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RINGKASAN

Pengaruh Prebiotik Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.)
Pada Pertumbuhan Bakteri Probiotik Lactobacillus casei Secara In Vitro; Siti
Nurhalimah, 141810401029; 2018; 43 halaman; Jurusan Biologi Fakultas

Matematika dan lImu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Probiotik merupakan istilah untuk bakteri baik di dalam sistem pencernaan
yang memberikan efek menguntungkan bagi inangnya Probiotik yang paling
banyak digunakan adalah Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. delbruekii),
Bifidobacterium (B. adolescentis, B. bifidum, B. longum, B. infantis) dan
Streptococcus (S. salivarius, S. thermophilus, S. lactis). Probiotik berfungsi dalam
menjaga keseimbangan mikroba usus dengan menghambat mikroba patogen
menggunakan asam laktat yang dihasilkan dari produk fermentasinya. L. casei
merupakan salah satu spesies bakteri asam laktat yang telah banyak dimanfaatkan
sebagai probiotik. Pertumbuhan probiotik dapat dipicu oleh suplai nutrisi dari
prebiotik.

Prebiotik merupakan senyawa yang tidak dapat dihidrolisis enzim pencernaan
tetapi mampu difermentasikan selektif oleh mikroba usus untuk menstimulasi
pertumbuhan dan aktivitas bakteri yang menguntungkan inangnya. Salah satu
tanaman yang termasuk prebiotik dalah bawang putih (Allium sativum L.). Bawang
putih  mengandung senyawa inulin sebesar 9-16%. Inulin merupakan
fruktooligosakarida yang tidak dapat dihidrolisis enzim pencernaan tetapi dapat
difermentasi oleh mikroba usus halus untuk meningkatkan pertumbuhan inangnya.

Prebiotik yang diaplikasikan pada probiotik mampu meningkatkan
pertumbuhan inang karena suplai nutrisi dari prebiotik. L. casei mampu
memfermentasikan senyawa inulin yang ada dalam umbi bawang putih menjadi
asam laktat yang berfungsi menghambat bakteri patogen dalam sistem pencernaan.
Pertumbuhan L. casei dapat dilihat dari jumlah sel dan diameter koloni. Pada
penelitian ini dilakukan dengan lima konsentrasi perlakuan ekstrak etanol umbi

bawang putih sebesar 0%, 2,5%, 5%, 7,5% dan 10%. Data dianalisis menggunakan
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uji ANOVA dengan taraf signifikansi 5%, dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple
Range Test (DMRT). Berdasarkan hasil analisis statistik menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium sativum L.) mampu
meningkatkan jumlah sel bakteri L. casei tetapi tidak berpengaruh terhadap
diameter koloni. L. casei mengalami peningkatan jumlah sel lebih tinggi pada
konsentrasi ekstrak etanol umbi bawang putih 10% (b/v) yaitu 1,26 x 10° cfu/ml.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Probiotik merupakan istilah yang dipergunakan untuk bakteri baik di dalam
sistem pencernaan yang memberikan efek menguntungkan bagi inangnya (Fuller,
1989). Probiotik yang paling banyak digunakan adalah Lactobacillus (L.
acidophilus, L. casei, L. delbruekii), Bifidobacterium (B. adolescentis, B. bifidum,
B. longum, B. infantis) dan Streptococcus (S. salivarius, S. thermophilus, S. lactis)
(Gibson dan Roberfroid, 1995). Probiotik berfungsi dalam menjaga keseimbangan
mikroba usus dengan menghambat mikroba patogen menggunakan asam laktat
yang dihasilkan dari produk fermentasinya (Rautry et al., 2011).

Karakteristik yang harus dipenuhi sebagai probiotik yaitu mampu bertahan
pada kondisi asam lambung serta konsentrasi garam empedu yang tinggi di dalam
usus halus dan memberikan efek yang menguntungkan bagi tubuh. (Fuller, 1991).
L. casei merupakan salah satu spesies bakteri asam laktat yang telah banyak
dimanfaatkan sebagai probiotik (Widodo et al., 2003). Menurut Sunaryanto et al.,
(2014) L. casei terbukti dapat menghambat pertumbuhan bakteri E. coli, S. aureus
dan E. faecalis. Keunggulan dari L. casei juga mampu hidup sampai dengan
konsentrasi garam empedu 15% dan tahan terhadap media asam hingga pH 2
(Sunaryanto et al., 2014). Hal yang tidak kalah pentingnya terkait probiotik adalah
prebiotik.

Polisakarida merupakan senyawa prebiotik yang tidak dapat dihidrolisis
enzim pencernaan tetapi mampu difermentasikan selektif oleh mikroba usus guna
menstimulasi pertumbuhan dan aktivitas bakteri yang menguntungkan inangnya
(Roberfroid, 2001). Senyawa-senyawa yang termasuk kelompok prebiotik yaitu
fructooligosaccharides (FOS), transgalactooligosaccharides (TOS), lactulose,
inulin type fructans, galactooligosaccharides, soybean oligosaccharides (raffinose
and stachyose), isomaltooligosaccharides (10S), glucooligosaccharides dan
xylooligosaccharides (Gibson dan Roberfroid, 1995; Gibson dan Fuller, 2000).
Menurut Roberfroid (2007) inulin dan oligofruktosa termasuk senyawa prebiotik
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karena senyawa tersebut secara selektif dapat merangsang pertumbuhan bakteri
probiotik yang menguntungkan sistem pencernaan. Inulin ditemukan pada berbagai
jenis tanaman pangan antara lain asparagus, bawang merah, bawang putih, daun
bawang, artichoke Yerusalem, sawi putih, dan lain-lain (Kaur dan Gupta, 2002).
Hasil penelitian Kusumawati dan Zaini (2005) menunjukkan bahwa inulin
yang diekstrak dari bawang merah dengan konsentrasi 10.000 ppm dapat
meningkatkan pertumbahan bakteri L. casei. Penelitian oleh Hartono et al., (2013)
menunjukkan bahwa inulin yang diektraksi dari bawang merah (Allium cepa L.)
dengan konsentrasi 10.000 ppm mampu meningkatkan jumlah sel bakteri
Lactobacillus acidophilus menjadi 2,84x10° cfu/ml lebih tinggi dibandingkan
kontrol. Inulin pada bawang merah sebesar 1,1-7,5% (Moshfegh et al., 1999).
Tanaman lain yang mengandung prebiotik adalah bawang putih (Allium
sativum L.). Bawang putih mengandung senyawa inulin sebesar 9-16% (Moshfegh
et al., 1999). Inulin sebagai substrat (prebiotik) merupakan fruktooligosakarida
yang tidak dapat dihidrolisis enzim pencernaan tetapi dapat difermentasi oleh
bakteri usus (Roberfroid, 2007). Menurut Wiryawan et al., (2005) pemberian
tepung bawang putih sebanyak 2,5% di dalam ransum mampu meningkatkan
efisiensi pakan ayam broiler yang teinfeksi Salmonella typhimurium. Menurut
Prihandani et al., (2015) bubuk bawang putih efektif sebagai antibakteri
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, dan
Pseudomonas aeruginosa sehingga cocok untuk menjaga kualitas dan
meningkatkan keamanan pangan pada bahan makanan seperti daging ayam.
Berdasarkan latar belakang tersebut maka perlu dilakukan penelitian mengenai efek
prebiotik ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium sativum L.) terhadap

pertumbuhan bakteri probiotik L. casei secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah penelitian ini adalah bagaimana pengaruh prebiotik
ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium sativum L.) pada pertumbuhan bakteri

probiotik L. casei secara in vitro?
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1.3 Batasan Masalah
Batasan masalah penelitian ini adalah;
1.3.1 Medium yang digunakan standar dan pembanding untuk pertumbuhan
bakteri probiotik L. casei adalah GYP (Glucose Yeast Peptone).
1.3.2 Pelarut yang digunakan adalah pelarut etanol 96%.

1.4 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh prebiotik ekstrak
etanol umbi bawang putih (Allium sativum L.) pada pertumbuhan bakteri probiotik

L. casei secara in vitro.

1.5 Manfaat

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini yaitu dapat memberikan
informasi ilmiah tentang manfaat umbi bawang putih dalam meningkatkan
pertumbuhan bakteri L. casei sehingga menjadi acuan pemilihan prebitoik yang

dapat mendukung pertumbuhan L. casei untuk aplikasi produk sinbiotik.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pengertian, Fungsi dan Syarat-Syarat Probiotik

Probiotik merupakan istilah untuk bakteri baik di dalam sistem pencernaan
yang memberikan efek menguntungkan bagi inangnya (Fuller, 1989). Salah satu
manfaat klinis dari probiotik sebagai komponen makanan yang mengandung
mikroba hidup adalah sebagai pencegah diare. Beberapa probiotik yang digunakan
dalam upaya pencegahan diare terkait antibiotik meliputi Saccharomyces,
Lactobacillus, Bifidobacterium dan Streptococcus. Namun hanya Saccharomyces
boulardii, Enterococcus faecium dan Lactobacillus yang telah terbukti efektif
secara klinis dalam mencegah diare terkait antibiotik (Rolfe, 2000).

Probiotik di dalam saluran pencernaan penting untuk menjaga keseimbangan
ekosistem mikroba dalam usus. Probiotik berfungsi memperbaiki keseimbangan
mikrobiologi dalam pencernaan antara bakteri non patogen seperti Lactobacillus,
Streptococcus, dan Bifidobacterium dan bakteri patogen seperti Escheria coli,
Salmonella enteritidis dan Clostridium botulinum (Fuller, 1991). Menurut
Sunaryanto et al., (2014) bakteri L. casei terbukti dapat menghambat pertumbuhan
bakteri E. coli, S. aureus dan E. faecalis. Pertumbuhan bakteri patogen dapat
ditekan oleh bakteri menguntungkan yang terdapat dalam minuman probiotik
sehingga dapat menjaga keseimbangan mikroba dalam usus.

Probiotik yang sering digunakan adalah Lactobacillus (L. acidophilus, L.
casei, L. delbruekii), Bifidobacterium (B. adolescentis, B. bifidum, B. Longum, B.
infantis) dan Streptococcus (S. salivarius, S. Thermophilus, S. lactis) (Gibson dan
Roberfroid, 1995). Seleksi mikroba khususnya bakteri asam laktat (BAL) sangat
diperlukan untuk mendapatkan strain-strain probiotik yang unggul. Menurut Fuller
(1991) strain BAL yang sering digunakan dalam probiotik sebagian besar adalah
isolat usus seperti L. acidophilus, L. casei, E. faecium dan B. Bifidum. Keberadaan
probiotik dalam usus sangat penting dipertahankan karena mampu memperbaiKki

sistem kekebalan tubuh, meningkatkan fungsi usus dengan menjaga keseimbangan
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mikroba, mensintesis vitamin, menekan pertumbuhan bakteri patogen dan
menurunkan kolesterol darah.

Syarat yang harus dipenuhi sebagai probiotik yaitu bersifat nonpatogenik dan
memberikan efek yang menguntungkan bagi tubuh. Selain itu mampu bertahan
pada kondisi asam lambung serta konsentrasi garam empedu yang tinggi di dalam
usus (Fuller, 1991). Probiotik melakukan kegiatan metabolisme dalam usus dengan
memproduksi asam-asam organik sebagai hasil fermentasi sehingga bersifat

antimikroba terhadap bakteri yang merugikan (Rolfe, 2000).

2.2 Pengertian, Fungsi dan Syarat-Syarat Prebiotik

Prebiotik merupakan bahan makanan yang tidak dapat dicerna usus tetapi
dapat difermentasi oleh mikroba usus guna menstimulasi pertumbuhan dan aktivitas
bakteri yang menguntungkan inangnya (Roberfroid, 2001). Prebiotik merupakan
senyawa polisakarida yang tidak terhidrolisis oleh enzim pencernaan tetapi dapat
difermentasikan oleh mikroba usus untuk merangsang pertumbuhan dan aktivitas
bakteri yang menguntungkan dalam saluran pencernaan (Roberfroid, 2007). Bakteri
tersebut meliputi Bifidobacterium, Lactobacillus dan Streptococcus yang terdapat
didalam pencernaan (Gibson dan Roberfroid, 1995).

Prebiotik umumnya berupa oligosakarida dan serat pangan seperti inulin yang
tidak dapat dicerna dan diserap sistem pencernaan (Reddy, 1999). Collins dan
Gibson (1999) menyatakan beberapa jenis prebiotik antara lain fruktooligosakarida
(FOS) (contoh: oligofruktosa dan neosugar), inulin, galaktooligosakarida (GOS),
laktulosa, dan laktitol. Gibson dan Fuller (2000) melengkapi bahwa jenis prebiotik
lainnya yaitu lactulose, inulin type fructans, galactooligosaccharides, soybean
oligosaccharides (raffinose dan stachyose), isomaltooligosaccharides (IOS),
glucooligosaccharides dan xylooligosaccharides. Menurut Roberfroid (2007)
inulin dan oligofruktosa termasuk senyawa prebiotik karena senyawa tersebut
secara selektif dapat merangsang pertumbuhan bakteri probiotik yang

menguntungkan sistem pencernaan.
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Sumber prebiotik secara alami diperoleh dari Air Susu Ibu (ASI) yaitu dalam
bentuk oligosakarida N-acetyl glucosamine dalam kolustrum. Prebiotik ini hanya
tercerna kurang dari 5% di usus serta dapat mendukung pertumbuhan probiotik
Bifidobacterium (Surono, 2004). Prebiotik dapat diperoleh dari sumber tanaman
seperti bawang, asparagus, pisang dan beberapa oligosakarida pada kedelai.
Oligosakarida yang telah banyak digunakan dan memenuhi syarat sebagai prebiotik
adalah GOS (galaktooligosakarida) dan FOS (fruktooligosakarida, termasuk
inulin). FOS diperoleh melalui ekstraksi tanaman yang mengandung inulin atau
dengan polimerisasi monomer fruktosa secara enzimatis, sedangkan GOS dibuat
dengan transgalaktosilasi secara enzimatis (Roberfroid, 2007). Menurut Grizard
dan Barthomeuf (1999) prebiotik dapat diperoleh dengan beberapa cara, yaitu
ektraksi langsung polisakarida alami dari tumbuhan, hidrolisis polisakarida alami
atau sistesis enzimatik dengan enzim hidrolase atau glikosil transferase yang
mengkatalisis reaksi transglikosilasi hingga terbentuk oligosakarida sintetik dari
monoakarida dan disakarida.

Bahan pangan dapat diklasifikasikan sebagai prebiotik bila memenubhi
persyaratan antara lain (1) tidak terhidrolisa atau terserap dalam saluran pencernaan
bagian atas sehingga dapat mencapai usus tanpa perubahan struktur; (2) berperan
sebagai substrat yang secara selektif dapat merangsang pertumbuhan bakteri yang
menguntungkan pada usus; (3) mengubah komposisi mikroba usus sehingga
menguntungkan bagi kesehatan dengan menekan pertumbuhan bakteri patogen; (4)
meningkatkan efek yang positif bagi kesehatan inang (Gibson, 1999). Menurut
Brownawell et al., (2012) syarat suatu pangan bisa dikatakan sebagai prebiotik
adalah pertama mampu bertahan hidup dalam pH asam, tidak hidrolisis oleh enzim
dan absorpsi di saluran pencernaan mamalia, kedua dapat difermentasi oleh
mikroba usus, dan yang ketiga adalah selektif merangsang pertumbuhan dan atau

aktivitas bakteri probiotik di dalam sistem pencernaan.
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2.3 Klasifikasi, Morfologi dan Karakteristik Lactobacillus casei

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan bakteri yang memproduksi asam laktat
sebagai produk utama dari proses katabolisme glukosa. Kelompok bakteri yang
termasuk BAL meliputi Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus,  Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,  Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus dan Weissella. Kelompok BAL yang banyak
digunakan dalam produk fermentasi adalah Lactobacillus (Vandamme et al., 1996).

Salah satu jenis Lactobacillus adalah Lactobacillus casei. Berikut adalah

klasifikasi Lactobacillus casei :

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Lactobacillaceae
Genus : Lactobacillus
Spesies : Lactobacillus casei

(Garrity et al., 2004)

L. casei merupakan salah satu spesies bakteri asam laktat yang telah banyak
dimanfaatkan sebagai probiotik. Keunggulan dari L. casei sebagai probiotik yaitu
mempunyai efek antagonistik dengan membunuh bakteri patogen, membantu
aktifitas Bifidobacterium dan bakteri berguna lainnya serta menyerap bahan
berbahaya dalam sistem pencernaan (Widodo et al., 2003). Selain itu L. casei
merupakan mikroba probiotik karena memiliki aktivitas antimikroba (positif
menghambat Escherichia coli, Staphylococcus aureus, dan Enterococcus faecalis),
mampu hidup sampai dengan konsentrasi garam empedu 15% dan tahan terhadap
media asam hingga pH 2 (Sunaryanto et al., 2014).

Berdasarkan morfologinya, L. casei berbentuk batang pendek dan tidak
mempunyai flagela. L. casei bersifat Gram positif, tidak membentuk endospora
maupun kapsul, toleran terhadap asam, melakukan metabolisme karbohidrat,
memproduksi asam laktat sebagai produk akhir dan tumbuh dengan baik pada
kondisi anaerob fakultatif. Berdasarkan suhu pertumbuhannya, L. casei termasuk

bakteri mesofil yang hidup pada suhu 15 - 41°C dan tahan terhadap media asam
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hingga pH 2 (Burrows, 1959). Bentuk penampakan bakteri L. casei dapat dilihat
pada Gambar 2.1

Gambar 2.1 Struktur morfologi Lactobacillus casei (Sumber: Burrows, 1959).

L. casei merupakan jenis BAL yang tergolong homofermentatif (Burrows,
1959). Homofermentatif adalah kelompok bakteri yang hanya memproduksi asam
laktat (CH3CH,OHCOOH) dari karbohidrat yang difermentasikan (Volk dan
Wheeler, 1989). Lactobacillus memiliki kemampuan untuk mengkonversikan
laktosa menjadi asam organik seperti asam laktat dan asetat. Lactobacillus
menghasilkan asam laktat yang aktif yaitu d-asam laktat. Selain asam laktat,
Lactobacillus juga menghasilkan asam sitrat, malat, suksinat, asetaldehid, diasetil
dan asetoin dalam jumlah kecil (Speck, 1978). L. casei tumbuh optimum pada suhu
28 °C sampai 32 °C (Burrows, 1959). Berdasarkan percobaan yang telah dilakukan
oleh Ayuti et al., (2016) pertumbuhan L. casei tidak optimal apabila dilakukan
penyimpanan pada suhu 10-16 °C. Hal ini disebabkan oleh kadar asam yang tinggi
pada produk akan mengakibatkan L. casei mati dan kemudian tumbuh ragi dan
kapang yang lebih toleran terhadap asam.

L. casei termasuk organisme utama sebagai bagian mikroba yang khas dari
air susu. L. casei menyebabkan rasa asam pada air susu karena memiliki
kemampuan dalam memfermentrasi karbohidrat untuk membentuk asam (terutama
asam laktat) sehingga pH air susu turun hingga 4,5 (Volk dan Wheeler, 1989).
Menurut Prastyaharasti dan Zubaidah (2014) penurunan pH berbanding terbalik
dengan total asam yang dihasilkan selama metabolisme oleh bakteri L. casei yaitu

semakin tinggi total asam yang terbentuk maka semakin menurun derajat keasaman
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(pH) dalam medium fermentasi. Jumlah total L. casei dalam susu fermentasi
sebagai minuman probiotik harus memiliki jumlah total sel yang masih hidup yaitu
>108 cfu/ml. Hal ini disebabkan pertumbuhan bakteri probiotik untuk L. casei dapat
sampai kesaluran pencernaan dengan kadar tertentu (108 - 108 cfu/ml) dan tumbuh
baik pada penambahan kadar asam laktat yang tidak terlalu tinggi (Ayuti et al.,
2016).

2.4 Klasifikasi, Morfologi dan Kandungan Kimia Bawang Putih (Allium
sativum L.)
Klasifikasi bawang putih (Allium sativum L.) dalam sistematika tumbuhan

adalah sebagai berikut;

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida

Ordo : Liliales

Famili : Liliaceae

Genus - Allium

Spesies : Allium sativum L.
(CABI, 2017).

Bawang putih (Allium sativum L.) adalah umbi lapis yang merupakan salah
satu spesies dari genus Allium. Bawang putih (Allium sativum L.) memiliki
hubungan kekerabatan dekat dengan bawang kucai (Allium schoenoprasum L.) dan

bawang ganda (Allium odorum L.) (Stavelikova, 2008).
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Gambar 2.2 Struktur Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.) (Sumber: CABI, 2017).

Struktur morfologi bawang putih terdiri atas akar, batang utama, batang semu,
tangkai bunga dan daun. Akar bawang putih (Allium sativum L.) terbentuk
dipangkal bawah batang sebenarnnya (discus) dengan sistem perakaran menyebar.
Batang semu bawang putih (Allium sativum L.) mencapai ketinggian hingga 30 cm.
Batang semu ini terbentuk diatas discus yang dapat berubah bentuk dan berfungsi
sebagai tempat penyimpanan cadangan makanan (umbi) (Stavelikova, 2008). Umbi
terdiri atas beberapa bagian umbi (siung). Siung dibungkus oleh selaput tipis kuat
sehingga seolah-olah umbi yang berukuran besar. Tangkai bawang putih (Allium
sativum L.) umumnya berukuran pendek sehingga membengkak pada bagian
batang semu dan seolah-olah terbentuk umbi kecil. Sekalipun tangkai bunga dapat
muncul dari ujung tanaman namun tetap saja pertumbuhannya tidak akan normal
(Kumar, 2015).

Bawang putih (Allium sativum L.) selain digunakan sebagai bumbu masakan
juga sebagai alternatif pengobatan. Pada era modern ini khasiat bawang putih
(Allium sativum L.) telah banyak dibuktikan secara ilmiah dengan memanfaatkan
senyawa kimia yang dikandungnya (Palungkun dan Budiarti, 1992). Umbi bawang
putih mengandung beberapa kandungan senyawa yang penting antara lain kalori,
karbohidrat, lemak, protein, dan serat makanan serta karbohidrat non struktural
yang meliputi glukosa, fruktosa, dan sukrosa yang secara bersama-sama
membentuk oligosakarida yang disebut fruktan (Moshfegh et al., 1999).
Kandungan inulin dan oligofruktosa bawang putih dapat dilihat pada Tabel 2.1
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Tabel 2.1 Kandungan Inulin dan Oligofruktosa pada beberapa tumbuhan (g/100g)

Jenis tanaman Inulin Oligofruktosa
Range Nilai tengah Range Nilai tengah

Bawang putih

Basah 9,0-16.0 12,5 3,6-6,4 5,0

Kering 20,3-36,1 28,2 8,1-14,5 11,3
Bawang merah

Basah 1,1-75 4,3 1,1-75 4,3

Kering 4,7-31,9 18,3 4,7-31,9 18,3
Pisang

Basah 0,3-0,7 0,5 0,3-0,7 0,5
Asparagus

Basah 2,0-3,0 2,5 2,0-3,0 2,5
Akar chicory

Basah 35,7-47,6 41,6 19,6-26,2 22,9
Dandelion hijau

Basah 12,0-15,0 13,5 9,6-12,0 10,8

Kering 8,1-10,1 91 6,5-8,1 7,3
Globe Artichoke

Basah 2,0-6,8 4.4 0,2-0,7 0,4
Jerussalem artichoke

Basah 16,0-20,0 18,0 12,0-15,0 13,5
Daun bawang

Basah 3.0-10.0 6,5 2,4-8,0 5,2

(Sumber: Moshfegh et al., 1999).

Berdasarkan Tabel 2.1 bawang putih basah mengandung inulin sebesar 9-
16% dan oligofruktosa 3,6-6,4% sedangkan keadaan kering mengandung inulin
sebesar 20,3-26,1% dan oligofruktosa 8,1-14,5% (Moshfegh et al., 1999). Inulin
merupakan kelompok karbohidrat yang tidak dapat dihidrolisis oleh enzim tubuh
manusia tetapi difermentasi oleh mikroba usus sehingga menguntungkan sistem
pencernaan. Sifat inulin yang mampu difermentasi oleh Lactobacillus dapat
dikelompokkan sebagai food ingredient yang diklasifikasikan sebagai prebiotik
(Azhar, 2009). Selain berfungsi untuk merangsang pertumbuhan atau aktivitas
bakteri dalam usus, inulin juga mampu mengoptimalkan penyerapan mineral seperti
kalsium dan magnesium oleh tubuh.

Selain itu bawang putih (Allium sativum L.) juga mengandung zat kimia lain
seperti allicin, selenium, sterol, steroida-glikosida dan scordinin. Allicin (diallyl
thiosulfinate atau allyl 2-propene thiosulfinate) termasuk kelompok senyawa
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organosulfur reaktif dan tidak stabil yang disebut thiosulfinat. Allicin berpotensi
sebagai agen antimikroba terkuat pada bawang putih (Singh and Singh, 2008).
Sterol terdiri atas kolestrol, kampesterol, beta-sisterol, stigmasterol dan
brasikosterol. Steroida-glikosida antara lain saponin yang berfungsi sebagai anti
hemolisis, anti tumor dan penawar racun. Selenium dan scordinin berfungsi sebagai
antioksidan (Palungkun dan Budiarti, 1992).

Menurut Wijayanti dan Rosyid (2015) ekstrak bawang putih (Allium sativum
L.) juga mengandung senyawa aktif saponin, minyak atsiri, polifenol dan flavonoid.
Ichsan (2009) menyebutkan beberapa saponin bekerja sebagai antimikroba. Minyak
atsiri adalah zat bebas yang terkandung dalam tanaman yang memiki daya
antibakteri, antiserangga dan anjamur. Flavonoid merupakan senyawa polifenol
yang memiliki 15 atom karbon. Flavonoid yang terdapat dalam tumbuhan terikat
pada gula sebagai glikosida dan aglikon. Flavonoid yang terkandung dalam bawang
putih juga memiliki daya antibakteri (Ichsan, 2009).

2.5 Hipotesis
Pemberian prebiotik ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium sativum L.)

mampu meningkatkan pertumbuhan bakteri probiotik L. casei secara in vitro.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Jember

pada bulan Januari 2018 sampai Mei 2018.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, jarum ose,
bunsen, mikroskop stereo, tabung reaksi, gelas ukur, Beaker glass, labu
Erlenmeyer, spatula, mikropipet, pipet tetes, pipet volume, rak tabung reaksi, hand
sprayer, hot plate/penangas air, autoklaf, inkubator, Laminar Air Flow (LAF), hand
counter, kamera handphone iphone, timbangan, optilap, blender, shaker, vorteks,
corong buchner, rotary evaporator, cawan porselin dan botol schott.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat bakteri L. casei
yang dibeli dari PAU Universitas Gadjah Mada, umbi bawang putih (Allium
sativum L.) yang diperoleh dari Pasar Tanjung Jember, medium Glucose Yeast
Peptone (GYP) agar, medium GYP broth, etanol 96%, tween 80, aquades, alkohol

70%, kapas, korek api, tisu, kertas label, kertas doorslag dan kertas saring.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap
(RAL). RAL berfungsi untuk membandingkan pengaruh konsentrasi yang berbeda
terhadap pertumbuhan bakteri probiotik L. casei dengan perlakuan kontrol sehingga
dapat diketahui konsentrasi yang opimum untuk pertumbuhan bakteri probiotik L.
casel. Perlakuan konsentrasi meliputi:
Al : 10 ml medium GYP broth tanpa penambahan ekstrak etanol umbi bawang

putih (Allium sativum L.) (konsentrasi 0%).
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A2 : 9,5 ml medium GYP broth + 0,5 ml ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium
sativum L.) (konsentrasi 2,5%).

A3 : 9 ml medium GYP broth + 1 ml ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium
sativum L.) (konsentrasi 5%).

A4 : 8,5 ml medium GYP broth + 1,5 ml ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium
sativum L.) (konsentrasi 7,5%).

A5 : 8 ml medium GYP broth + 2 ml ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium

sativum L.) (konsentrasi 10%).

3.4 Prosedur Penelitian
Prosedur penelitian dilakukan dalam 2 tahapan utama. Tahapan-tahapan
tersebut dirancang dalam bagan prosedur penelitian Gambar 3.1

[ (1) Persiapan penelitian ] (2) Uji pertumbuhan bakteri

T 4
,
Pembuatan medium GYP agar 4 Menumbuhkan bakteri
) dan broth Lactobacillus casei pada
3T medium GYP broth + ekstrak

etanol umbi bawang putih
(Allium sativum L.)

Peremajaan bakteri
Lactobacillus casei

R ~~

Pembuatan ekstrak etanol umbi / Menumbuhkan bakteri \
bawang putih (Allium sativum L.) Lactobacillus casei dari
JL medium GYP broth + ekstrak

(" etanol umbi bawang putih
Pembuatan larutan stok ekstrak (Allium sativum L.) ke dalam

etanol umbi ba}wang putih (Allium medium GYP agar
sativum L.)
~~
G - ) _ )
Perhitungan jumlah koloni dan
diameter koloni bakteri
Lactobacillus casei

Pembuatan medium GYP broth +
ekstrak etanol umbi bawang putih
(Allium sativum L.) \_
b ~
~~ -
] Pembuatan kurva pertumbuhan ]

bakteri Lactobacillus casei

Pembuatan suspensi bakteri
Lactobacillus casei

.

Gambar 3. 1 Bagan Prosedur Penelitian
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3.4.1 Persiapan Penelitian
a. Pembuatan Medium GYP Agar dan Broth

Pembuatan medium GYP (Glucose Yeast Peptone) agar dilakukan dengan
memasukkan mineral GYP sebanyak 4,7 gram dan tween 80 4 ml kedalam Beaker
glass 100 ml kemudian dilarutkan dalam 100 ml akuades, sedangkan pembuatan
medium GYP broth dilakukan dengan memasukkan mineral GYP sebanyak 3 gram
dan tween 80 4 ml kedalam Beaker glass 100 ml yang kemudian dilarutkan dalam
100 ml akuades. Setelah semua bahan tercampur kemudian dipanaskan sampai
mendidih. Medium GYP broth dituang dalam tabung reaksi dan GYP agar dituang
dalam cawan petri. Langkah berikutnya diautoklaf dan disimpan dalam suhu ruang.

b. Peremajaan Bakteri Probiotik L. casei

Isolat bakteri probiotik L. casei diambil sebanyak 1 jarum ose yang
digoreskan pada cawan petri medium GYP agar. Langkah berikutnya dibungkus
dengan kertas doorslag dan disimpan dalam suhu ruang. Selanjutnya ditunggu
hingga bakteri tumbuh (ditandai adanya zona bening disekitar sel).

Bakteri yang tumbuh diambil 1 jarum ose dan digoreskan pada medium
GYP agar miring. Langkah berikutnya ditutup dengan kapas dan disimpan dalam

suhu ruang hingga bakteri tumbuh.

c. Pembuatan Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.)

Pembuatan ekstrak etanol dilakukan dengan cara menimbang bawang
putih yang sudah dikupas dan dibersihkan sebanyak 400 gram (berat basah).
Selanjutnya bawang putih diblender dan ditambahkan etanol 96% dengan
perbandingan 1:2 (b:v). Langkah berikutnya didiamkan selama 24 jam pada suhu
ruang. Proses pendiaman ini bertujuan supaya crude extract larut dalam etanol 96%.
Setelah itu disaring dengan kertas saring. Filtrat yang diperoleh dievaporasi selama
2-3 jam dengan suhu 80°C untuk mendapatkan ekstrak berupa pasta. (Hartono et al,
2013).
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d. Pembuatan Larutan Stok Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (A. sativum L.)

Larutan stok ekstrak etanol umbi bawang putih dibuat dengan konsentrasi
50% yaitu dengan menimbang 5 gram ekstrak etanol umbi bawang putih yang
dilarutkan dengan tween 80 dalam 10 ml GYP broth.

e. Pembuatan Medium GYP Broth + Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium
sativum L.)

Ekstrak etanol umbi bawang putih dari larutan stok diambil menggunakan
pipet tetes yang kemudian dihomogenkan dengan GYP broth dalam labu
Erlenmeyer (volume ekstrak etanol dan GYP broth sesuai dengan masing- masing
konsentrasi) yaitu konsentrasi 0% menggunakan 0 ml ekstrak etanol + 10 ml GYP
broth, konsentrasi 2,5% menggunakan 0,5 ml ekstrak etanol + 9,5 ml GYP broth,
konsentrasi 5% menggunakan 1 ml ekstrak etanol + 9 ml GYP broth, konsentrasi
7,5% menggunakan 1,5 ml ekstrak etanol + 8,5 ml GYP broth dan konsentrasi 10
% menggunakan 2 ml ekstrak etanol + 8 ml GYP broth. Selanjutnya ditutup kapas

dan di autoklaf. Langkah berikutnya disimpan pada suhu ruang selama 24 jam.

f. Pembuatan Suspensi Bakteri Probiotik L. casei.

Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan mengambil 1 ose dari stok
bakteri L. casei dari medium GYP agar miring umur 24 jam ke medium GYP broth
10 ml. Langkah berikutnya diinkubasi shaker 100 rpm pada suhu ruang selama 24

jam.

3.4.2 Uji Pertumbuhan Bakteri
a. Menumbuhkan Bakteri L. casei Pada Medium GYP Broth + Ekstrak Etanol
Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.).
Disiapkan medium GYP broth yang telah ditambahkan dengan ekstrak
etanol umbi bawang putih. Diambil 1 ml suspensi bakteri L. casei untuk diinokulasi
kedalam medium GYP broth yang telah diberi ekstrak etanol umbi bawang putih

sesuai masing-masing konsentrasi. Medium yang telah diinokulasikan bakteri L.
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casei kemudian diinkubasi shaker 100 rpm pada suhu ruang selama 24 jam.
Pertumbuhan bakteri ditandai dengan kekeruhan pada medium GYP broth.

b. Menumbuhkan Bakteri L. casei dari Medium GYP Broth + Ekstrak Etanol Umbi
Bawang Putih (Allium sativum L.) ke dalam Medium GYP Agar.

Penumbuhan sel bakteri pada medium GYP agar dilakukan menggunakan
metode drop plate. Dari masing-masing konsentrasi diambil 1 ml dan dimasukkan
ke dalam NaCl 0,85% 9 ml dari seri pengenceran 10 sampai 108, Selanjutnya dari
masing-masing seri pengenceran dinomogenkan dan diambil 10 ul yang di drop
plate ke medium GYP agar dari seri pengenceran 10 sampai 10%, kemudian

diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam.

c. Perhitungan Jumlah Sel dan Diameter Koloni L. caseli

Perhitungan mikroba dilakukan dengan menghitung jumlah sel dan
diameter koloni yang tumbuh pada media yang telah diinkubasi pada suhu ruang
selama 2 x 24 jam. Diameter koloni dapat dilihat menggunakan mikroskop stereo
perbesaran 40x yang dilengkapi dengan optilap. Diameter koloni diukur
menggunakan software image raster. Jumlah mikroba diperoleh dengan rumus
(Hartono et al., 2013):

Y sel (cfu/ml) = sel terhitung (cfu/ml) x 1/ fp x Iml/vol sampel (ml)

Keterangan:

fp = faktor pengenceran

d. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri L. casei.

Pembuatan kurva pertumbuhan dilakukan dengan membuat grafik
hubungan jumlah sel bakteri L. casei dan waktu pada konsentrasi 0% (kontrol) dan
konsentrasi yang optimum dengan interval waktu 4 jam dari jam ke-0 sampai jam
ke-48.
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3.5 Analisis Data
Hasil pengamatan pengaruh ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium
sativum L.) terhadap bakteri probiotik L. casei dianalisis menggunakan Rancangan

Acak Lengkap (RAL) dengan jumlah pengulangan mengacu pada rumus:

(t=1) (r—1)=15,
Keterangan:
t = perlakuan,
r = ulangan.

Data jumlah sel dan diameter koloni dianalisis menggunakan uji ANOVA
dengan taraf signifikansi o = 0,05. Apabila dari analisis tersebut menunjukkan hasil
beda nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT)
(Sastrosupadi, 2000).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPULAN

Pemberian ekstrak etanol umbi bawang putih (Allium sativum L.)
meningkatkan jumlah sel bakteri L. casei tetapi tidak berpengaruh terhadap
diameter koloni. L. casei mengalami peningkatan jumlah sel lebih tinggi pada

konsentrasi ekstrak etanol umbi bawang putih 10% (b/v) yaitu 0,40 x 10° cfu/ml.

5.2 SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pemberian konsentrasi
ekstrak etanol umbi bawang putih lebih dari 10% (b/v) untuk mengetahui jumlah
optimum prebiotik dalam menunjang pertumbuhan probiotik dan lebih lanjut untuk
melakukan purifikasi hasil crude extract supaya yang didapat benar-benar spesifik
senyawa inulin.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Komposisi Medium GYP (Glucose Yeast Pepton)

No Bahan Jumlah/ Liter
1 Glukosa 10 gr
2 Yeast ekstrak 10 gr
3 Pepton 5gr
4 Beef ekstrak 29r
5 Na asetat 29r
6 Tween 80 10 ml
7 CaCOs Sor
8 Bacto-Agar 12 gr
9 MgSO4 7H20 400 mg
10 MnSQ, 4H;0 20 mg
11 FeSO, 7H;0 20 mg
12 NaCl 20 mg

Langkah — Langkah Pembuatan :

1.

o o k~ w

Menimbang bahan-bahan yang tercantum diatas mnggunakan Kkertas
alumunium foil.

Memasukkan bahan-bahan diatas ke dalam akuades (volume akuades
tergantung volume media yang akan dibuat)

Memasukkan Bacto Agar dan CaCO3 untuk pembuatan medium GYP agar.
Dipanaskan di atas hot plate sambil diaduk terus sampai mendidih.
Mengangkat medium apabila sudah mendidih dan agar sudah larut seluruhnya.
Memasukkan medium kedalam tabung reaksi sebanyak 10 ml menggunakan
pipet ukur 10 ml.

Menutup/menyumbat tabung reaksi dengan kapas sampai tertutup rapat,
kemudian ditutup dengan kertas dorslag dan diikat dengan karet.

Melakukan sterilisasi dengan menggunakan autoclave pada tekanan 1 atm suhu
121°C selama 15- 20 menit.
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Lampiran 2. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium
sativum L.)
Penentuan konsentrasi larutan stok menggunakan konsentrasi 50% yaitu 5
gram ekstrak dalam 10 ml GYP broth.
1.1 Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.) konsentrasi 2,5%
V1. N1 =V2.N2
V1 = V2.N2
50%
10 ml . 2,5%
50%
0,5 mi

Maka untuk membuat ekstrak etanol umbi bawang putih konsentrasi 2,5%

dibutuhkan crude extract umbi bawang putih sebanyak 0,5 ml kemudian
ditambahkan GYP broth 9,5 ml.

1.2 Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.) Konsentrasi 5%
V1.N1 =V2.N2
V1 = V2.N2
50%
=10 ml. 5%
50%

=1ml

Maka untuk membuat ekstrak etanol umbi bawang putih konsentrasi 5%
dibutuhkan crude extract umbi bawang putih sebanyak 1 ml kemudian
ditambahkan GYP broth 9 ml.
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1.3 Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.) Konsentrasi 7,5%
V1.N1 =V2.N2

V1 = V2.N2
50%
=10ml . 7,5%
50%
=1,5ml

Maka untuk membuat ekstrak etanol umbi bawang putih konsentrasi 7,5%
dibutuhkan crude extract umbi bawang putih sebanyak 1,5 ml kemudian
ditambahkan GYP broth 8,5 ml.

1.4 Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.) Konsentrasi 10%
V1.N1 =V2.N2

V1 = V2.N2
50%
=10 ml. 10%
50%

=2ml

Maka untuk membuat ekstrak etanol umbi bawang putih konsentrasi 10%
dibutuhkan crude extract umbi bawang putih sebanyak 2 ml kemudian ditambahkan
GYP broth 8 ml.

Keterangan :

V1 : Volume stok

V2 : Volume yang akan diambil dari stok
N1 : Konsentrasi media yang akan dibuat
N2 : Konsentrasi stok
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Lampiran 3. Hasil Analisis Statistik Jumlah Sel Lactobacillus casei pada masing-
masing Konsentrasi Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium
sativum L.)

3.1 Hasil Analisis Statistik ANOVA dari Data Jumlah Sel L. casei pada masing-masing
Konsentrasi Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih

SK DB JK KT F Hitung F5% Signifikansi
Konsentrasi 4  45682,160 11420,540 34,851* 2,87 0,000
Galat 20  6554,000 327,700

Total 24 52236,160

*= Berbeda Nyata

3.2 Jumlah Sel Bakteri L. casei pada Medium GYP Agar yang disuplementasi ekstrak
etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.) pada berbagai konsentrasi

Konsentrasi (%) Jumlah sel (cfu/ml) x 10° Rerata Jumlah Sel
(b/v) I 1 11 v V (cfu/ml) x 10° +sd

0 0,07 008 004 011 0,11 0,08 + 0,03

2,5 013 013 0,08 0,11 0,13 0,12 + 0,022

5 040 030 060 030 0,440 0,40 +0,12°

75 050 045 070 090 0,30 0,57 £0,23°

10 1,30 150 090 160 1,00 1,26 + 0,30°

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama berarti tidak berbeda nyata pada taraf 5%
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Lampiran 4. Hasil Analisis Statistik Diamater Koloni Lactobacillus casei pada
masing-masing Konsentrasi Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih
(Allium sativum L.)

4.1 Hasil Analisis Statistik ANOVA dari Data Diameter Koloni Lactobacillus casei pada
masing-masing Konsentrasi Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih

SK DB JK KT F Hitung F5% Signifikansi
Konsentrasi 4 0,320 0,080 0,607 2,87 0,662
Galat 20 2,635 0,132

Total 24 2,955
*= Berbeda Nyata

4.2 Diameter Koloni L. casei pada Medium GYP Agar yang disuplementasi ekstrak etanol
Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.) pada berbagai konsentrasi

Konsentrasi (%) Diameter koloni (mm) Rerata Diameter koloni
(b/v) I I 11 \Y \Y/ (mm) +sd
0 148 159 135 146 1,06 1,39 £0,20°
2,5 140 111 174 169 154 1,50 £ 0,25°
5 204 161 159 125 151 1,60 +0,28°
7,5 229 1,09 1,79 1,79 1,09 1,61 £0,52*
10 176 176 236 165 1,08 1,72 + 0,46°

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama berarti tidak berbeda nyata pada taraf 5%
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Lampiran 5. Perhitungan Total Jumlah Sel Lactobacillus casei pada Medium GYP
agar tanpa suplementasi Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium
sativum L.) dan Konsentrasi 10% (b/v)

Jam ke- Jumlah Sel (cfu/ml) log (cfu/ml)
Konsentrasi 0% Konsentrasi 10% Konsentrasi 0%  Konsentrasi 10%
0 733000 3000000 5,87 6,48
4 867000 3333333,333 5,94 6,52
8 950000 4000000 5,98 6,60
12 12330000 25000000 7,09 7,40
16 126700000 433333333,3 8,10 8,64
20 450900000 1233333333 8,65 9,09
24 1533333300 2700000000 9,19 9,43
28 2520000000 3000000000 9,40 9,48
32 2416666600 3000000000 9,38 9,48
36 2133000000 2933333333 9,33 9,47
40 1733000000 2800000000 9,24 9,45
44 1200000000 2066666667 9,08 9,32
48 800000000 1466666667 8,90 9,17
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Lampiran 6. Foto Jumlah Koloni Lactobacillus casei pada Medium GYP Agar yang
disuplementasi Ekstrak Etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum
L.) pada berbagai konsentrasi

1. Konsentrasi 0%
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3. Konsentrasi 5%

40
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5. Konsentrasi 10%

Keterangan:

1

2
3
4
5

Pengulangan ke-1
Pengulangan ke-2
Pengulangan ke-3
Pengulangan ke-4
Pengulangan ke-5

41
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Lampiran 7. Foto Diameter koloni L. casei pada Medium GYP Agar yang
disuplementasi ekstrak etanol Umbi Bawang Putih (Allium sativum L.)
pada berbagai konsentrasi

Konsentrasi 0%

.

- 13514 ym | 1 10628 pm

Konsentrasi 2,5%

Konsentrasi 5%
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Konsentasi 7,5%

Konsentrasi 10%
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