang dipergunakan
kembali. Temuan penelitian menunjukkan bahwa Kkulit buah
naga mengandung senyawa antioksidan dan memiliki dampak
yang efektif dalam menurunkan tingkat kolesterol [11]. Kulit
buah naga merah (H. polyrhizus) mengandung betasianin dan
dapat digunakan sebagai pewarna organik serta memiliki
potensi antioksidan yang lebih tinggi daripada buahnya itu
sendiri [11].

Penelitian sebelumnya [12], sudah dibuat set yoghurt
dengan penambahan inulin tanpa penambahan zat aditif
pigmen warna. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
menginvestigasi pengaruh penambahan ekstrak betasianin dari
kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) terhadap kadar
asam laktat dalam sinbiotik set yoghurt. Proses pembutan set
yoghurt menggunakan metode eksperimen secara triplo dan
telah diuji kadar asam laktat dengan metoda titrasi. Hasil
penelitian ini dapat menjadi salah satu alternatif zat aditif yang
dapat meningkatkan kadar asam laktat dan memberi warna
agar tampilan yoghurt lebih menarik. Dengan demikian,
penelitian ini akan memberikan kontribusi penting dalam
pemahaman tentang potensi penggunaan betasianin sebagai
pewarna alami dalam industri makanan dan kesehatan
manusia.

Il. METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode eksperimen secara
triplo. Set yoghurt dengan tanpa penambahan ektrak betasianin
sebagai kontrol negatif. VVariabel bebas yang digunakan yaitu
penambahan 5% ekstrak betasianin dari kulit buah naga
(Hylocereus polyrhizus), yang divariasikan volumenya (5 mL,
10 mL, dan 15 mL). Varabel tergantung ditinjau dari kadar
asam laktat pada sinbiotik set yoghurt. Konsentrasi, inulin
komersil, bubuk susu skim dan sukrosa komersil sebagai
variabel kontrol.

A. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam persiapan sampel termasuk
bahan plastik, kain pembersih, pembungkus aluminium, plastic
krepi, pisau, pengaduk blender, oven, alat pemisah sentrifugal,
peralatan kaca, timbangan presisi, pemanas dengan pengaduk,
kotak inkubasi, termometer, dan freezer. Sedangkan alat yang
digunakan dalam karakterisasi sampel meliputi satu set alat
titrasi.

B. Bahan

Penelitian ini menggunakan kulit buah naga merah
(Hylocereus polyrhizus) dan susu bubuk skim (merk: Prolag)
sebagai bahan utama. Bahan pendukung: set yoghurt plain,
inulin dahlia prebiotik komersil (merk: Sigma) dan sukrosa
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komersil (merk: Gulaku), aquades, Indikator PP 1%, NaOH
dan asam oksalat.

C. Prosedur kerja

1. Proses perolehan ekstrak betasianin dari kulit buah
naga merah (Hylocereus polyrhizus).

Metode yang diterapkan berdasarkan pada penelitian
[13], dengan sedikit modifikasi. Sampel yang digunakan
yaitu kulit buah naga (Hylocereus polyrhizus). Pertama,
Kulit buah naga merah dibersihkan terlebih dahulu
kemudian dipotong menjadi potongan kecil dan tipis.
Selanjutnya, kulit buah naga tersebut ditimbang dengan
berat sebanyak 5 kg dan dimasukkan ke dalam sebuah wad,
kemudian dioven pada suhu 42°C selama 16 jam. Kedua,
sampel dihaluskan dengan blender dan diayak dengan
ayakkan mesh 300 atau ayakkan ukuran 180 nm, sampai
diperoleh bubuk simplisia kulit buah naga sebanyak 100 g.
Ketiga, sampel sebanyak 10 gram dilarutkan dengan 200
mL aquades (1:20 b/v). Keempat, ekstrak kulit buah naga
merah disaring dengan cara disentrifuse @5000 rpm
selama 10 menit suhu 4°C. Filtrat dari larutan tersebut
diambil, kemudian ekstrak kulit buah naga merah ini
dipindahkan ke dalam sebuah botol. Kelima, ekstrak ini
dipergunakan untuk perlakuan selanjutnya [8].

2. Produksi Yoghurt Sinbiotik

Metode yang diterapkan didasarkan pada penelitian
[14], dengan beberapa perubahan yang dilakukan. yoghurt
dibuat dengan melarutkan 166,67 gram susu skim dengan 1
Liter aquades (1:6 b/v). Sukrosa dengan kosentrasi 0,5%
ditambahkan dengan ekstrak betasianin 5% yang
volumenya divariasikan, antara lain: 5 mL, 10 mL, dan 15
mL. Sinbiotik set yoghurt yang tidak ditambahkan ekstrak
betasianin bertindak sebagai kontrol negatif. Kemudian,
campuran tersebut dipanaskan pada temperatur 85°C.

Campuran terus diaduk secara kontinu + 30 menit. Setelah

itu, campuran diturunkan temperaturnya hinnga 43°C.
Larutan susu kemudian masing-masing diinokulasi dengan
bakteri starter komersil 6% dan inulin 0,3% pada

temperatur 37°C £ 20 jam. Hasil dari proses inkubasi

adalah yoghurt yang kemudian diuji karakteristiknya yaitu
kadar asam laktat.

3. Pengukuran Kadar Asam Laktat

Sampel sinbiotik set yoghurt seberat 10 gram ditimbang
dan ditempatkan ke dalam Erlenmeyer. Selanjutnya,
ditambahkan 10 mL aquades ke dalamnya. Tiga tetes
indikator PP dengan konsentrasi 1% diteteskan ke dalam
larutan tersebut., Selanjutnya, dilakukan proses titrasi
menggunakan larutan NaOH dengan konsentrasi 0,1 N
sampai warna larutan berubah menjadi merah jambu
selayang. Kadar asam laktat diukur dengan menggunakan
rumus:

mL NaOQH 0,009 x 10004
Kadar Asam Laktat (%) =

Gram sampel

¥ 10004

[15].

4. Analisa Data

Penganalisaan data untuk hasil penelitian ini
menggunakan metode ANOVA (Analysis of Variance) satu
arah dan uji Tukey dengan Gradphad prisma 10. 0.

I1l. PEMBAHASAN

A. Kadar Asam Laktat

Pada penelitian ini, set yoghurt telah dibuat menggunankan
metode fermentasi homolaktik dengan penambahan inulin
komersil dan sukrosa komersil serta ektrak betasianin dari kulit
buah naga dengan metode eksperimen. Prinsip fermentasi
homolaktik yaitu terjadinya reaksi translokasi dari dari glukosa
atau karbohidrat lainnya yang diubah menjadi asam laktat
dengan bantuan enzim vyang dihasilkan oleh sebuah
mikroorganisme. Proses fermentasi dalam penelitian ini
melibatkan disakarida turunan karbohidrat yaitu laktosa yang
terdapat pada susu bubuk skim. Susu yang digunakan telah
dipasteurisasi terlebih dahulu pada rentang suhu 80-85°C
selama 30 menit. Proses pasteurisasi bertujuan untuk
memastikan bahwa bakteri patogen sudah mati dan mencegah
kontaminasi dari selain bakteri probiotik yoghurt [16].

Laktosa pada susu dapat dihidrolisis menjadi galaktosa dan
glukosa dengan bantuan enzim permease yang dihasilkan oleh
bakteri Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus bulgaricus, dan Streptoccocus thermophilus
yang berasal dari kultur starter bakteri. Kultur starter bakteri
yang digunakan berasal dari produk yoghurt plain komersial
dengan merek “Biokul”. Masing-masing bakteri memiliki
rentang suhu optimum agar dapat menghasilkan asam laktat
yang maksimal. Bakteri Bifidobacterium berkembang pesat
pada rentang suhu 37-41°C, L.acidophilus pada rentang suhu
35-37°C, L. bulgaricus pada rentang suhu 35-38°C dan S.
thermophilus pada rentang suhu 37-42°C. Oleh sebab itu,
proses inkubasi dilakukan pada temperatur 37°C, sehingga
aktivitas enzim permease dari bakteri meningkat, dan dapat
menghasilkan asam laktat yang maksimal [5].

Pada penelitian yang dilakuan oleh [17], menyatakan
bahwa total keasaman yang dititrasi dari kombinasi starter L.
acidophilus dan S. thermophilus (1,60%) lebih tinggi daripada
L. acidophilus (0,99%) atau dengan penambahan L. bulgarcus
(0,98%). Hal ini terjadi karena kombinasi kultur starter
S.thermophilus, L.bulgaricus dan L.acidophilus merupakan
kombinasi mutualistik dimana masing-masing kultur starter
memberikan komponen yang menguntungkan sehingga
menghasilkan laju produksi laktat yang lebih cepat. Kadar
asam laktat pada yoghurt yang memenuhi SNI adalah 0,5-
2,0% [18].

Kadar asam laktat meningkat seiring bertambahnya volume
ekstrak betasianin yang diberikan pada sinbiotik set yoghurt,
setelah diamati. Keberadaan kromofor pusat berupa asam
betalamat yang melekat pada ion iminium yang berasal dari
siklo-DOPA (dihidrofenilalanin) membuat betasianin tidak
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hanya dapat menaikkan kadar asam laktat, akan tetapi
sekaligus dapat berperan sebagai pigmen merah-ungu pada set
yoghurt [8].

Gambar.3.

betasianin
dihidro-1H-piridin-4-iliadena]etilidena]-6-hidroksi-5-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-il]oksi-2,3-dihidroindol-1-ium-2-
karboksilat [19].

Struktur (25)-1-[(22)-2-[(2S)-2,6-dikarboksi-2,3-

Secara struktural, betasianin dicirikan oleh kromofor
pusat yang disebut asam betalamat, yang melekat pada
ion amonium yang berasal dari dihidroksifenilalanin atau
siklo-DOPA. Kromofor ini bertanggung jawab atas warna
merah-ungu dari betasianin [20]. lon amonium ini termasuk
ke dalam senyawa fitokimia nitrogen [7]. Nitrogen sangat
dibutuhkan oleh bakteri asam laktat dalam menunjang proses
perkembangbiakkan dan pertumbuhannya [20]. Oleh karena
itu, unsur ion amonium dalam ekstrak betasianin dapat
dimanfaatkan oleh bakteri asam laktat, guna menunjang
pertumbuhannya selama proses fermentasi, sehingga terjadinya
kenaikkan kadar asam laktat pada sinbiotik set yoghurt.

Inulin dan sukrosa juga dimanfaatkan BAL dalam waktu
proses fermentasi susu menjadi yoghurt, sebagai sumber energi
untuk pertumbuhannya. Dengan demikian, bakteri akan
menghasilkan asam laktat sebagai produk hasil fermentasi
tersebut. Laktosa dalam susu akan ditransfer oleh enzim
permease dari bakteri starter ke dalam sel bakteri. Enzim
laktase atau fosfo-galaktosidase akan mengkonversi galaktosa
menjadi glukosa. Glukosa yang dihasilkan akan mengalami
proses metabolisme menjadi asam laktat melalui aksi BAL
[21].

Glukosa hasil translokasi oleh enzim permease pada proses
fermentasi selanjutnya akan diubah menjadi piruvat melalui
alur EMP (Emndem-Meyerhof-Parnas) (Gambar.3), kemudian
piruvat akan dikoversi menjadi asam laktat melalui reaksi
reduksi. Asam laktat yang diperoleh tidak hanya dapat
dimanfaatkan dalam produksi yoghurt, akan tetapi dapat
digunakan sebagai pengawet makanan [5].

Laktosa dalam susu

Fermentasi Permease
homolaktik
Glukosa
ATP
ADP

Glukosa-6-fosfat
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| }
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Gambar.4 Fermentasi homolaktik laktosa oleh yoghurt dan kultur starter
setelah ditranslokasi oleh permease [5].

Setelah glukosa terpisah, bakteri asam laktat mengeluarkan
enzim permease untuk mentransportasikan glukosa yang
terpisah dari luar sel kedalam sitoplasma sel bakteri asam
laktat untuk dilanjutkan pada tahap glikolisis. Glikolisis
merupakan mtahap metabolism yang mengkonversi glukosa
menjadi dua molekul piruvat. ATP dan NADH dihasilkan
sebagai hasil samping selama glikolisis. Piruvat yang
dihasilkan kemudian dikonversi menjadi asam laktat oleh
enzim laktat dehidrogenase dalam reaksi homofermentasi
laktik (Gambar.4) dan galaktosa dikeluarkan dari sel [5].
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Gambar 5. yoghurt sinbiotik telah ditambahkan dengan ekstrak betasianin
sebanyak 5% dengan kontrol negatif dan variasi volume 5 mL, 10 mL, dan 15
mL Data kadar asam laktat dianalisis menggunakan metode analisis varians
satu arah (ANOVA).Tiga percobaan independen dianalisis menggunakan
ImageJ dan GraphPad Prism 10.0. Nilai P telah ditentukan dengan uji Tukey
*P, <0.05 **P<0.01 ***P<0.001

Hasil analisis dari ANOVA satu arah, menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan pada kadar asam laktat
antara kelompok yang berbeda. Penambahan ekstrak betasianin
pada volume yang berbeda menghasilkan perbedaan yang
signifikan pada kadar asam laktat, kecuali antara kelompok
kontrol negatif dengan 5 mL. Perbedaan yang signifikan ini
ditemukan dengan tingkat signifikansi p < 0,05 dan dilanjutkan
dengan uji Tukey, menunjukkan bahwa hasilnya memiliki
statistik yang signifikan.

Sebagai contoh, perbandingan volume ekstrak betasianin
antara kontrol negatif dengan 10 mL memiliki nilai p yang
telah disesuaikan sebesar 0,0119 (*), menunjukkan bahwa
perbedaan antara kedua kelompok ini memiliki signifikansi
statistik. Demikian pula, perbandingan volume ekstrak
betasianin antara kontrol negatif dengan 15 mL memiliki nilai
p yang telah disesuaikan sebesar 0,0035 (**), menunjukkan
perbedaan antara kedua kelompok tersebut memiliki
signifikansi statistik.

Perbandingan volume ekstrak betasianin antara kontrol
egatif dengan 5 mL memiliki nilai p yang telah disesuaikan
lebih besar dari 0,05 (0,2739), menunjukkan bahwa tidak ada
perbedaan yang signifikan secara statistik antara kedua
kelompok tersebut. Hal yang sama berlaku untuk perbandingan
volume ekstrak betasianin antara 10 mL dengan 15 mL dengan
nilai p vyang telah disesuaikan sebesar 0,0261 (*).
Perbandingan volume ekstrak betasianin antara 5 mL dengan
10 mL serta antara 5 mL dengan 15 mL sangat signifikan
dengan nilai p yang telah disesuaikan masing-masing
0,0006(***), dan 0,0002 (***).

Gambar 6. Sinbiotik set yogurt dengan penambahan ekstrak betasianin 5%,
variasi 0 mL, 5 mL, 10 mL dan 15 mL.

Gambar 7. Sinbiotik set yogurt dengan penambahan ekstrak betasianin 5%
sebanyak 15 mL.

IV. KESIMPULAN

Merujuk kepada hasil penelitian yang dilakukan, dapat
disimpulkan bahwa peningkatan jumlah volume ekstrak
betasianin 5% dari kulit buah naga yang diberikan berpengaruh
terhadap kandungan asam laktat dalam sinbiotik set yoghurt.
Kandungan asam laktat tertinggi sebesar 1.88% telah didapati
pada set yoghurt simbiotik dengan variasi penambahan 15mL
ekstrak betasianin. Sedangkan, kontrol negatif memiliki
kandungan asam laktat terendah sebesar 0.98%. Penambahan
betasianin juga dapat beperan sebagai pewarna alami pada
yoghurt yang telah dibuat.
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