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POTTE

Dan barangsiapa yang menyerahikan dirinya Repada Allah, sedang dia
orang yang berbuatkebaikan, maka sesungguhnya ia telah berpegang
Kepada buhul tali yang kokoh.Dan hanya Kepada Allah-lah
Kesudahan segala urusan.

(Lugmaan : 22)

Allak melapangkan rizki bagi siapa yang dikehendaki-Nya di antara
hamba-hamba-Nya dan Dia (pula) yang menyempitkan baginya.
Sesungguhnya Allah Maha Mengetahui segala sesuatu.

(Al - "Ankabut :62)

Manusia hanya bisa berusaha, namun Tuhan yang menentukan.
Hanya Rerja Keras dan doa yang tulus yang dapat mewujudkannya.
(Yenny .R,)
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Yenny Rahmawati, NIM. 991710101132, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian.
FFakultas Teknologi Pertanian, Universitas Jember, “Pengujian Prebiotik Hetero-
Galaktooligosakarida Pada Bakteri Asam Laktat (Lactobacillus sp. dan
Streptococcus sp.), " dibimbing oleh Dr. Ir. Sony Suwasono, M.App.Sc selaku
Dosen Pembimbing Utama dan Ir. Giyarto, M.Sc selaku Dosen Pembimbing
Anggota.

RINGKASAN

Prebiotik  galakto-oligosakarida (GalOS) merupakan salah satu jenis
pangan fungsional yang berfungsi sebagai pemacu pertumbuhan dan
perkembangan bagi bakteri probiotik, seperti bakteri asam laktat. Senyawa ini
merupakan karbohidrat yang tidak dapat dicerna oleh sistem pencernaan manusia.
Keberadaan GalOS dalam usus besar merupakan sumber nutrisi bagi mikroflora
usus yang menguntungkan seperti Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp.
Senyawa ini terdapat secara alami pada ASI, namun jumlahnya akan semakin
berkurang seiring dengan bertambahnya usia manusia. Untuk memenuhi
kebutuhan akan senyawa ini, saat ini telah dikembangkan sintesa GalOS secara
enzimatis dengan menggunakan enzim d&)-galaktosidase dari Escherichia coli,
yang menghasilkan dua jenis GalOS yakni homo-galaktooligosakarida (homo-
GalOS) dan hetero-galaktooligosakarida (hetero-GalOS). Pada hetero-GalOS
digunakan substrat campuran galaktosa sebagai donor dan gula-gula lain sebagai
aseptor dengan perbandingan 50% : 50% dengan konsentrasi substrat 40% (w/v).

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh penambahan senyawa
hetero-GalOS terhadap pola pertumbuhan bakteri asam laktat dari kelompok
Lactobacillus dan Streptococcus dan untuk mengetahui jenis hetero-GalOS yang
dapat dimanfaatkan secara optimal probiotik dari kedua kelompok bakteri
tersebut. Penelitian dilakukan dengan variasi jenis hetero-GalOS dan bakteri asam
laktat. Pengamatan parameter penelitian yang dilakukan meliputi pertumbuhan,
perubahan pH dan perubahan total mikroba. Data penelitian disajikan dalam
bentuk tabel pola pertumbuhan Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp. selama
masa inkubasi.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan hetero-GalOS dengan
donor galaktosa dan aseptor variasi Jenis oligosakarida umumnya dapat
meningkatkan pertumbuhan bakteri asam laktat selama masa inkubasi. Hal ini
ditunjukkan dengan adanya peningkatan pertumbuhan Lactobacillus sp. dan
Streptococcus sp dengan indikator terjadinya penurunan pH dan peningkatan
Jumlah total mikroba pada waktu yang sama. Hetero-GalOS dengan kombinasi
galaktosil-glukosa merupakan substrat yang umumnya dapat difermentasi secara
optimal oleh Lactobacillus sp. maupun Streptococcus sp. Hal ini ditunjukkan
dengan terjadinya peningkatan jum!ah total mikroba yang paling tinggi dibanding
penambahan jenis hetero-GalOS yang lain.

X1V
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mikroflora usus merupakan suatu ekosistem yang sangat kompleks,
dimana komposisi bakteri-bakteri yang ada dalam sistem ini memiliki peranan
yang penting bagi kesehatan manusia. Pada bayi yang mengkonsumsi  ASI,
komposisi mikroflora usus didominasi oleh Bifidobacterium dan Lactobacillus,
yang memiliki efek menguntungkan bagi kesehatan. Efek positif yang
menguntungkan dari bakteri-bakteri tersebut antara lain proses pencernaan
makanan menjadi lebih baik, gangguan pencernaan berkurang dan tercegahnya
diare. Sedang pada bayi yang mengkonsumsi susu formula, ekosistem flora usus
akan didominasi oleh bakteri asam laktat dan hakteri Jahat (patogen). Beberapa
Jenis bakteri patogen tersebut adalah FEschericia coli, Clostridium dan
Bacteroides, yang sering menyebabkan diare dan sepsis. Dalam kondisi tubuh
yang sehat, normalnya mikroflora usus didominasi oleh hakteri baik dan yang
menguntungkan bagi kesehatan (Agus, 2001).

Setelah masa penyapihan, komposisi mikroflora usus akan mengalami
perubahan, dimana kolonisasi bakteri baik akan berkurang jumlahnya dan
membentuk mikroekosistem yang tidak normal. Dominasi bakieri baik
sebenamya dapat dilanjutkan dengan cara memanipulasi jumlahnya sesuai yang
dikehendaki, yang merupakan penataan atau manajemen mikroflora usus.
Tujuannya agar hakteri baik menjadi dominan dan bakteri Jjahat menjadi kalah.
Ada beberapa cara yang dapat dilakukan untuk mendapatkan komposisi
mikroflora yang dikehendaki, yakni dengan menerapkan konsep probiotik,
prebiotik dan sinbiotik (kombinasi probiotik dan prebiotik).

Konsep probiotik dilakukan dengan cara memasukkan bakteri vang
dikehendaki dari luar melalui makanan dan minuman, sehingga di dalam usus
terjadi perubaﬁan komposisi  populasi bakteri menjadi menguntungkan
sebagaimana yang dikehendaki. Contohnya dengan menambahkan bakteri jenis
Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus termophillus atau Lactobacillus casei

ke dalam yoghurt yang dapat dikonsumsi oleh manusia.

ﬁﬁﬁ“%ﬁ-&ﬁﬁ <
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Probiotik merupakan bakteri yang masuk dalam keadaan hidup, bertahan
hidup dalam saluran pencernaan, tahan terhadap berbagai nntangan dan mampu
menjaga kescimbangan mikroflora usus. Probiotik menghasilkan enzim seperti
laktase yang mampu mengatasi intoleransi laktosa, bile salt hidrolase vang dapat
menurunkan kadar kolesterol dan peptidoglikan yang dapat menyerap senyawa
karsinogenik. Bakteri asam laktat merupakan probiotik yang dalam
metabolismenya akan menghasilkan senyawa-senyawa seperti asam laktat,
hidrogen peroksida dan bakteriosin yang bersifat antimikroba bagi bakteri patogen
(Kompas, 22 Desember 2002).

Konsep prebiotik dilakukan dengan cara memasukkan zat tertentu ke
dalam makanan atau minuman, dimana zat tersebut dapat meningkatkan
pertumbuhan dan perkembangbiakan bakteri yang dikehendaki, sehingga dapat
menekan pertumbuhan dan perkembangbiakan bakteri yang tidak dikehendaki
(Agus, 2001). Prebiotik merupakan senyawa yang tidak dapat dicema atau
diabsorbsi oleh alat pencernaan manusia schingga akan mencapai usus dalam
keadaan utuh dan mendukung pertumbuhan probiotik. Senyawa prebiotik tidak
disukai oleh bakzeri jahat (patogen) sehingga adanya senyawa kelompok ini dapat
mendukung  dominasi  bakteri  baik/probiotik dalam mikroflora  usus
(Waspodo,2001).

ASI mengandung prebiotik alami yang dapat menyebabkan pertumbuhan
subur Bifidobacterium yakni colostrum yang merupakan suatu oligosakarida N-
acetyl glucosamine. Jenis gula tersebut ternyata dapat diperoleh secara alamiah
pada berbagai jenis buah dan sayuran. Kelompok oligosakarida seperti rafinosa,
stakiosa, galakto-oligosakarida, frukto-oligosakarida, inulin, serta beberapa jenis
peptida dari protein adalah contoh-contoh senyawa prebiotik yang telah digunakan
dalam industri pangan. Beberapa produk makanan atau minuman sudah banyak
yang menggunakan prebiotik dalam produknya seperti frukto-oligosakarida pada
produk susu bubuk untuk balita (Agus, 2001; Waspodo, 2(__101}.

Di negara-negara maju, yang memiliki pola hidup masyarakat modern
yang supersibuk dan Dbergesemya pola inakan, dapat membahayakan

kescimbangan mikroflora usus. Penyebabnya adalah kebiasaan mengkonsumsi
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makanan cepat saji ala Barat (tinggi lemak dan protein, tapi rendah serat) yang
dapat meningkatkan populasi bakteri jahat dalam saluran pencernaan. Hal ini
tidak akan terjadi bila dalam pola makan tersebut diimbangi dengan
mengkonsumsi makanan/minuman fungsional vang dapat menyehatkan, salah
satunya adalah makan/minuman yang mengandung prebiotik. Hal ini menjadikan
dasar pemikiran bagi para peneliti maupun produser makanan/minuman untuk
mensintesis prebiotik, terutama dari kelompok oligosakarida.

Dari beberapa senyawa kelompok oligosakarida yang berpotensi untuk
dikembangkan sebagai prebiotik adalah galakto-oligosakarida (GalOS). Selama
ini senyawa galakto-oligosakarida telah banyak digunakan sebagai pangan
fungsional. Sintesa GalOS untuk prebiotik dapat dilakukan melalui ekstraksi
secara langsung polisakarida alami dari tumbuhan, hidrolisa polisakarida alami
dan sintesis secara enzimatis dengan menggunakan enzim -galaktosidase dari
sumber mikroba seperti Aspergillus oryzae, Bacillus circulans, Escherichia coli
dan Thermus aquaticus (Berger dkk., 1995: Suwasono, 2001).

Dalam penelitian sebelumnya telah dilakukan produksi prebiotik
galaktooligosakarida (GalOS) secara enzimatis dengan menggunakan enzim (-
galaktosidase dari lischerichia coli. Galaktooligosakarida yang dihasilkan terdiri
dari  homo-oligosakarida (homo-GalOS) dan hetero-oligosakarida (hetero-
GalOS). Pengembangan prebiotik ini sangat terkait erat dengan probiotik, karena
senyawa ini merupakan nutrisi yang mendorong pertumbuhan dan
perkembangbiakan probiotik. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian lebih
latjut untuk menguji galaktooligosakarida sintetis yang dihasilkan sebagai
pemacu pertumbuhan (growth promotor) bakteri probiotik yaitu kelompok
bakteri asam laktat khususnya Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp.

Senyawa galakto-oligosakarida (GalOS) baik homo-galaktooligosakarida
(homo-GalOS) maupun hetero-galaktooligosakarida (hetero-GalOS) merupakan
salah satu sumber karbon terfermentasi yang bersifat selektif sebagai sumber
nutrisi dan substrat bagi proses metabolisme bakteri asam laktat. Menurut Nuraida
(1996), untuk memperbanyak jumlah bakteri asam laktat dalam saluran

pencernaan, sumber gula merupakan salah satu faktor yang dapat diatur. Di
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samping itu produksi asam laktat atau asam organik lain oleh bakteri asam laktat
atau Bifidobacteria dalam saluran pencernaan tergantung pada ketersediaan
karbohidrat yang tidak dapat diserap oish tubuh (non digestible carbohydrate).
Kemampuan bakteri probiotik untuk memfermentasi senyawa GalOS merupakan
suatu karakteristik yang sangat penting. Senyawa GalOS hanya dapat difermentasi
oleh strain yang spesifik dari bakteri asam laktat seperti Lactobacillus sp. dan

Streptococcus sp.

1.2 Permasalahan

Senyawa hetero-galaktooligosakarida (hetero-GalOS) merupakan prebiotik
yang Dberfungsi sebagai pemacu pertumbuhan (growth promotor) bagi
pertumbuhan bakteri jenis Lactobacillus dan Streptococcus. Senyawa hetero-
GalOS memiliki beberapa jenis kombinasi oligosakarida yang berbeda sebagai
komponen penyusunnya. Dimungkinkan perbedaan jenis hetero-GalOS tersebut
dapat menimbulkan pengaruh yang berbeda pula terhadap pertumbuhan bakteri
asam laktat (probiotik). Pengaruh jenis hetero-GalOS terhadap pertumbuhan
Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp belum diketahui.

Oleh karena itu untuk mengetahui pengaruh jenis hetero-GalOS terhadap
pertumbuhan Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp., perlu dilakukan pengujian
secara in vilro, dengan mengamati faktor-faktor pertumbuhan yang meliputi:

pertumbuhan mikroba, perubahan pH dan total mikroba selama waktu inkubasi.

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian im1 bertujuan untuk :
I. Mengetabui pengaruh jenis hetero-GalOS terhadap pertumbuhan Lactobacillus
sp. dan Streptococcus sp.
2. Mengetahui jenis hetero-GalOS yang dapat dimanfaatkan secara optimal oleh

Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp.
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1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi tentang :
I. Pengaruh jenis hetero-GalOS$ terhadap pertumbuhan Lactobacillus sp. dan

Streptococcus sp.

2. Jenis hetero-GalOS yang dapat dimanfaatkan secara optimal oleh Lactobacillus

sp. dan Streptococcus sp.
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[I. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Makanan Fungsional

Menurut Silalahi (2001). semua makanan adalah fungsional karena
makanan memberi rasa, aroma dan memiliki nilai gizi. Akhir-akhir ini istilah
tungsional pada makanan berkaitan dengan efek fisiologis yang menguntungkan
selain fungsi makanan sebagai sumber zat gizi yang diperlukan. Ternyata banyak
merupakan komponen minor non nutritif di dalam makanan yang berperan
mencegah dan bahkan mengobati beberapa penyakit. Makanan seperti imi disecbut
sebagai makanan fungsional.

Makanan dikatakan mempunyai sifat fungsional bila mengandung
komponen (zat gizi atau non gizi) yang mempengaruhi satu atau sejumiah terbatas
fungsi dalam tubuh tetapi yang bersifat positif, sehingga dapat memenuhi kriteria
fungsional atau menyehatkan.

Istilah pangan fungsional (functional foods) merupakan nama yang paling
dapat diterima semua pihak untuk segolongan makanan dan atau minuman vang
mengandung bahan-bahan yang diperkirakan dapat meningkatkan status kesehatan
dan mencegah timbulnya penyakit-penyakit tertentu. Untuk konsumen, istilah
lama yaitu health foods mungkin lebih menarik dan lebih berarti; namun hal ini
tidak dapat digunakan karena pada prinsipnya semua bahan pangan akan
menychatkan tubuh bila dikonsumsi secara baik dan benar Sebelumnya pernah
pula diusulkan beberapa nama lainnya misalnya designer foods, pharmafoods,
vitafoods dan netraceutical (Muchtadi, 1996).

Seiring dengan semakin meningkatnya kesadaran masyarakat akan
pentingnya hidup sehat, maka tuntutan konsumen terhadap bahan pangan juga
kian bergeser. Bahan pangan yang kini mulai banyak diminati konsumen bukan
saja yang mempunyai komposisi gizi yang baik (fungsi primer) serta penampakan
dan cita rasa yang menarik (fungsi sekunder), tetapi juga harus memiliki fungsi
fisiologis tertentu bagi tubuh. Fungsi yang demikian dikenal sebagai fungsi tertier.
Saat i banyak dipopulerkan bahan pangan yang mempunyai fungsi fisiologis

tertentu di dalam tubuh, misalnya untuk menurunkan tekanan darah, menurunkan
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kolesterol, menurunkan kadar gula darah, meningkatkan penyerapan kalsium dan
lamn-lain (Astawan, 2003).

Jepang merupakan negara yang paling tegas dalam memberi batasan
mengenai pangan fungsional, paling maju dalam perkembangan industrinya.
Menurut para ilmuwan Jepang, beberapa persyaratan yang harus dimih’ki_ oleh
suatu produk agar dapt dikatakan sebagai pangan fungsional adalah :

1. Harus merupakan produk pangan (bukan berbentuk kapsul, tablet atau bubuk)
yang berasal dari ingredien alami

2. Dapat dan layak Eikonsumsi sebagai bagian dari diet atau menu sehari-hari

3. Mempunyai fungsi tertentu pada saat dicerna serta dapat memberikan peran
bagi proses metabolisme tubuh tertentu, misalnya : memperkuat mekanisme
pertahanan tubuh, mencegah timbulnya penyakit tertentu, membantu
mengembalikan kondisi tubuh setelah sakit tertentu, menjaga kondisi fisik dan
mental, serta memperlambat proses penuaan (Astawan, 2003).

Jepang merupakan negara pertama yang mengembangkan dan
memasarkan pangan fungsional pada pertengahan tahun 1980-an. Sebagai
pemimpin pasar di Jepang adalah“Otsuka Pharmaeutical, yang pada tahun 1988
memasarkan fibeMini, suatu minuman yang mengandung serat larut, yaitu
polidekstrosa . Perusahaan ini juga memproduksi Pocari Sweat, suatu minuman
untuk atlet yang sangat laku di Jepang. Ingredien yang paling penting dalam
hubungan dengan pemasaran adalah serat makanan. oligosakarida, kalsium, zat
besi, beta-karoten dan DHA. Bikle, suatu produk dari Suntory, mengandung
bakteri bifidus hidup dan mineral dari whey sebagai sumber Kalsium,
oligosakarida, serat makanan dan ekstrak teh. Pada tahun 1993, industri juice
wortel diperkenalkan dan beta karoten juga ditambahkan dalam produk susu,
confectionary dan roti. Baru-baru ini functional health teas dan produk yang
mengandung Amaranth serta Aloe vera telah juga dipasarkan (Nienaber, 1996).

Karena manfaat kesehatan yang dapat diberikan oleh pangan fungsional
dibatasi oleh bahan tambahan pangan yang digunakan, Departemen Kesehatan
Jepang mengidentifikasi 12 kelompok bahan tambahan pangan yang

meningkatkan kesehatan untuk digunakan pada makanan yang bermanfaat bagi
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kKesehatan. Yang termasuk dalam kelompok ini adalah - serat pangan (dietary
Jiber). oligosakarida, gula alkohol. peptida dan protein. glikosida, alkohol.
isoprenoid dan vitamin_ kolin, bakteri asam laktat. mineral, asam lemak tidak
jenuh dan lain-lain (Goldberg, 1996).

_Berbagai jenis pangan fungsional telah beredar di pasaran, mulai jenis susu
probiotik tradisional seperti voghurt, kefir dan cowmiss: diikuti dengan
pemunculan produk baru seperti BioSeven, OH BA yoghur, yakult, ophilus dan
- BA live. Produk susu rendah lemak-siap konsumsi yang mengandung serat larut.
Selain itu juga beredar produk pangan tanpa lemak (mengandung fat subtitute)
yang diperkaya dengan mineral, produk non kolesterol atau kadar kolesterol dan
lemaknya yang telah diturunkan. Pangan fungsional lainnya misalnya breakfast
cereals, biskuit dan minuman yang diperkaya dengan serat: permen yang
mengandung zat besi, vitamin dan fruktooligosakarida; serta sosis yang diperkaya

dengan serat, oligosakarida atau kalsium (Muchtadi, 1996).

2.2 Oligosakarida dan Galaktooligosakaridé
2.2.1 Oligosakarida

Oligosakarida terdiri dari 2 — 10 monosakarida yang tergabung dalam
ikatan glikosida yang segera dapat dihidrolisa secara enzimatis untuk
menghasilkan monosakarida. Contoh oligosakarida yang memiliki dua residu
monosakarida adalah sukrosa, laktosa, maltosa dan trehalosa. sedangkan yang
memiliki tiga monosakarida adalah raffinosa, maltotriosa dan mannotriosa.
Oligosakarida dapat juga diklasifikasikan menjadi homo-oligosakarida dan hetero-
oligosakarida yang terdiri dari dua atau lebih tepi monosakarida penyusunnya (EI
Khadem, 1998).

Oleh peneliti terdahulu, senvawa oligosakarida digolongkan sebagai
antigizi, karena kerap menimbulkan gas dalam perut atau flatulensi. Seiring
dengan makin majunya perkembangan ilmu kimia dan biokimia pangan, senyawa
oligosakarida tidak lagi dianggap sebagai antigizi vang mengganggu. Senyawa ini
kemudian dianggap berguna bagi tubuh, karena dapat mencegah timbulnya bakter

yang merugikan dalam usus. Senyawa ini kemudian dikenal sebagai prebiotik.
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sebabnya oligosakarida acapkali ditambahkan ke dalam makanan ringan seperti
biskuit, permen dan berbagai produk olahan susu (Sibuea, 2002).

Kelompok oligosakarida, seperti raffinosa, stakiosa, galakto-oligosakarida,
frukto-oligosakarida, inulin, serta beberapa Jenis peptida dari protein tidak dapat
dicerna manusia, schingga mencapai usus dan mendukung pertumbuhan bakteri
“baik” dalam usus, sehingga pada akhimya bakteri ” baik” mendominasi populasi
mikroflora usus (Waspodo, 2001).

Oligosakarida bermanfaat menlngkatkan populasi Bifidobacteria dan
menurunkan Jjumlah bakteri yang merug1kan (Tabel 1). Penelitian menunjukkan
bahwa peningkatan jumlah Bifidobacteria sesudah mengkonsumsi oligosakarida
akan terjadi dan sebaliknya menurunkan bakteri yang merugikan. Bifidobacteria
Juga akan mencegah pertumbuhan bakteri patogen yang masuk dari luar tubuh dan
bakteri saluran pencernaan yang merugikan, karena konsumsi oligosakarida akan
memproduksi asam lemak rantai pendek (terutama asam asetat dan asam laktat
dengan perbandingan 3 : 2) dan kemampuan untuk menghasilkan zat bersifat
sebagai antibiotik. Dengan terbentuknya zat-zat anti bakteri dan asam ini maka
pertumbuhan bakteri patogen seperti  Salmonella dan Eschericia coli akan
dihambat. Melalui pembentukan asam lemak pendek dalam jumlah yang tinggi,
Bifidobacteria juga mencegah konstipasi dengan merangsang peristaltis usus dan
dengan menambah kandungan feses karena adanya tekanan osmosis. Penurunan
metabolit toksis oleh oligosakarida atau konsumsi Bifidobacteria (probiotik) akan
meringankan beban bahan toksis dalam hati. Oligosakarida juga menurunkan
kadar kolesterol dalam serum dan tekanan darah dan mempunyai efek anti
kanker. Penurunan kadar kolesterol diduga karena perubahan mikroflora usus.
Bakteri asam laktat diketahui akan menurunkan kolesterol darah karena dapat
mencegah absorbsi kolesterol dari usus. Oligosakarida Juga berfungsi dalam
menurunkan pembentukan metabolit toksis dan enzim yang merugikan (Silalahi,
2001).
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Tabel 1. Oligosakarida, Disakarida dan Poliol vang dapat Meningkatkan

Bifidobacteria dan Bakteri asam Laktat dalam Saluran Pencernaan

Jenis gula Bakteri yang meningkat
Frukto-oligosakarida Bifidobacteria
‘Transgalaktosil oligosakarida _ Bifidobacteria
4 galaktosil laktosa Bifidobacteriu
Isomalto-oligosakarida Bifidobacteria
Galakto-oligosakarida (Oligomat 50) Bifidobacteria
Galaktosil oligosakarida Bifidobuacteria »
Oligosakarida kedelai Bifidobacteria dan beberapa laktobasili
Xilo-oligosakarida Bifidobacteria
Palatinosa Bifidobacteria
Silitol Bakteri asam laktat
Laktulosa Bifidobacteria dan bakteri asam laktat
Inulofruktosakarida Bifidobacteria

~ Sumber Nuraida (19_96)

Produksi gas merupakan efek samping dari konsumsi oligosakarida dan
penelitian Rastall (2000) menunjukkan bahwa nilai rata-rata gas yang diproduksi
oleh Bifidobacteria selama 48 jam fermentasi dengan penambahan inulin dan FOS
(17 - 18 ml) lebih besar daripada vang dihasilkan oleh GalOS dan IMOS (8 =10
ml). Jelas bahwa variasi oligosakarida yang sedemikian banyak, beberapa di
antaranya mampu besifat prebiotik dan masing-masing memiliki komposisis

kimia yang berbeda (Tabel 2).

Tabel 2 . Komposisi Kimia Oligosakarida

~ Oligosakarida Komposisi kimia
Fruktooligosakarida 95% oligosakarida B(2-1) fructan; 60% glukosa,
(FOS) fruktosa (), 40% fruktosa (,, dp 2-8, rata-rata 4-5
Inulin >99% oligosakarida B(2-1) fructan: rata-rata dp 10-
12
Galaktooligosakarida Oligogalaktosa (85%), glukosa, galaktosa dan laktosa
(GalOS)

Oligosakarida kedelai Stakiosa (fruktosa, galaktosa, glukosa) dan raffinosa
(fruktosa, galaktosa, glukosa), dp 3-4

Xilooligosakarida B(1-4) xilosa; kemurnian 70%, dp 2-4

Isomaltosaoligosakarida Campuran  oligomer  glukosa  ikatan a(1-6)
(isomaltosa, panosa, isomaltriosa)

Laktulosa Galaktosa dan disakarida yang mengandung fruktosa
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Beberapa makanan secara alamiah mengandung oligosakarida, misalnya
fruktooligosakarida dapat ditemukan dalam bawang merah., bawang putih,
asparagus dan kacang kedelai mengandung sovbhean oligosakarida. Akan tetapi
melalui makanan setiap hari tidak mungkin dapat memenuhi jumlah oligosakarida
yang dianggap berkhasiat untuk mencegal>penvakit, maka konsumsi tambahan
diperlukan untuk berfungsi dalam mencegah dan meningkatkan kesehatan.
Fruktooligosakarida (FOS) banyak ditambahkan pada susu bubuk untuk
konsumsi balita sebagai prebiotik (Silalahi, 2001). §

Oligosakarida bersifat fungsional sebab senyawa ini tidak bisa dicerna
oleh enzim-enzim pencernaan manusia. Sifatnya menyerupai serat pangan,
sehingga tidak bisa diserap usus kecil. Bila oligosakarida ke dalam usus besar,
maka akan difermentasi oleh bakteri-bakteri baik yang terdapat di dalam usus
besar. Sebaliknya, bakteri jahat tak menyukai zat gizi ini (Sibuea, 2002).

Konsumsi yang berlebihan dari oligosakarida yang tidak dicerna/sebagian
dapat diabsorbsi menyebabkan diare terus menerus, meskipun sedikit gejala
seperti perut kembung dan flatulensi yang sering timbul pada manusia. Hal ini
dinyatakan sebagai hubungan antara dosis dengan gejala vang timbul. Oleh
karena itu diperlukan dosis maksimum penggunaan beberapa oligosakarida oleh
tubuh seperti tertera pada Tabel 3.

Tabel 3. Dosis Maksimum Oligosakarida yang Diijinkan yang Tidak

Menimbulkan Diare di Jepang

Dosis Maksimum yang Diijinkan

Jenis Sakarida (g/kg berat badan/hari)
Pria Wanita

Neosugar 0.3 0.4
4 galaktosil-sukrosa 0.6 0.6
4 galaktosil-oligosakarida 0.28 0.28
6 galaktosil-laktosa 0.3 : 0.3
Xilo-oligosakarida 0.12 0.12
Maltitol 03 - 0.3
Palatinit 03 0.3
Eritritol 0.66 0.8
Sorbitol 0.17 0.24

Sumber : Goldberg (1999).
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2.2.2 Galaktooligosakarida

Galakto-oligosakarida (GalOS) merupakan polimer dari 2 - 10 galaktosa
yang tergabung oleh ikatan glikosidik. Komposisi kimianva terdiri dari
oligogalaktosa (85%), glukosa, galaktosa dan laktosa (Nuraida, 1996).

Galaktooligosakarida, merupakan oligosakaiiit yang dapat merangsang
perkembangbiakan Bifidobacteria, yang terdapat pada ASI, susu sapi dan yoghurt
komersial. Senyawa ini adalah suatu campuran oligosakarida dari laktosa yang
disintesa secara enzimatis oleh B-D-galaktosidase dari Aspergillus oryzae dan
Streptococcus  termophillus. Studi yang sama juga mengindikasikan bahwa
galaktooligosakarida yang diproduksi dari laktosa oleh enzim yang sama memiliki
pengaruh yang penting bagi flora fekal. Terdapat hubungan yang linear antara
dosis galaktooligosakarida dengan fekal Bifidobacteria. Juga terjadi peningkatan
jumlah Lactobacili. Konsumsi galaktooligosakarida dengan dosis 10 gram/hari
dianjurkan untuk memperoleh efek yang menguntungkan tersebut (Ito dkk.,
1990).

Galaktooligosakarida pada ASI juga analog atau cocok dengan senyawa
reseptor permukaan sel epithel (Kunz dan Rudolf, 1996). Dengan adanya galakto-
oligosakarida yang terkandung dalam susu ibu, maka air susu memiliki lebih
banyak komponen pengkebal/pelindung aan sistem pertahanan (Muchtadi dan
Wijaya, 1996). Schingga bayi yang mengkonsumsi ASI mempunyai pertahanan
tubuh yang lebih baik daripada bayi yang tidak mengkonsumsi ASI.

Dalam produksi galaktooligosakarida menggunakan enzim B-galaktosidase
membutuhkan substrat. Galaktosa merupakan gula sederhana atau monosakarida
yang dapat dipakai sebagai substrat dalam reaksi enzimatis menggunakan enzim
P-galaktosidase. Hidrolisa laktosa dalam produksi galaktooligosakarida menjadi 2
komponen yaitu glukosa dan galaktosa (Rastall, 1999).

Pada produksi hetero-cligosakarida menggunakan campuran 2 jenis
karbohidrat, sebagai donor dan aseptor. Menurut Rastall (2000), sebagai donor
dengan menggunakan glikosiltransferase yang paling menarik  adalah
memanfaatkan sukrosa. Beberapa prebiotik dapat dibuat dengan cara ini, tetapi

ada pendekatan yang lebih mudah dan berpotensi yang dapat digunakan adalah
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penggunaan glikosidase. Glikosidase sendiri merupakan enzim hidrolitik. reaksi di
bawah kondisi terkendali dapat diinduksi untuk mensintesa ikatan glikosida.
Sebagai contoh adalah produksi galaktooligosakarida dengan menggunakan j-
galaktosidase dari substrat laktosa. Pada konsentrasi laktosa tinggi enzim ini
mengkatalisa pemindahan yang akan membentuk tri dan tetrasakarida dari laktosa.

Dalam produksi hetero-GalOS mannosa digunakan seb;gai aseptor
substrat campuran. Seperti halnya glukosa, mannosa fermasuk karbohidrat
sederhana atau monosakarida. Sedangkan untuk maltosa, sukrosa dan trehalosa
masing-masing merupakan disakarida. Dalam produksi hetero-GalOS secara
enzimatis, maltosa, sukrosa dan trehalosa juga berperan sebagai aseptor dari

substrat campuran. Berikut pada Gambar 1 diberikan rumus struktur gula-gula

tersebut :
CH,OH CH,OH CH,OH
H O H H O H H O H
H H H
OH OH H H OH H
O OH
H Q H
Maltosa
CH,OH (0]
H O H CH,OH H

H

OH H OH CH,;0OH
H Ol
Sukrosa
CH,OH CH,0H
H 0O H H 0 H
OH H
OH H H OH
OH 0 OH
H (8]} OH H

Trehalosa

Gambar 1. Rumus Struktur Aseptor Substrat Campuran pada Produksi Hetero —
GalOS
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2.3 Enzim 3 - Galaktosidase

Laktase atau biasa disebut 3-galaktosidase merupakan enzim yang penting
karena dapat mengubah laktosa yang sukar larut dengan tingkat kemanisan rendah
menjadi gula yang mudah larut, tidak mudah mengkristal dan rasanya lebih manis
karena terhidrolisa menjadi glukosa dan galaktosa (Gambar 2). Eng_i_m ini
terdapat pada buah-buahan seperti : peach, apel, bakteri (£ coli), jamur
(Aspergillus oryzae) dan pada binatang terutama saluran pencernaannya. Selain
itu dalam fungsinya sebagai enzim hidrolase, [-galaktosidase mampu
menguraikan 2 macam substrat, yaitu laktosa dan o-nitrofenil-B-galaktosida
(ONPG) yang menghasilkan khromogen-o-nitrofenol (Winarno, 1986).

Menurut Winamo (1986), enzim f-galaktosidase dalam prosesnya
membutuhkan laktosa sebagai substrat. Dalam penggunaannya, enzim yang
diperoleh dari tanaman jarang digunakan, yang lebih sering digunakan dari bakteri
Lsherichia coli dan Aspergillus niger. Enzim B-galaktosidase yang berasal dari

Jamur  biasanya digunakan pada suhu tinggi dan pH rendah

HO CH,0H 0 H CH,OH 0

Laktosa B Galaktosidase O
CH,0OH CH,OH
W W on
Galaktosa Glukosa

Gambar 2. Hidrolisa Laktosa (Roberts, dkk, 1995)
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Agar aktivitas enzim meningkat maka suhu reaksi yang digunakan adalah
40°C - 50°C. Pada suhu ini enzim pada konsentrasi gula tinggi akan tetap stabil
dan tidak terjadi denaturasi (Nakano, dkk, 1995).

2.4 Probiotik, Prebiotik dan Sinbiotik

Konsep tentang probiotik muncul pada akhir abad ke-20 atas kerja keras
Metchnikoff di Institut Pasteur — Paris. Konsep tersebut diterima oleh para
ilmuwan dan konsumen sebagai bahan tambahan pangan. Di beberapa negara,
prebiotik pada masa itu dicoi:)a pada susu sapi perahan tradisional ( Flﬁler, 1997).

Probiotik merupakan sekumpulan mikroba yang memberikan efek positif
bagi kesehatan yang secara alami terdapat pada saluran pencernaan manusia, atau
merupakan bahan tambahan pangan yang berupa bakteri tidak merugikan dan
tidak beracun serta keberadaannya tergantung kondisi manusia (Macfarlane dan
Cummings, 1999). Mikroflora yang digolongkan sebagai probiotik adalah yang
memproduksi asam laktat terutama misalnya Lactobacilli dan Bifidobacteri
walaupun jenis yang lain juga ada (Pertemuan Ilmiah Jatim Garden Palace,
13/1/2000). )

Pada tahun 1908, Elie Metchnikoff menyatakan bahwa konsumsi susu
fermentasi dengan Lactobacillus akan memperpanjang hidup manusia
(Metchnikoff, 1908). Organisme utama yang digunakan adalah spesies
Bifidobacterium dan/atau Lactobacillus. Efek yang menguntungkan bagi
kesehatan berhubungan dengan organisme ini termasuk perbaikan pencernaan
laktosa, kontrol patogen usus, pengurangan serum kolesterol, efek penghambatan
tumor, stimulasi sistim kekebalan tubuh, pencegahan konstipasi, pembentukan
vitamin B, produksi bakteriosin dan inaktifasi beberapa komponen toksik (Potter,
1990; Sanders dkk. 1991). Probiotik juga mempengaruhi produksi beberapa
nutrien usus seperti asam lemak rantai pendek dan asam amino, arginin, sistein,
dan glutamin (Bengmark, 1996).

Enzim yang dimiliki bakteri probiotik seperti laktase mampu mengatasi
intoleransi susu (laktosa), bile salt hidrolase mampu menurunkan kadar

kolesterol, senyawa dinding sel bakteri probiotik (peptidoglikan) menyerap
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senyawa karsinogenik (pemicu kanker), asam laktat yang dihasilkan merangsang
gerak peristaltik usus sehingga mencegah sembelit dan meningkatkan penyerapan
kalsium yang diperlukan untuk mencegah osteoporosis. Bakteri probiotik juga
mampu mencegah diare yang disebabkan Helicobacter pylori (Waspodo, 2001).
Tidak semua bakteri asam laktat bersifat probiotik. Bakteri probiotik
adalah yang dikonsumsi dalam keadaan hidup, bertahan hidup dalam saluran
pencernaan  setelah melalui  pelbagai rintangan dan mampu menjaga
keseimbangan mikroflora usus. Rintangan antara lain enzim di air liur, suasana
asam lambung dan asam empedu. Bakteri i)robiotik yang telah melalui uji klinis
antara lain Lactobacillus casei subsp caser strain Shirota, Bifidobacteria dan
Lactobacillus acidophillus (Waspodo, 2001).
Probiotik yang efektif harus memenuhi beberapa kriteria :
1. Memberikan efek yang menguntungkan bagi tubuh
Tidak patogenik dan tidak toksik

(3]

Mengandung sejumlah besar sel hidup

Mampu bertahan dan melakukan kegiatan metabolisme dalam usus

wos W

Tetap hidup selama dalam penyimpanan dan waktu digunakan
6. Mempunyai sifat sensori yang baik
7. Diisolasi dari tubuh (Fuller, 1991).

Menurut Lee Yuan Kun (2002), kriteria pemilihan probiotik selain mampu
bertahan terhada suasana asam dan berfungsi meningkatkan kesehatan juga harus
mampu tumbuh cepat dalam medium fermentasi yang sederhana dan murah,
mampu bertahan dalam pengolahan tanpa kehilangan kemampuan, serta bisa
digabung dengan pelbagai jenis makanan.

Agar suatu mikroorganisme menjadi probiotik yang efektif dalam
memberi efek kesehatan maka disyaratkan : berasal dari manusia (human origin),
stabil terhadap asam maupun cairan empedu, dapat menempel pada sel intestin
manusia, dapat berkolonisasi di saluran pencernaan manusia, memproduksi
senyawa antimikroba, dapat melawan bakteri patogenik dan kariogenik, telah
teruji secara klinis, aman dikonsumsi serta tetap hidup selama pengolahan dan

penyimpanan. Selain itu konsumsi harus dilakukan secara teratur sebanyak 100 —
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i50 ml produk (berisi 10® /ml bakteri hidup) setiap 2 atau 3 minggu sekali
(Prangdimurti, 2001). Pada saat ini sudah banyak variasi produk pangan yang
mengandung probiotik beredar di pasaran komersial (Tabel 4).

Tabel 4. Tipe-tipe Produk Probiotik dan Bakteri Probiotik yang Digunakan

Probiotik Bakteri
(yang umumny2 Jigunakan)
Produk-produk susu fermentasi Laactobacillus bulgaricus
(yoghurt, buttermilk, susu asidofilus, dan Streptococcus termophillus
lain-lain) Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus cidophillus
Lactobacillus casei
Bifidobacteria spp.
Lactobacillus reuteri
Pangan yang disuplementasi Lactobacillus bulgaricus
(susu pasteurisasi, minuman-minuman) Streptococcus termophillus
Lactobacillus acidophillus
Bifidobacteria spp.
Lactobacillus reuteri

Pharmaceuticals Lactobacillus bulgaricus
(tablet, kapsul, granula) Lactobacillus acidophillus
Bifidobacteria spp.
Produk-produk health food Lactobacillus acidophillus
(cairan, kapsul, bubuk) Bifidobacteria spp.

Lactobacillus spp.

Sumber : Prangdimurti (2001).

Menurut Broste (1999), dari dasar probiotik muncul suatu konsep baru
yang lebih menguntungkan yaitu prebiotik. Prebiotik adalah bahan tambahan
makanan yang tidak dapat dicerna yang memiliki efek menguntungkan bagi tubuh
dengan merangsang pertumbuhan dan atau aktifitas satu atau beberapa jenis
bakteri dalam usus secara selektif, yang dapat memperbaiki kesehatan tubuh.

Syarat bahan tambahan makanan sebagai prebiotik :

. Tidak dapat dihidrolisa maupun diabsorbsi pada bagian atas saluran
pencernaan.

2. Sebagai substrat yang selektif untuk satu atau beberapa jenis bakteri komensal
'yang bermanfaat dalam usus, jadi merangsang untuk tumbuh dan atau

memiliki aktifitas metabolik.
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3. Mudah untuk merubah komposisi koloni mikroflora tubuh menjadi
menguntungkan bagi kesehatan, contohnya dengan menambahkan spesies
sakarolitik dan mengurangi mikroorganisme pembusuk seperti Clostridia
asakarolitik (Gibson dan Roberfroid, 1995).

Sumber prebiotik dapat diperoleh dari ASI dalam bentuk Auman milk
oligosaccharide yang hanya kurang dari 5% dicerna dalam usus (Gnoth, 200{55
dan secara alami karbohidrat yang mengandung fruktooligosakarida terdapat
dalam berbagai sayur dan buah misalnya onion, asparagus, chicory (mengandung
inulin), pisang dan artichoke (Gibson, 1998). Jenis prebiotik melifnuti FOS
(frukto-oligosakarida), inulin, GOS (galakto-oligosakarida), laktulosa, laktitol
(Colin, 1999; McFarlane, 1999). Bahan-bahan tersebut paling sering dipakai
sebagai prebiotik, disamping itu terdapat pula bahan lain yang memenuhi kriteria
prebiotik misalnya, xilosa, soya dan manosa (Gibson, 1998).

Untuk menentukan substrat yang cocok dan prebiotik yang akan
meningkatkan jumlah Bifidobacteria dan Lactobacili yang hidup di saluran
pencernaan manusia sangat sulit, beberapa hal berikut harus dipertimbangkan
1. Senyawa tersebut tidak dapat diserap tubuh atau dapat diserap secara lambat
2. Sakarida non-pereduksi cenderung sulit dimetabolisme bakteri asam laktat
3. Bifidobacteria biasanya menggunakan di- atau trisakarida yang mengandung

galaktosa tanpa adaptasi terlebih dahulu

4. Fruktooligosakarida, laktulosa dan laktitol umumnya digunakan oleh
Bifidobacteria dan Bakteri Asam Laktat untuk meningkatkan pertumbuhannya

5. Gula yang terdiri atas galaktosa, glukosa dan/atau fruktosa dapat digunakan
oleh Bifidobacteria

6. Turunan inulin digunakan oleh Bifidobacteria

7. Poliol diperkirakan memiliki efek obat

8. Penurunan pH fekal umumnya dibutuhkan oleh substrat dan meningkatkan
keseimbangan mikroekologi yang menyehatkan

9. Kombinasi substrat dapat digunakan untuk meningkatkan Lactobacili dan
Bifidobacteria :

10. Pengaruh substrat prebiotik terhadap aktivitas paiogen
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I1. Komponen prebiotik dapat digunakan untuk memodifikasi koloni mikroflora
manusia secara selektif, yang dapat mempengaruhi Lactobacili dan
Bifidobacteria dan fungsi metabolismenya (Salminen, 1998).

Untuk memperoleh oligosakarida yang akan dipakai sebagai prebiotik
dapat dilakukan melalui - :
1. Ekstraksi langsung polisakarida alami dari tumbuhan
2. Hidrolisa polisakarida alami
3. Sintesa enzimatik dengan menggunakan hidrolase dan atau glikol transferase,

kedua enzim tersebut mengkatalisa reaksi transglikosilasi sehingga terjadi
oligosakarida sintetik dari mono dan disakarida (Grizard, 1999).

Beberapa prebiotik saat ini sedang disintesa secara enzimatis, seperti

galaktooligosakarida, fruktooligosakarida, isomaltooligosakarida, gentioligo-

sakarida, xilooligosakarida, laktulosa dan laktosukrosa (Chicoke, 2000). Saat ini

di Eropa, inulin tipe fruktan yang dicirikan mengandung ikatan fruktosil unit pada

beta-2,1 sukrosa juga dipakai sebagai bahan prebiotik (Grizard, 1999). Industri di

Jepang telah tumbuh di sekitar kemampuan untuk memproduksi secara lebih hias

dengan metode bioteknologi serangkaian prebiotik oligosakarida (Tabel 5).

Tabel 5 . Produksi Prebiotik di Jepang Tahun 1995

Oligosakarida Produksi (ton)
Laktulosa 20 000
Galakto-oligosakdrida 15 000
Frukto-oligosakarida 12 000
Isomalto-oligosakdrida 11000
Palatinose 5000
Soybean oligosakarida 2 000
Laktosukrosa 1 600
Gentio-oligosakarida 400
Xylo-oligosakdtida 300

~ Sumber: Rastall (2000).

Tidak semua oligosakarida (Non-Digestible Oligosaccharides) bersifat
prebiotik daii diantara NDO yang ada inulin, fruktooligosakarida (FOS) dan
galaktooligosakarida (GalOS) merupakan prebiotik yang kuat (Macfarlane dan
Cummings, 1999).
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Manfaat penggunaan prebiotik tidak terlepas dari peranan prebiotik untuk
meregulasi dan memodulasi populasi bakteri probiotik. Prebiotik dalam usus
terutama usus besar yang difermentasi oleh bakteri probiotik yang menghasilkan
asam lemak rantai pendek dalam bentuk asam asetat, asam propionat dan asam
butirat, L-laktat, CO; dan hidrogen (Grizard, 1999). Asam lemak rantai pendek
tersebut oleh tubuh dapat dipakai sebagai sumber energi, efek stimulasi efektif
terhadap pertumbuhan bakteri probiotik terutama Bifidibacteria dan Lactobacillus
akan memberikan efek yang menguntungkan bagi kesehatan, antara lain :

1. Memperbaiki keluhan malabsorbsi laktosa
2. Meningkatkan ketahanan alami terhadap infeksi di usus oleh kuman patogen,
Clostridium perfringen, Eschericia coli, Salmonella, Shigella, Listeria

(Gizard, 1999)

(FS]

Supresi kanker
Memperbaiki metabolisme lipid dan mengurangi kadar kolesterol darah

Memperbaiki pencernaaan (Fuller,1991)

£ AR

Stimulasi  kekebalan (imunitas) gastrointestinal (McCracken, 1999:
McFarlane, 1999).

Prebiotik dapat diberikan dalam bentuk bahan asli atau dalam makanan
yang telah diproses yang dapat memberikan manfaat bagi kesehatan (Gibson,
1998).

Setelah pemunculan konsep probiotik dan prebiotik, kini dari keduanya
dapat dikombinasikan dengan istilah sinbiotik (Broste, 1999). Penambahan
mikroorganisme hidup (probiotik) dan substrat (prebiotik) untuk pertumbuhan
bakteri misalnya frukto-oligosakarida (FOS) dengan Bifidobacterium atau lactitol
dengan Lactobacillus. Keuntungan karena substrat yang spesifik telah tersedia
untuk fermentasi sehingga tubuh mendapat manfaat vang lebih sempurna dari
kombinasi ini (Collin, 1999).

Broste (1999) menyvatakan bahwa peluang pengembangan prebiotik lebih
menjanjikan daripada probfotik. Hal i ditandai dengan diluncurkannya produk
berbasis prebiotik bermerk Actilight oleh perusahaan makanan Eropa yaitu

industri Meiji Beghin, dimana dalam produknya tergantung frukto-oligosakarida.
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Selain itu perusahaan Jerman juga mengembangkan produk sinbiotik yang
meliputi dua strain probiotik dan prebiotik Rafilose. Sedangkan Vivis di Prancis
mengeluarkan produk berlabel Ligne Bifide yang merupakan biskuit, sup dan
makanan siap saji yang mengandung Actilight. Namun di lain pihak, industri
makanan terkemuka Nestle tetap mengedepankan probiotik sebagai produk yang
mampu meningkatkan sistem kekebalan tubuh dan dikategorikan telah berhasil di
pasar Eropa. Keberhasilan tersebut diketahui dari produk yoghurt LCI yang
diperkaya, berawal dari titik tersebut dikembangkan produk LAl vang
mengandung dua strain Lactobacillus. Schingga kemudian pihak Nestle
merekomendasikan bahwa produk tersebut dapat dikonsumsi sehari-hari sebagai

bagian dari diet yang sehat.

2.5 Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri Gram — positif yang
dikelompokkan berdasarkan kesamaan karakteristik morfologi, metabolisme dan
fisiologi. Deskripsi secara umum bakteri yang termasuk kelompok ini adalah
Gram - positif, tidak berspora, berbentuk bulat atau batang, anaerob tapi
aerotolerant, toleran terhadap asam, memetabolisme karbohidrat secara
fermentatif, yang memproduksi asam laktat sebagai produk akhir yang utama
selama fermentasi karbohidrat. Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus dan
Streptococcus  termasuk ke dalam kelompok ini. Dalam taksonomi yang
diperbarui, bakteri asam laktat terdiri dari ‘° Aerococcus, Alloicoccus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus,
Lactococeus,  Lactosphaera,  Leuconostoc, Oenococcus,  Pediococcus,
Sterptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus dan Weisella. Beberapa penulis
memasukkan Bifidobacterioum spp ke dalam bakteri asam laktat karena
kesamaan ekologi dan fungsi (Axelsson, 1988).

Ciri khas bakteri asam laktat adaIlah kebutuhannya akan zat-zat suplemen.
Tidak ada satupun anggotanya dapat hidup pada media mineral murni dengan
glukosa dan amonium. Sebagian besar membutuhkan sederet vitamin (laktoflavin,

tiamina, asam pantotenat, asam nikotinat, asam folat, biotin) dan asam-asam
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amino, senyawa purin dan pirimidin. Dengan demikian bakteri ini dibiakkan
terutama pada media kompleks yang mengandung ekstrak ragi, sari tomat, air
dadih bahkan derah dalam jumlah relatif besar (Schlegel, 1994).

Bakteri asam laktat memiliki dua ekologi sebagai habitatnya : di selaput
membran manusia dan binatang dan produk susu. Beberapa spesies bakteri asam
laktat digunakan secara komersial untuk produk susu fermentasi dan produk
daging dan makanan lainnya. Yang termasuk produk ini yoghurt, buttermilk,
salami, salami tipe sosis dan pikle (Salminen, 1998). Karakteristik penting bakteri
ini digunakan dalam produk pangan karena kemampuannya memfermentasi gula
menjadi asam laktat (Frazier dan Westhoff, 1988). Bakteri asam laktat merupakan
bakteri yang tahan asam (asidofil), dapat tumbuh baik pada pH yang rendah yaitu
3,0 -6,0 (Buckle, dkk, 1987).

Karakter penting yang digunakan dalam klasifikasi kelompok bakteri asam
laktat adalah cara fermentasi glukosa di bawah kondisi normal yaitu konsentrasi
glukosa yang tidak dibatasi dan faktor-faktor pertumbuhan ( asam amino, vitamin
dan prekusor asam nukleat) dan persediaan oksigen yang terbatas. Pada kondisi
ini bakteri asam laktat dapat dibagi ke dalam dua kelompok : homofermentatif,
mengkonversi hampir seluruh glukosa menjadi asam laktat dan heterofermentatif,
memfermentasi glukosa menjadi asam laktat, etanol/asam asetat dan CO,
(Axelsson, 1998) .

Bakteri asam lcktat digunakan sebagai probiotik untuk mengatasi
gangguan usus seperti intoleransi laktosa, radang lambung akut dan patogen
lainnya, efek merugikan dari radioterapi, konstipasi, radang usus besar dan alergi
makanan (Axelsson, 1998). Beberapa spesies bakteri probiotik, di antaranya
Bifidobacteria ssp., Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus salivarius, Streptococcus termophillus, Streptococcus
lactis dan Saccharomyces boulardii. Hanya saja komposisi bakteri probiotik ini
berbeda menurut usia. Bifidobacteria misalnya lebih domnan pada anak-anak.
sedang Lactobacillus 1ebih dominan pada orang dewasa.

Metabolisme pokok dari bakteri asam laktat adalah kemampuannya untuk

memfermentasi karbohidrat. Jalur fermentasi gula bakteri asam laktat dapat
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dibedakan menjadi dua. Jalur glikolisis (Embden — Meyerhoff Pathway)
menghasilkan asam laktat (homolaticfermentation/homofermentatif). Jalur 6-
fosfoglukonat/fosfoketolase menghasilkan etanol, asetat. CO, dan asam laktat
(heterolatic fermentation/heterofermentatif) seperti terlihat pada Gambar 3.
Monosakarida selain glukosa, seperti manosa, galaktosa dan fruktosa
yang difermentasi oleh bakteri asam laktat masuk jalur metabolisme pada
glukosa-6-fosfat atau fruktosa-6-fosfat setelah isomerisasi dan/atau fosforilasi.
Galaktosa-6-fosfat dapat menggunakan jalur tagatose-6-fosfat atau jalur Leloir
(Gambar 4). Sedang disakarida akan dihidrolisa terlebih dahulu menjadi

monosakarida, baru kemudian memasuki jalur metabolisme ( Axelsson, 1998).

2. 5.1 Genus Lactobacillus

Beberapa genus anggota bakteri asam laktat banyak digunakan dalam
produk pangan, termasuk sebagai probiotik karena kemampuannya untuk
memfermentasi gula menjadi asam laktat. Spesies-spesies dari kelompok
Lactobacillus paling banyak digunakan.

Menurut Frazier dan Westhoff (1988), genus Lactobacillus berupa batang,
biasanya panjang atau ramping, microaerophilic (beberapa anaerob), katalase
negatif dan gram positif dan memfermentasi gula menjadi asam laktat sebagai
hasil utamanya. Berdasarkan hasil metabolismenya bakteri ini dapat
dikelompokkan menjadi dua yaitu :

a. homofermentatif

= homofermentatif dengan temperatur optimal adalah Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophillus,
Lactobacillus termophillus dan Lactobacillus delbrueckii.

* homofermentatif yang hidup baik pada temperatur tinggi adalah Lactobacillus
Jfermentum.

* homofermentatif yang memiliki temperatur optimal rendah adalah
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus Ierchrnﬁnﬁ.

Bakteri homofermentatif ini dapat tumbuh pada suhu 37°C atau lebih (Fardiaz.

1992).
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Glucose-6-p Glucose-6-p
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Fructose-6-p 6-phospo-glunconate
2 Fructose-1.6-p Ribulose-5-phosphatase

l

Xylulose-5-phospatase

Glyceraldehyde-3-p Dihydroxy-acetone  Gliceraldehyde-3-P acetyl-phospate

N Y Y
2 1.3-diphospoglycerate 1.3-diphosphoglycerat  Acetyl-CoA
Y N
2 3-phosphoglycerate 3-phosphoglycerate  Acetaldehyde
V \ \
2 2-phosphoglycerate 2- phosphoglycerate ETHANOL
2-phosphoenolopyruvate phosphoenolopyruvate
Y
2 pyruvate pyruvate
v s
2 LACTATE LACTATE

Gambar 3. Jalur Fermentasi glukosa (A) Homofermentatif (Glikolisis, Jalur
Embden Meyerhoff); (B) Heterofermentatif (6-fosfoglukonat
/fosfoketolase)
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Galzi[toseﬁ—p Galactose
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“Tagatose-1.6-DP G}uclse—i-p
GIucc_Jse-G-p
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. Glycolisis
- Glycolisis
V
V
Pyruvate Pyruvate

Gambar 4. Metabolisme Galaktosa pada Bakteri Asam Laktat (A) Jalur tagatose-
6-fosfat (B) Jalur Leloir

b. Heterofermentatif
yang termasuk heterofermentatif adalah Lactobacillus brevis, Lactobacillus
pastorianus, Lactobactllus hilgardii dan Lactobacillus trichodes.

Dasar fisiologis pengelompokan adalah ada atau tidak adanya enzim kunci
metabolisme gula homofermentatif dan heterofermentatif, fruktosa-1.6-difosfat
aldolase dan fosfoketolase (Kandler, 1983, 1984: Kandler dan Weiss, 1986)
seperti tertera pada Tabel 6.

Beberapa spesies Lactobacillus yang memiliki manfaat menguntungkan
bagi kesehatan dan banyak digunakan dalam produk pangan :

a. Lactobacillus acidophillus, hidup dalam usus kecil dan memproduksi enzim
yang memecah gula susu menjadi asam laktai. Bakteri ini dapat mati karena
makanan rendah gizi, stress dan antibiotik. Karena dapat mencegah penyakit
akibat bakteri, L. acidophillus digunakan dalam terapi, termasuk mengganti

bakteri usus yang rusak oleh spektrum antibiotik, membantu pencernaan,
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menekan bakteri penygbab penyakit, mengurang) nfeks: kandung kemih,
memperbaiki  penycrapan laktosa pada penderita intoleransi Jakipsa.
membantu produksi vitamin B dan vitamin K.

Tabel 6. Susunan Genus Lacrobacillus

Kelompok 1 Kelompok 11 Kelompok 11
Karakter Homofermentatift  Heterofermentatif — Heterofermentatif
Obligat Fakultatif Obligat

Fermentasi - it +
pentosa = < i
CO; dari glukosa - +4 +2
CO; dari glukonat + +
FDP aldolase - + +
Fosfoketolase L. acidophillus L. casei L. brevis

L. delbrueckii L. curvatus L. buchneri

L. helveticus L. plantarum L. fermentum

L. salivarus L. suke L. reuteri

“saat difermentasi " induksi oleh pentosa

Sumber : Sharpe (1981) dan Kandler dan Weiss (1986) dalam Salminen (1998)

b.

g7

2.3

L. bulgaricus (1. delbruckii subspesies bulgaricus), biasanya digunakan dalam
pembuatan yoghurt dan susu fermentasi. Bakteri ini memproduksi asam laktat
dalam perut.

L. plantarum, digunakan untuk perawatan Sindrom Iritasi Usus.

L. caser strain shirota, digunakan secara komersial oleh perusahaan Jepang
dalam bentuk susu fermentasi (Yakult), dapat memperbaiki saluran

pencernaan.

. Lorhamnosus, memiliki aktivitas antimikrobial untuk melawan Candida dan

patogen lainnya. dapat memperbaiki saluran pencernaan.

.2 Genus Streptococcus

Genus Streptococcus, berbentuk kokus yang dapat berupa rantai pendek

atau rantai panjang tergantung dari jenis spesies dan kondisi pertumbuhannya dan

semuanya merupakan homofermentatif (Frazier dan Westhoff, 1988). Menurut

Salminen (1998), genus ini dibagi menjadi tiga kelompok lagi vaitu :
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a. Kelompok piogenik. terdiri dari bakteri-bakteri penyebab penyakit. contohnya
S. pyogenes dan S.agalactiae,

b. Kelompok oral, contohnva S. mutans.

¢. Kelompok Streprococei lainnya, contohnya S. termophillus vang biasanya
‘cunakan dalam pembuatan yoghurt (bersama dengan . delbruckii subsp.
bulgaricus).

Streptococcus termophillus merupakan spesies Streptococcus yang paling
~ banyak digunakan. Bakteri ini safigat penting dalam pembuatan keju yang
dimasak pada suhu tinggi dan biasanya terdapat pada susu fermentasi seperti
yoghurt.  Streptococcus  termophillus merupakan bakteri termoduric (tahan
terhadap suhu yang tinggi seperti pasteurisasi). Spesies ini dapat tumbuh pada
suhu 45°C tapi tidak pada suhu 10°C (Frazier dan Westhoff, 1988).

2.6 Pertumbuhan Bakteri Asam Laktat

Istilah pertumbuhan umum digunakan untuk bakteri dan mikroorganisme
lain dan biasanya mengacu pada perubahan di dalam hasil panen (pertambahan
total massa sel). Inokulum hampir selalu mengandung ribuan organisme;
pertumbuhan menyatakan pertambahan jumlah dan atau massa yang melebihi
vang ada di dalam inokulum asalnya (Pelczar, 1986).

Cara khas reproduksi bakteri ialah pembelahan biner melintang : satu sel
membelah diri, menghasilkan dua sel. Jadi bila kita mulai dengan satu bakteri
tunggal, maka populasi bertambah secara geometrik.

Selang waktu yang dibutuhkan bagi sel untuk membelah diri atau untuk
populasi menjadi dua kali lipat dikenal sebagai waktu generasi. Tidak semua
spesies bakteri mempunyai waktu generasi yang sama. Waktu generasi untuk
suatu spesies bakteri tertentu juga tidak sama pada segala kondisi. Waktu generasi
amat tergantung pada cukup tidaknya nutrien di dalam medium serta pada sesuai
tidaknya kondisi fisik. Waktu generasi beberapa bakteri dapat dilihat pada Tabel
il
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Tabel 7. Waktu Generast Beberapa Spesies bakteri

Bakteri ‘Medium  Suhu (°C)  Waktu m
(menit)

Bacillus mycoides i Broth 37 28
B. thermophillus Broth 55 18,3
lischerichia coli Broth 37 17

susu 37 12,5
Lactobacillus acidophillus Susu - 37 66-87
Mycobacterium tuberculosis Sintetik 37 792-932
Stapylococcus aureus Broth 37 27-30
Streptococcus lactis Broth 37 48

Susu 37 26

Sumber: Fardiaz (]71992}

Penambahan dan pertumbuhan jumlah sel mikroba pada umumnya dapat
digambarkan dalam bentuk kurva pertumbuhan (Gambar 5). Kurva tersebut
merupakan penjabaran dari penambahan jumlah sel dalam waktu tertentu

(Suriawiria ,1985).

—

Fog jumbah bakteri higup
o
G
;

>

Gambar 5. Kurva Pertumbuhan Bakteri : (A) Fase Lambat (lag phase), (B) Fase
Logaritmik/Eksponesial ~ (log  phase), (C) Fase Tetap/Statis
(stationary phase) dan (D) Fase Penurunan/Kematian (decline death
phase)
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L. Fase Lambat (/ag phase)

Pada awal inokulasi sel ke dalam media nutrien segar biasanva pada suatu
periode dimana tidak terjadi pembelahan sel. Fase lambat ini dapat terjadi antara
beberapa menit sampai beberapa jam tergantung pada spesies, umur dari sel
inokulum dan lingkungannya. Waktu pada fase lambat dibutuhkan untuk kegiatan
metabolisme dalam rangka persiapan dan penyesuaian diri dengan kondisi
pertumbuhan dalam lingkungan yang baru.
2. Fase Log (log phase) &

Setelah beradaptasi terhadap kondisi baru, sel-sel ini akan tumbuh dan
membelah diri secara eksponensial sampai jumlah maksimum yang dapat dibantu
oleh kondisi lingkungan yang dicapai.

3. Fase Tetap (stationary phase)

Pertumbuhan populasi mikroorganisme biasanya dibatasi oleh habisnya
bahan gizi yang tersedia atau penimbunan zat racun sebagai hasil akhir
metabolisme.  Akibatnya kecepatan pertumbuhan menurun dan akhirnya
pertumbuhan terhenti. Komposisi sel-sel pada fase ini berbeda dibandingkan
dengan sel-sel saat fase eksponensial dan umumnya lebih tahan terhadap
perubahan-perubahan kondisi fisik seperti panas, dingin dan radiasi maupun
bahan-bahan kimia.

4. Fase Menurun (decline death phase)

Sel-sel yang berada dalam fase tetap akhirnya akan mati bila tidak
dipindahkan ke media segar lainnya. Sebagaimana pertumbuhan, kematian sel
juga secara eksponensial dan karenanya dalam bentuk logaritmis, fase menurun
atau kematian ini merupakan penurunan secara garis lurus yang digambarkan oleh
jumlah sel-sel vang hidup terhadap waktu. Kecepatan kematian berbeda-beda
tergantung dari spesies mikroorganisme dan kondisi lingkungannya (Buckle,
1987).

2.7 Hipotesa

Berdasarkan uraian di atas dapat diambil hipotesa bahwa hetero-

galaktooligosakarida  (hetero-GalOS) berpengaruh  terhadap pertumbuhan

Lactobacillus dan Streptococcus.
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. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Bahan dan Alat
3.1.1 Bahan:

Bahan yang digunakan antara lain : MRS (Malt Rigorose Sharp) — Broth
(Difco), aquades, buffer pH 4.0 dan 7.0, Laktosa (Sigma L-365). Galaktosa (E-
Merck 4061), Mannosa (Sigma M-4625), Maltosa (Sigma M-5885), Sukrosa
(Sigma S-9378), Maltotriosa (Fluka 63-43(}), Trehalosa (Sigma T-5251), enz;m B-
- galaktosidase E.C. 3.2.1.23 (Sigma G-5635; 1,4 mg solid; 769 units/mg solid; 864
units/mg protein) dari Ffshericia coli dan biakan agar tegak Lactobacillus
bulgaricus  FNCC 0053, Lactobacillus casei FNCC 0090, Lactobacillus
plantarum FNCC 123, Lactobacillus rhmanosus FNCC 52, Lactobacillus lactis
3024 dan Streptococcus termophillus FNCC 040
3.1.2 Alat:

Alat-alat yang digunakan antara lain : tabung eppendorf, pipet volume,
pipet mikro, erlenmeyer, beaker glass, tabung reaksi, tabung kuvet, wadah film,
gelas ukur, timbangan analitik, otoklaf, inkubator, pH meter, mikroskop,

spektrofotometer dan haemacytometer.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan mulai bulan Februari sampai dengan bulan Juni
2003 di Laboratorium Pengendalian Mutu bagian Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, Jurusan Tcknologi Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian,

Universitas Jember,

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Rancangan Percobaan

Pada penelitian ini digunakan kombinasi gula donor galaktosa dan gula
aseptor glukosa (galaktosil-glukosa). mannosa (galaktosil-mannosa). maltosa

(galaktosil-maltosa), sukrosa (galaktosil-sukrosa) dan trehalosa (galaktosil-
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trehalosa)  pada Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casel, Lactobactllus
lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus dan Streptococcus
termophillus. Media yang sudah mengandung hetero-GalOS dan mokulum
sclanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C sclama 24 jam. Pengambilan sampel
dilakukan pada jam ke — 3 dan 24.

Hasil penelitian disajikan dalam bentuk tabel dan kurva kemudian

dianalisa secara deskriptif.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Pemeliharaan Bakteri

Biakan murni dari bakteri yang digunakan dalam penelitian ini tersedia
dalam bentuk kering (lvophilized culture) di dalam tabung kaca steril. Pada
tabung tersebut harus dibuat lubang kecil atau dipatahkan sehingga memudahkan
I ml MRS-Broth steril masuk ke dalamnya. Sebanyak 0,5 ml kultur murni
tersebut dipindahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi S ml MRS-Broth untuk
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Selanjutnya sebanyak satu ose kultur
murni dari MRS-Broth ditanamkan pada MRS-agar tegak dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 48 jam untuk dijadikan kultur stok (Stock culture).
3.4.2 Persiapan Inokulum

Inokulum disiapkan dengan cara mengambil kultur bakteri pada agar tegak
dengan menggunakan jarum ose, dan selanjutnya dipindahkan ke dalam tabung
reakst yang berisi S ml MRS-Broth.
3.4.3 Fermentasi Bakteri Asam Laktat

Penelitian dilakukan dalam dua tahap yaitu penelitian pendahuluan dan
penelitian utama. Penelitian pendahuluan ditujukan untuk menentukan pengaruh
penambahan seyawa ga]aktooligosakarida dengan substrat galaktosa (homo-
GalOS) terhadap pola pertumbuhan bakteri asam lakiat. Diharapkan dalam
penelitian utama akan didapatkan pola pcrtumb.uhan yang sama dengan hasil
penelitian pendahuluan.

Pada penelitian pendahuluan, pengujian pertumbuhan bakteri asam laktat

menggunakan homo-galaktooligosakarida (homo-GalOS), konsentrasi homo-
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GalOS standar pembuatan yang digunakan adalah 0%, 20%. 30%. 40% dan 50%
(w/v) dan bakteri asam laktat yang digunakan adalah Lactobacillus bulgaricus,
Media vyang sudah mengandung homo-GalOS dan diinokulasi dengan
Lactobacillus  bulgaricus  sclanjutnya diinkubasi 24 jam pada suhu 37°C.
Pengambilan sampel dilakukan pada jam ke - 2,4, 6. 9. 18 dan 24. -

Pada penelitian utama, pengujian pertumbuhan bakteri asam laktat dengan
menggunakan hetero-galaktooligosakarida (hetero-GalOS) konsentrasi 40% (w/v),
kombinasi gula donor galaktosa dan gula aseptor glukosa (galaktosil-glukosa),
mannosa (galaktosil-mannosa), maltosa (galaktosil-maltosa), sukrosa (galaktosil-
sukrosa) dan trehalosa (galaktosil-trehalosa) pada Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus dan Streptococcus termophillus. Media yang sudah mengandung
hetero-GalOS dan inokulum selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Pengambilan sampel dilakukan pada jam ke — 3 dan 24.

A. Penelitian Pendahuluan

Penyiapan Media
(MRS-Broth 1500 ul)

v

Penambahan Homo-GalOS 45 ul
(0%, 20%, 30%, 40% dan 50% (w/v))

v

Inokulast dengan 75 ul inokulum

v

Inkubasi
(37°C, 24 jam)

v

ambilan Sampel
,9, 18 dan 24 jam

v

Analisa Samnd!

Pen

deng
2.4,6

Gambar 6. Diagram Alir Pengujian Homo-Galaktooligosakarida (Homo-GalOS)

Pada Pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus
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B. Penelitian Utama

(MRS-Broth 1500 ul)

v

Penambahan Hetero-GalOS (40% (w/v)) sebanyak 50 pl

‘ Penyiapan Media r

Galaktosil-laktosa
Galaktosil-glukosa

Galaktosil-mannosa

Galaktosil-maltosa
Galaktosil-trehalosa

Galaktosil-sukrosa

\ 4
Inokulasi dengan 100ul inokulum

'

Inkubasi
(37°C, 24 jam)

'

Pengambilan Sampel
3 dan 24 jam

'

Analisa Sampel

Gambar 7. Diagram Alir Pengujian Hetero-Galaktooligosakarida (Hetero-GalOS)

Pada Pertumbuhan Lactobacillus sp. dan Streptococcus sp.

3.5 Pengamatan
Pengamatan yang dilakukan terhadap sampel meliputi pertumbuhan

mikroba, perubahan pH dan total mikroba.
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3.6 Prosedur Analisa
1. Pertumbuhan Mikroba

Analisa pertumbuhan mikroba dilakukan dengan mengamati pertambahan
konsentrasi biomassa melalui kekeruhan sampel. Untuk menentukan tingkai
pertumbuhan mikroba dilakukan dengan melihat besar absorbansinya pada
panjang gelombang 620 nm (Kaplan dan Hutkins, 2000),
2. pH

Analisa pH dilakukan dengan menggunakan alat pH meter, adapun
langkah-langkah yang dilakukan sebagai berikut :

Kalibrasi pH meter dengan menggunakan buffer pH 7

a.
b. Menuangkan sampel dari dalam tabung eppendorff ke dalan tabung film

)

Mengukur pH sampel
3. Total mikroba

Penghitungan total mikroba dilakukan dengan menggunakan metode
kerapatan optik dengan alat bantu spektrofotometer. Dasar tekniknya adalah
banyaknya cahaya yang diabsorbsi (OD = Optical Density) sebanding dengan
kerapatan (banyaknya) sel bakteri dalam suspensi biakan.

Nilai OD tidak langsung menunjukkan jumlah mikroba, tapi menunjukkan
jumlah cahaya yang disebarkan oleh populasi sel tersebut. Untuk menentukan
jumlah sel mikroba, maka nilai OD harus disetarakan terlebih dahulu dengan
Jumlah mikroba (CFU — Colony Forming Units / ml) dengan menggunakan
Haemacytometer. Untuk itu perlu dilakukan berbagai pengenceran sampel yang
digunakan dalam OD. Setelah diperoleh nilai OD dari berbagai pengenceran
tadi, selanjutnya dibuat suatu kurva kalibrasi (standar) dengan sumbu X sebagai
Jumlah sel hidup dan sumbu Y sebagai nilai OD — nya. Dari kurva standar tersebut
dapat digunakan untuk menentukan jumlah sel hidup suatu suspensi biakan
(Anonim, 2001), .

4. Menghitung Angka Pertumbuhan Spesifik ( 1)
Angka pertumbuhan spesifik dihitung dengan menggunakan rumus
= 1Inx, — Inx

At
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d
Lh

dimana :
x| total mikroba pada jam ke - 0
X> total mikroba pada jam ke — 2
At selisth waktu (t; - t))

S. Menghitung Waktu Generasi ( t4)

Waktu generasi dihitung dengan menggunakan rumus -

b= In 2
L
dimana :
td = waktu generasi

In2 = In(2X;In(X;)= 0.693

u = kecepatan pertumbuhan spesifik
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penelitian Pendahuluan (Pengujian Homo-Galaktooligosakarida)

Dalam penelitian ini dilakukan pengujian senyawa galakto-oligosakarida
dengan substrat galaktosa-galaktosa (homo-GalOS) pada bakteri asam laktat.
Pengujian dilakukan dengan menambahkan homo-GalOS dengan konsentrasi
20%, 30%, 40% dan 50% (w/v) ke dalam media MRS cair (MRS Broth). Sebagai
pembanding juga dilakukan pengujian pertumbuhan bakteri asam laktat pada
media MRS Broth murni (tanpa penambahan homo-GalOS). Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui  pengaruh  penambahan senyawa  galakto-
oligosakarida tanpa kombinasi substrat terhadap pola pertumbuhan bakteri asam
laktat. Bakteri asam laktat yang digunakan dalam penelitian pendahuluan ini
adalah Lactobacillus bulgaricus. Lactobacillus bulgaricus merupakan bakteri
asam laktat yang banyak digunakan dalam produk susu dan hasil olahannya
termasuk produk probiotik seperti yoghurt. Hasil penelitian pendahuluan ini dapat
dilihat pada Tabel 8.

Hasil pada Tabel 8 tersebut mengindikasikan bahwa homo-GalOS yang
ditambahkan umumnya dapat difermentasi oleh Lactobacillus bulgaricus, baik
konsentrasi 20%, 30%, 40% maupun 50%. Hal ini dtunjukkan dengan adanya
pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus selama waktu inkubasi 24 jam. Pada media
yang tidak ditambahkan homo-GalOS juga menunjukkan adanva pertumbuhan
selama waktu inkubasi. Selama waktu inkubasi tersebut Lacrobacillus bulgaricus
meningkat jumlah biomassanya sehingga terjadi peningkatan total mikroba dan
peningkatan produk metabolit berupa asam laktat. Peningkatan total mikroba ini
terlihat dari meningkatnya nilai absorbansi sampel pada panjang gelombang
tertentu. Sedang peningkatan produksi asam. laktat terbukti- dengan terjadinva
penurunan pH media.

Kondisi pH media selama inkubasi ccndérung menunjukkan penurunan,
baik pada media MRS Broth maupun pada media campuran MRS Broth dengan
senyawa homo-GalOS (Gambar 8). Namun penurunan pH pada media vang

ditambahkan homo-GalOS lebih signifikan.
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Tabel 8 . Data Pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus pada Media Homo-GalOS

Konsentrasi

Total Mikroba

Homo-GalOS Jam ke - Pertumbuhan pH (CFU/ml)
0% GaPi ) T 6.31 162 x10°
4 e 6.26 398 x 10°

6 -+ 6.05 493 x 10°

9 -+ 6,06 6,27 x 10"

18 o+ 5.98 5,81 x 10°

24 o+ 5,92 9.22 x:107

20% 2 ot 6,34 1.74 x 10%
4 rew 6,24 4,02 x 10"

6 -+ 6.05 4,50 x 10"

9 TN 597 5,84 x 10°

18 A 5.63 7.96 x10®

. 24 -+ 5,69 7,60 x 10°
30% 2 +++ 6,32 1,68 x 10°
4 g 6.22 3,93 x 10"

6 -+ 6.04 448 x 10°

9 -+ 5.97 5,88 x 10"

18 Fobags 5.82 6,06 x 10"

24 e 5,70 6,90 x 10"

40% 2 T 32 1.84 x 10
4 -+ 6.21 3.95x 10"

6 it 6.01 433 x 10°

9 -+ 5,93 5.67x 10"

18 -+ 5.61 77 10"

24 4+ 567 6,33 x 10"

50% 2 Ay 6.29 1.71 x 10°
4 e 6.18 426 x 10"

6 A+ 6.03 4.04 x 10°

9 -+ 6.01 5,11 x10*

18 4+ 5.78 6,81 x 10°
24 A+ 5.70 5,02 x 10°

Keterangan : jumlah mikroba awal setara dengan 1,00 x 10" CFU/ml.

Terjadinya penurunan pH sclama masa inkubasi ini disebabkan adanya

produksi asam laktat oleh Lactobacillus bulgaricus selama pertumbuhan. Substrat

Homo-GalOS yang merupakan oligomer dari galaktosa akan dihidrolisa olch f3-
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galaktosidase menjadi gula vang lebih sederhana vaitu galaktosa. Galaktosa ini
akan dimetabolisme oleh Lactobacillus melalui jalur tagatose-6-fosfat atau jalur
Leloir yang akan menghasilkan asam piruvat sedang glukosa akan dimetabolisme
melalui jalur glikolisis yang juga menghasilkan asam piruvat. Asam piruvat yang
dihasilkan ini selanjutnya direduksi menjadi asam laktat (Axelsson, 1998).
Dengan penambahan homo-GalOS, substrat yang akan dimetabolisme jumlahnya
akan bertambah dan dapat meningkatkan produksi asam laktat sehingga

penurunan pH selama waktu inkubasi lebih signifikan.

6.90
6.70
6.50
6.30

6.10

Keasaman media (pH)

5.90 -

0 2 4 6 S WO 04 160018 20 228 24

Waktu inkubasi (jam)

® 0% m20% A 30% X 40% X 50%

Gambar 8. Kurva Perubahan pH Lactobacillus bulgaricus pada Media MRS

Broth dengan Penambahan Homo-GalOS pada Suhu Inkubasi 37" C.

Bakteri Lactobacillus merupakan bakteri yang tahan asam (asidofil), dapat
tumbuh baik pada pH yang rendah yaitu 3,0 — 6.0 (Buckle, 1997). Kondisi media
yang asam sangat cocok bagi pertumbuhan ‘:’,acmbacﬂf’u.\' sehingga akan
meningkatkan pertumbuhannya. Hal ini sesuai dengan pernyataan Nuraida (1996)
dan Salminen (1998). bahwa produksi asam yang menyebabkan penurunan pH

fekal merupakan sifat yang diinginkan sebagai hasil metabolisme substrat yang
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digunakan. Menurut Hidaka er af. (1984) dan Fuller (1997). produksi asam lemak
rantal pendek dapat menurunkan pH menuju pH asam dan pada waktu yang sama
jumlah total mikroba akan bertambah.

Pola pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus pada media MRS Broth murni
dan pada media yang ditambah Homo-GalOS selama waktu inkubasi dapat dilihat
pada Gambar 9. Dari gambar tersebut tampak bahwa pada media MRS Broth
vang ditambahkan homo-GalOS menunjukkan peningkatan pertumbuhan
Lactobacillus  bulgaricus vang lebih baik tanpa penambahan homo-GalOS.
Peningkatan jumlah total mikroba yang lebih tinggi diperoleh pada media dengan
penambahan homo-GalOS terutama pada konsentrasi 40%.

Dari Gambar 9 juga menunjukkan pola pertumbuhan Lactobacillus
bulgaricus selama 24 jam inkubasi yang meliputi fase adaptasi (lag phase), fase
eksponesial (log phase), dan fase diam (stationery phase). Penambahan inokulum
dalam volume dan konsentrasi mikroba yang cukup tinggi akan mampu
mempersingkat fase adaptasi. Pada penelitian ini, inokulum yang digunakan
cukup sehat sehingga kultur mikroba langsung tumbuh dengan cepat pada media

pertumbuhan vang sama.

1 00E+09 |

1. 00E+08 |

Total Mikroba (CF1U/ml)

| OOE+07 = - . - + - | - - ¢ i
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 @22 24
Waktu Inkubasi (jam)
X 0% ®20% m30% T A40% X 50%

Gambar 9. Kurva Pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus pada Media MRS Broth

dengan Penambahan Homo-GalOS pada Suhu Inkubasi 37" C.
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Dengan penambahan homo-GalOS peningkatan total mikroba lebih tinggi
dibanding tanpa penambahan homo-GalOS. Dengan adanya penambahan homo-
GalOS vang mengandung disakarida dan trisakarida dengan substrat galaktosa
dalam media, Lactobacillus dapat menggunakan media ini dengan masa adaptasi
yang sangat singkat sehingga akan memperpendek fase lag (Nuraida, 1996). Pada
fase log terjadi pertumbuhan mikroba secara logaritmik/eksponensial dengan
kecepatan pertumbuhan spesifik (1) yang tetap dan komposisi kimiawi media
biakan berubah akibat sintesis produk dan penggunaan substrat yang ditandai
dengan bertambahnya kekeruhan media (Djumali dan Suryani, 1994).

Selama fase eksponensial laju pertumbuhan semakin meningkat
berbanding dengan jumlah biomassa. Pada fase ini dapat ditentukan kecepatan
pertumbuhan spesifik suatu mikroba (Suwasono er al.. 2002). Kecepatan
pertumbuhan spesifik (p1) dan waktu generasi (td) Lactobacillus bulgaricus dapat
dilihat pada Tabel 9.

Tabel 9. Kecepatan Pertumbuhan Spesifik Lactobacillus bulgaricus pada Media
Homo-GalOS

Bogsentrasi (CFU/ml)  (CFU/ml) (jam) (jam")  (menit)

Homo-GalOS

0% 1.00x10’ 1.62x10" 2 1,392 29,88
20% 1,00x10’ 1,74x10" 2 1.429 29,10
30% 1.00x10’ 1,68x10" 2 1,410 29,49
40% 1.00x10’ 1.84x10" 2 1,457 28.54
50% 1.00x10’ 1,71x10" 2 1,420 2928

Penambahan homo-GalOS dengan konsentrasi 20%, 30%. 40% dan 50%
(w/v) ke dalam media biakan Lactobacillus bulgaricus dapat meningkatkan
kecepatan pertumbuhan spesifik selama fase logaritmik. Penambahan homo-
galOS akan mampu meningkatkan kecepatan pertumbuhan spesifik, dimana
konsentrasi 40% (w/v) memberikan kecepatan pertumbuhan vang paling tinggi
vakni 1.457 jam™', dengan waktu generasi (penggandaan) 28,54 menit dan total

bakteri setelah dua jam sebesar 1.84 x 10" CFU/ml atau terjadi peningkatan
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mendekati dua /og cvele. Ini berarti selama fase eksponensial Lactobacillus
bulgaricus dapat menggunakan secara optimal homo-GalOS konsentrasi 40%
(W/v) untuk pertumbuhannya. Pada konsentrasi vang sama pula. waktu
penggandaan sel lebih cepat dibanding lainnya.

Penambahan Homo-GalOS dalam substrat galaktosa dapat meningkatkan
pertumbuhan Lactobacilllus bulgaricus yang dengan meningkatnya total mikroba
dan disertai penurunan pH selama waktu inkubasi 24 jam. Peningkatan
pertumbuhahan mikroba dapat optimal jika mikroba dapat menggunakan secara
optimal Homo-GalOS yang ditambahkan. Konsentrasi Homo-GalOS yang terlalu
tinggi mengakibatkan kejenuhan substrat yang dapat menyebabkan terganggunya
aktivitas dan metabolisme karena mikroba tidak dapat menggunakannya secara
optimal sehingga kurang dapat meningkatkan pertumbuhan mikroba.

Dari hasil penelitian pendahuluan diperoleh suatu pola pertumbuhan yang
dikehendaki dengan adanya penambahan substrat homo-GalOS pada media
pertumbuhan bakteri asam laktat. Pola pertumbuhan yang dimaksud adalah
terjadinya peningkatan pertumbuhan bakteri asam laktat yang diindikasikan oleh
terjadinya penurunan pH dan peningkatan jumlah total mikroba pada waktu vang
sama selama masa inkubasi. Peningkatan total mikroba ini terutama terjadi pada
fase stationer yakni sekitar jam ke-3 sampai jam ke-24. Pola ini sclanjutnya
dapat digunakan scbagai dasar bagi pengujian hetero-GalOS pada bakteri asam

laktat.

4.2 Penelitian Utama (Pengujian Hetero-Galaktooligosakarida)

Penambahan substrat dengan kombinasi galaktosa dan oligosakarida
lainnya  (Hetero-GalOS) juga ditujukan sebagai tambahan substrat bagi
metabolisme  bakteri asam laktat, baik pada Lactobacillus sp. maupun
Streptococcus sp. Menurut Salminen (1998), kombinasi substrat dapat diterapkan
untuk meningkatkan pertumbuhan Lactobacili dan Bifidobacteria.

Dalam pengujian hetero-GalOS ini digunakan substrat campuran donor
dan aseptor. Sebagai substrat donor digunakan galaktosa sedang aseptor

digunakan beberapa jenis gula yang digunakan dalam kchidupan sehari-hari.
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baik monosakarida seperti glukosa, manosa dan laktosa maupun disakarida seperti
maltosa, sukrosa dan trehalosa. Glukosa, laktosa. dan sukrosa merupakan jenis
gula yang umum dan sudah dikenal dalam kehidupan sehari-hari. Sedangkan
mannosa merupakan komponen utama manno-oligosakarida yang merupakan
coayawa antiinfekst (antiinfective agent) (Ofek dan Sharon, 1990). Malto-
oligosakarida merupakan pemanis berskala rendah yang banyak digunakan pada
makanan diet. Trehalosa merupakan pemanis tingkat rendah sekaligus sebagai
senyawa pengawet makanan (food preservative agent) (Portmann dan Birch,

1995; Crowe ef al., 1996).

A. Pengujian Hetero-GalOS pada Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus bulgaricus merupakan probiotik yang banyak digunakan
dalam produk olahan susu terutama yoghurt dan sebagai pembangkit asam untuk
koagulasi kasein pada keju Jerman (Schlegel, 1994). Hasil pengujian hetero-
GalOS pada Lactobacillus bulgaricus dapat dilihat pada Tabel 10.

Tabel 10. Data Pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus pada Substrat Hetero-

GalOS
Pertumbuhan pH } u(?,L,?;:ﬁba
Jenis GalOS : — Alog
3jam 24 jam 3 jam 24 jam 3 jam 24 jam
Galaktosil - Laktosa 1 + 5389 590 "R 18 %40 792 x 10° -
Galaktosil - Glukosa | 555 495 1,02x10°2,12x10° 0318
Galaktosil - Manosa n + L5458 $30 1 8x10” 1. R0 -
Galaktosil - Maltosa - - 552 566 1,55x107 2.17x 107 0.146
Galaktosil - Sukrosa | ++ 547 540 129x10° 2.47x10° 0282
Galaktosil - Trehalosa % 538 556 L15x10°221%10° 0284

Pada Tabel 10, semua jenis hetero-GalOS dapat difermentasi oleh
Lactobacillus bulgaricus dan menunjukkan pola pertumbuhan yang dikehendaki
vakni penurunan pH vang disertai peningkatan total mikroba pada waktu vang
sama. Hetero-GalOS  dengan kombinasi galaktosil-glukosa menunjukkan

peningkatan pertumbuhan yang paling baik selama masa inkubasi, dimana terjadi
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peningkatan total mikroba paling signifikan dari 1,02 x 10” CFU/ml menjadi 2.12
x 10" CFU/ml dan penurunan pH vang paling signifikan dari 5,55 menjadi 4.95.
Pada penambahan hetero-GalOS dengan aseptor laktosa dan mannosa pada
Jam ke-24 menunjukkan penurunan jumlah total mikroba. Hal ini mungkin
disebabl:zn- selama masa kurun waktu jam ke-3 sampai jam ke-24 terbentuk
senyawa antimikroba (bakteriosin atau nisin) vang dapat menyebabkan kematian
bagi spesies ini. Selain itu, kombinasi substrat tersebut tidak dapat difermentasi
secara optimal oleh Lactobacillus bulgaricus, terlihat dengan penambahan jumlah

total mikroba yang relatif lebih lambat atau kecil.

B. Pengujian Hetero-GalOS pada Lactobacillus casei

Lactobacillus casei merupakan probiotik vang juga banyak digunakan
pada produk susu dan hasil olahannya. Hasil pengujian hetero-GalOS pada
Lactobacillus casei dapat dilihat pada Tabel 11.

Tabel 11. Data pertumbuhan Lactobacillus casei pada Substrat Hetero-GalOS

Total mikroba
Pertumbuhan pH (CFU/ml)

Jenis GalOS A log
Jjam 24 jam 3 jam 24 jam 3 jam 24 jam

Galaktosil - Laktosa + H+ 547 467 7,64x 107 2,01 x 10® 0,420
Galaktosil - Glukosa + H+ 549 433 599x 107241 x 108 0,604

Galaktosil - Manosa f b 530 431 138x 108 2.69 x 10 0.289
Galaktosil - Maltosa + St 532 462 1,77x10°297x 10° 0225
Galaktosil - Sukrosa - 4 537 483 1.44x10" 2.69 x 10° 0271
Galaktosil - Trehalosa  + ++ 524 467 1,52x10°2,51x10° 0,218

Lactobacillus casei juga menunjukkan respon yang positif dengan adanya
penambahan hetero-GalOS. Hal ini ditunjukkan oleh kemampuan spesies ini
untuk memfermentasi semua jenis hetero-GalOS dengan kemiripan indikasi yaitu
terjadinya penurunan pH dan peningkatan total mikroba pada waktu yang sama.

Kombinasi galaktosil-glukosa merupakan substrat yang paling optimal

difermentasi oleh Lactobacillus caser, dimana terjadi penurunan pH yang paling
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signifikan yakni dari 5.49 menjadi 4.33 vang disertai peningkatan total mikroba

paling tinggi dari 5.99 10" CFU/ml menjadi 2,41 x 10® CFU/ml.

C. Pengujian Hetero-GalOS pada Lactobacillus lactis

Hasil pengitan hetero-GalOS pada Lactobacillus lactis dapat dilihat pada
Tabel 12. Semua kombinasi hetero-GalOS pada umumnya dapat meningkatkan
Jumlah total mikroba Lactobacillus lactis selama masa inkubasi. Peningkatan total
mikroba tersebut juga disertai dengan penurunan pH dari jam ke-3 ke jam ke-24.
kecuali pada kombinasi galaktosa-maltosa dan galaktosil-trehalosa, pH pada jam
ke-24  justru meningkat. Hal ini mungkin dapat disebabkan adanya produk
metabolisme selain asam laktat yang tidak mengakibatkan penurunan pH atau
substrat jenis ini hanya dapat digunakan untuk meningkatkan pertumbuhannya
saja.

Tabel 12. Data pertumbuhan Lactobacillus lactis pada Substrat Hetero-GalOS

Total mikroba

Pertumbuhan pH (CFU/ml)
Jenis GalOS : A log
3jam 24 jam 3 jam 24 jam 3 jam 24 jam
Galaktosil-Laktosa t + 5,87 556 320x 10 4,06 x 107 0,103
(Galaktoci-Glukosa - ++++ 558 479 1.16x 107 4.46 x 10’ 0.584
Galaktosil-Manosa +  ++ 545 502 1,80x107 3,77x 107 0,321
Galaktosil-Maltosa B + 542 558 247x107 4,04x 107 0214
Galaktosil-Sukrosa ok 549 5328 296 % 107 547 x 107 0,384
Galaktosil -Trehalosa i ik 535 554 226% 107 3.99 x 10’ 0,247

Peningkatan pertumbuhan Lactobacillus lactis paling baik ditunjukkan
oleh adanya penambahan hetero-GalOS dengan kombinasi galaktosil-glukosa.
Dengan adanya penambahan substrat galaktosil-glukosa terjadi peningkatan
jumlah total mikroba yang paling tinggi dibanding kombinasi substrat vang lain
vakni dari 1,16 x 10" CFU/m| menjadi 4,46 x 10" CFU/ml dan penurunan pH

paling signifikan dari 5,58 menjadi 4.79.
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D. Pengujian Hetero-GalOS pada Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum merupakan probiotik yang banyak digunakan
pada produk fermentasi sayur seperti sauerkraut (Buckle, 1997). Hasil pengujian
hetero-GalOS pada Lactobacillus plantarum dapat dilihat pada Tabel 13.

Semua  jenis  heterc 5alOS  dapat  meningkatkan  pertumbuhan
Lactobacillus plantarum dari jam ke-3 sampai jam ke-24, kecuali kombinasi
galaktosil-mannosa pada jam ke-24 tidak menunjukkan peningkatan pertumbuhan.
Pada hetero-GalOS dengan aseptor mannosa walau terjadi pefiurunan pH namun
tidak disertai peningkatan total mikroba pada jam ke-24. Hal ini mungkin
disebabkan adanya produksi metabolit sekunder yang bersifat antimikroba bagi
spesies ini selama kurun waktu dari jam ke-3 ke jam ke-24.

Tabel 13. Data pertumbuhan Lactobacillus plantarum pada Substrat Hetero-

GalOS
Pertumbuhan pH To(télF':Ll_‘::;ba
Jenis GalOS —— E Alog

3 jam 24 jam 3 jam 24 jam 3 jam 24 jam
Galaktosil-Laktosa + HEEE 5617 4,97 223%x10° 1,17x 10° 0719
Galaktosil-Glukosa - e+ 559 429 396x107 1,12x10% 0452
Galaktosil-Manosa l & 546 SO1 BR7Tx10" 681 x 10"/ -
Galaktosil-Maltosa : + 542 498 931x10" 1,16 x10* 0.095
Galaktosil-Sukrosa + ++ 548 484 521x107 1,22 x10% 0369

+

Galaktosil-Trehalosa t+ 541 509 630x 10" 1,01 x10° 0,205

Peningkatan pertumbuhan paling baik terjadi pada penambahan hetero-
GalOS dengan kombinasi galaktosil-laktosa dengan peningkatan total mikroba
paling tinggi dari 2,23 x 10’ CFU/ml menjadi 1,17 x 10" CFU/m! atau terjadi
peningkatan pertumbuhan pada jam ke-24 menjadi lima kali pertumbuhan pada

Jam ke-3 dengan penurunan pH dari 5,61 menjadi 4,97.
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E. Pengujian Hetero-GalOS pada Lactobacilius rhamnosus
Hasil pengujian hetero-GalOS pada Lactobacillus rhamnosus dapat dilihat
pada Tabel 14.

‘Tabel 14. Data pertumbuhan Lacrobacillus rhamnosus

Total mikroba
(CFU/ml)

Jenis GalOS = A log
3 jam 24 jam 3 jam 24 jam 3 jam 24 jam '

Pertumbuhan pH

Galaktosil - Laktosa  + ++ 576 533 6,14x 10" 1,36 x 10° 0,345
Galaktosil - Glukosa ~ +  ++++ 558 446 472x10" 1,68x 10° 0,551
Galaktosil - Manosa ~ + S48 467 161 Xl 1 57%10° -
Galaktosil - Maltosa ~ + + 560 547 161x10° 1,03x10% -

Galaktosil - Sukrosa + ++ 550 519 1,03x10* 1,69 x 10° 0215
Galaktosil - Trehalosa  + F 539 S4TVLITN0™ (I8N0 -

Pada Tabel 14, menunjukkan jenis hetero-GalOS yang dapat difermentasi
secara optimal oleh Lactobacillus rhamnosus adalah kombinasi galaktosil-laktosa,
galaktosil-glukosa dan galaktosil-sukrosa. Pada penambahan ketiga jenis hetero-
GalOS tersebut Lacrobacillus rhamnosus menunjukkan pola pertumbuhan yang
dikehendaki yakni peningkatan total mikroba yang juga disertai dengan penurunan
pH selama masa inkubasi. Peningkatan pertumbuhan paling baik ditunjukkan oleh
kombinasi galaktosil-glukosa, dimana terjadi peningkatan total mikroba paling
signifikan dari 4,72 x 10’ CFU/m] menjadi 1,68 x 10° CFU/m! dan penurunan pH
vang paling signifikan dari 5,58 menjadi 4.46.

Sedang kombinasi galaktosil-mannosa, galaktosil-maltosa dan galaktosil
trehalosa pada jam ke-24 menunjukkan penurunan jumlah total mikroba. Hal ini
dapat dimungkinkan terbentuknya metabolit sekunder vang dapat bersifat
antimikroba bagi spesies ini atau terbatasnya kemampuan spesies dalam
memanfaatkan ~ kotiga  jenis  substrat tersebut  untuk  meningkatkan

pertumbuhannya.
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. Pengujian Hetero-GalOS pada Streptococcus thermophillus

Streptococeus  thermophillus merupakan probiotik yang juga banyak
terdapat pada produk susu dan hasil olahannva. Probiotik ini terutama terdapat
pada produk yoghurt bersama Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei atau
Lactobacillus acidophillus. Pada produk yoghi=t~ Streprococcus tiiermophilius
berfungsi untuk memfermentasi laktosa menjadi asam laktat yang dapat
menciptakan kondisi yang menguntungkan bagi Lactobacillus sp. yang mulai
berkembang bila pH telah menurun sampai kira-kira 4,5 (Buckle, 1997). Hasil
pengujian prebiotik hetero-GalOS pada Streprococcus thermophillus dapat dilihat
pada Tabel 15.

Dari Tabel 15 menunjukkan bahwa hampir semua jenis hetero-GalOS
dapat difermentasi dengan baik oleh Streptococcus thermophillus yang ditandai
dengan meningkatnya total mikroba selama masa inkubasi dan disertai dengan
penurunan pH dari jam ke-3 ke jam ke-24, kecuali pada hetero-GalOS dengan
aseptor trehalosa pada jam ke-24 tidak terjadi penurunan pH.

Tabel 15. Data pertumbuhan Streprococcus thermophillus pada Substrat Hetero-
GalOS

Total mikroba
Pertumbuhan pH (CFU/ml)

Jenis GalOS T — Alog
3 jam 24 jam 3 jam 24 jam 3 jam 24 jam

Galaktosil - Laktosa £ 4+t 562 544 349x%107 1,06 x 10° 0482
Galaktosil - Glukosa 558 479 254x1079.86x 107 0,589
Galaktosil - Manosa ~ + + 546 527 399x10" 7,37x 10" 0266
593 589 641x10" 882x107 0.139
I 535 453x10" 1,14 x 10* 0401
39 546 475x 10" 1,48 x 10° 0,494

4
4

{

Galaktosil - Maltosa

o
'

Ln

Lh

Galaktosi! - Sukrosa

1

T

h
(%]

Galaktosil - Trehalosa

Peningkatan pertumbuhan paling baik terjadi pada penambahan hetero-
GalOS dengan kombinasi substrat galaktosil-glukosa, dimana terjadi penurunan
pH vang paling signifikan dari 5,58 menjadi 4,79 dan peningkatan jumlah total

mikroba paling signifikan dari 2,54 x 10" CFU/ml menjadi 9,86 x 10’ CFU/ml.
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Dart Tabel 10 - 15 terlihat bahwa penambahan berbagai jenis hetero-
GalOS pada media MRS-Broth dapat meningkatkan pertumbuhan bakteri asam
laktat. yang ditandai dengan terjadinva penurunan pH dan peningkatan total
mikroba pada waktu yang sama selama masa inkubasi. Hal ini merupakan pola
pertumbuhan yang dikehendaki dari suatu prebiotik sebagai perceu pertumbuhan
probiotik.

Terjadinya penurunan pH selama waktu inkubasi 24 jam ini disebabkan
adanya metabolisme dari substrat yang telah dihidrolisa. Substrat hetero-GalOS
dihidrolisa oleh [-galaktosidase menjadi gula-gula yang lebih sederhana
(monosakarida) yang mengandung galaktosa. Galaktosa yang dihasilkan ini
kemudian dimetabolisme lebih lanjut untuk menghasilkan asam laktat. Dengan
penambahan hetero-GalOS, subtrat yang akan dimetabolisme jumlahnya akan
bertambah dan dapat meningkatkan asam laktat yang dihasilkan sehingga
penurunan pH selama waktu inkubasi lebih signifikan. Pada waktu yang sama
Jjuga terjadi peningkatan total mikroba.

Hetero-GalOS merupakan substrat yang mengandung disakarida dan
trisakarida yang mengandung galaktosa. Bakteri asam laktat baik Lactobacillus
sp. maupun  Streptococcus sp. dapat menggunakan substrat ini tanpa adaptasi
terlebih dahulu sehingga akan memperpendek fase lag (Nuraida, 1996). Schingga
penambahan hetero-GalOS pada media pertumbuhan bakteri asam laktat dapat
meningkatkan pertumbuhan bakteri tersebut. Dengan demikian heero-GalOS
dapat menjalankan fungsinya sebagai pemacu pertumbuhan (growrh promotor),

Untuk mengetahui spesies bakteri asam laktat baik Lactobacillus sp.
maupun Streplococcus sp. yang pertumbuhannya dapat meningkat secara optimal
dengan adanya penambahan beberapa jenis hetero-GalOS pada media
pertumbuhannya dapat dilihat pada Tabel 16.

Pada Tabel 16, menunjukkan bahwa substrat galaktosil-laktosa dapat
difermentasi secara optimal oleh Laciobacillus plantarum, dimana terjadi
peningkatan total mikroba yang palinyg signifikan dibanding bakteri asam laktat
lainnya yakni dari 2,23 x 10" CFU/ml menjadi 1,17 x 10° CFU/ml atau terjadi

peningkatan jumlah total mikroba pada jam ke-24 menjadi lima kali dari jumlah
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Tabel 16. Data Pertumbuhan Lacrobacillus sp. dan Streptococcus sp.

Jéiiis GalOS - P'crtumbuh'fm _ pH : 'l_'otal N_Iikrol?a A log
djam 24 jam 3 jam 24 jam 3 jam 24 jam

Galaktosil - Laktosa
L. bulgaricus i + 5,59 559 Ri1Sxi0 79 xi0®
L. casei + 547 467 7.64x 107 2,01 x10* 0,420
L.lactis s - 587 556 320x10" 406x10° 0,103
L. plantarum + +++++ 561 497 223x 10" 1,17x10® 0,719
L. rhamnosus = S 5,76 533 6,14x10" 1.36x10° 0345
S. thermophilus - t+ 562 544 349x10" 1,06 x10° 0,482
Galaktosil — Glukosa ‘
L. bulgaricus - I 5,55 495 1,02x107 2,12x10° 0317
L. casei - 549 433 599x 107 2.41x10° 0.604
L.lactis I ++++ 558 479 1.16x10" 446x 10" 0,584
L. plantarum t g s 559 429 396x 10’ 1,12 x 10* 0.452
L. rhamnosus - ++++ 558 446 472x10" 1,68x10° 0,551
S. thermophilus + 5,58 479 2.54x10" 9.86x 10" 0,589
Galaktosil - Mannosa
L. bulgaricus - - 545 532 1,80x10° 1,72x10° -
L. casei - 11 530 431 138x 10" 2,69x 10" 0,289
L lactis + ++ 545 5,02 1.80x10" 3,77x10" 0,321
L. plantarum s + 546 501 687x10" 6,81x10 -
L. rhamnosus f f 544 467 1.61x10* 1.57x10° -
S. thermophilus + -+ 546 527 399x10° 7.37x10" 0,266
Galaktosil — Maltosa
L. bulgaricus + + 552 566 155x10° 2,17x10° 0,146
L. casei - R 532 4,62 177x10* 2,97x10* 0,225
L lactis + e 542 558 247x10" 404x10" 0214
L. plantarum i E 542 498 931x10" 1,16 x 10* 0.095
L. rhamnosus 4 + 560 547 1.61x10* 1,03x 10 -
S. thermophilus t | 593 589 641x10" 882x10" 0,139
Galaktosil - Sukrosa
L. bulgaricus » N 547 540 129x10° 247x10° 0282
L. casei - ot 537 483 144x10" 2,69x10* 0,271
L.lactis + ] 549 532 226x107 547x107 0,384
L. plantarum + ++ 548 484 521x107 1.22x10* 0,369
L. rhamnosus + ++ 550 519 1.03x10% 1.69x 10* 0215
S. thermophilus -+ -+ 551 535 453x10" 1,14x10* 0,401
Galaktosil - Trehalosa
L. bulgaricus ki ++ 538 556 1.15x 10" 221x 10" 0284
L. casei { X 524 467 1.52x10° 251x10° 0218
L. lactis - ++ 535 554 226x10" 399x 107 0247
L. plantarum t = 541 509 630x107 1.01x10% 0,205
L. rhamnosus i + 539 547 L1ix10® 110x10® -
S. thermophilus o bt 539 546 475x 10" 1.48x10° 0,494
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total mikroba pada jam Kke-3. Lactobaciilus casei menunjukkan peningkatan
pertumbuhan yang paling tinggi pada penambahan substrat galaktosil-glukosa dan
galaktosil-maltosa. Sedangkan galaktosil-mannosa dapat memberikan peningkatan
pertumbuhan yang paling tinggi pada Lactobacillus lactis, yakni dari 1,80 x 10’
CFU/ml menjadi 3,77 x 10" CFU/ml. Kombinasi substrat galaktosil-sukrosa dar -~
galaktosil-trehalosa dapat meningkatkan pertumbuhan Streprococcus termophillus
yang paling optimum dibanding bakteri asam laktat lainnya. Umumnya
peningkatan jumlah total mikroba akan disertai oleh penurunan pH dalam waktu
yang sama. Namun pada penambahan galaktosil-trechalosa pada media
pertumbuhan Streptococcus termophillus menunjukkan peningkatan pH pada jam
ke-24. Hal ini dapat disebabkan adanya produksi metabolit lainnya yang bukan
berupa asam laktat atau juga prebiotik jenis ini hanya dapat digunakan untuk
meningkatkan pertumbuhannya saja.

Hasil pengujian hetero-GalOS pada Lacrobacillus sp.  maupun
Streptococcus sp. menunjukkan bahwa kombinasi jenis oligosakarida yang sama
sebagai substrat belum tentu dapat memberikan pengaruh yang sama bagi semua
jenis bakteri asam laktat (Tabel 16). Hal ini discbabkan karena setiap bakteri
memiliki kemampuan yang spesifik dan selektif dalam memilih sustrat yang
diperlukan oleh proses metabolismenya. Pernyataan serupa seperti telah
dikemukakan oleh Roberfroid (1995) dan Salminen (1998) bahwa komponen
prebiotik dapat digunakan untuk memodifikasi koloni mikroflora manusia secara
selektif, yang dapat mempengaruhi Laciobacili dan Bifidobacteria dan fungsi

metabolismenya.
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Keterangan :

| Pertumbuban awal
! Terjadi peningkatan pertumbuhan menjadi dua kali

Terjadi peningkatan pertumbuhan menjadi tiga kali

- Terjadi peningkatan pertumbuhan menjadi cmpat kali

1 R . - . . . . .
« Terjadi peningkatan pertumbuhan menjadi lima kali

Terjadi peningkatan ;ﬁ:rtumbdhan menjadi enam kali
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