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ABSTRAK

Fruktooligosakarida adalah sumber prebiotik yang banyak digunakan dalam produk pangan olahan
seperti susu fermentasi dan susu formula. Prebiotik adalah komponen bahan pangan fungsional yang
tidak dapat dicerna di dalam saluran pencernaan secara enzimatik sehingga akan difermentasi oleh
bakteri probiotik dalam usus besar. Penelitian ini bertujuan menentukan konsentrasi optimum
fruktooligosakarida untuk meningkatkan pertumbuhan bakteri asam laktat starter yoghurt (Lactobacillus
acidophillus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophillus). Konsentrasi optimum
fruktooligosakarida pada pertumbuhan Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
thermophillus dapat ditentukan berdasarkan OD (optical density), TPC (Total Plate Count), total asam
laktat tertitrasi dan nilai pH. Penambahan fruktooligosakarida 1% (b/v) pada media MRSB (Man, Rogosa
Sharpe Broth) dapat meningkatkan secara signifikan pertumbuhan L. acidophilus, L. bulgaricus, S.
thermophilus. Bakteri asam laktat L. acidophilus, L. bulgaricus dan S. thermophilus mengalami fase
pertumbuhan eksponensial selama masa inkubasi 6-18 jam. Fermentasi L. acidophilus, L. bulgaricus, S.
thermophilus pada MRSB dengan penambahan fruktooligosakarida dapat menurunkan nilai pH dari
kisaran 6,00 hingga 4,00 karena pembentukan asam-asam organik.

Kata-kata kunci: Fruktooligosakarida; Lactobacillus acidophilus; Lactobacillus bulgaricus; Prebiotic;
Streptococcus thermophilus

ABSTRACT

Fructooligosaccharides are prebiotic source that widely used in food products, such as: fermented

milk and infant formula. Prebiotics are food components that cannot be digested in the digestive tract

enzymatically. However, they can be fermented by probiotic bacteria in the colon. This study aimed to

determine the optimum concentrations of fructooligosaccharides in order to increase the growth of lactic

acid bacteria yogurt starter (Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus

thermophillus). Optimation concentration of fructooligosaccharides on the growth of Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophillus can be determined based on OD (optical

density), TPC (Total Plate Count), total lactic acid content and pH value. Suplementation of

fructooligosaccharides 1 % (w/v) on the media MRSB increased significantly the growth of L. acidophilus,

L.bulgaricus, S. thermophilus. Furthermore, L. acidophilus, L. bulgaricus and S. thermophilus experienced

exponential growth phase during incubation period from 6 to 18 hours. Fermentation of L. acidophilus, L.

bulgaricus, S. thermophilus in MRSB medium supplemented by fructooligosaccharides decreased the pH

value of the formation of organic acids from 6.00 to 4.00.

Keywords: fructooligosaccharides; Lactobacillus acidophilus; Lactobacillus bulgaricus; Prebiotic;

Streptococcus thermophilus
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PENDAHULUAN

Penggunaan fruktooligosakarida sebagai

sumber prebiotik yang ditambahkan ke dalam

makanan diawali dengan penelitian terkait

pangan fungsional di Jepang. Prebiotik

merupakan bahan pangan yang tidak dapat

dicerna di dalam saluran pencernaan sehingga

dapat menstimulasi pertumbuhan dan aktivitas

bakteri probiotik pada kolon manusia

(Robertfroid 2007). Prebiotik diyakini sebagai

bahan pangan yang dapat memberikan dampak

positif bagi kesehatan karena terbukti

mengurangi risiko beberapa penyakit, seperti

diare, osteoporosis, obesitas dan kanker kolon

(Faudjar et al. 2016, O’ Bryan et al. 2013, Russel

et al. 2013). Selain itu, prebiotik juga dianggap

mampu meningkatkan imunitas dan proteksi

sistem urogenital manusia (Duncan dan Flint

2014).

Terdapat beberapa kriteria yang digunakan

untuk menggolongkan sebuah bahan pangan

sebagai prebiotik, diantaranya tidak dihidrolisis

maupun diserap pada saluran gastrointestinal,

mampu meningkatkan metabolisme bakteri

probiotik, dan dapat menghambat pertumbuhan

bakteri patogen (Al-Sheraji et al. 2013, Guamer

dan Malagelada 2003). Berdasarkan kriteria

tersebut diketahui beberapa sumber prebiotik

yaitu, fruktooligosakarida, galaktooligosakarida,

arabinosa, galaktosa, inulin, rafinosa, manosa,

laktulosa, xilooligosakarida, dan isomaltoo-

ligosakarida (Su et al. 2007, Grimoud et al.

2010). Secara umum, terdapat prebiotik yang

terkandung pada bahan alami maupun dibentuk

dengan reaksi tertentu atau dengan bantuan

mikroorganisme (Machado et al. 2015).

Sumber prebiotik yang banyak diteliti saat

ini antara lain inulin dan Frukto Oligosakarida

(FOS) (Gibson dan Robertfroid 1995, Adebola et

al. 2014). Studi klinis menunjukkan bahwa FOS

memiliki fungsi sangat penting bagi kesehatan

karena bermanfaat untuk meningkatkan

jumlah bakteri Bifidobacterium bifidum dan

Lactobacillus sp., menekan pertumbuhan

bakteri patogen yang merugikan, meningkatkan

daya tahan saluran cerna, mencegah sembelit

dan membantu penyerapan makanan menjadi

lebih baik (Gibson dan Robertfroid 1995, Cycroft

et al. 2001). Berdasarkan eksperimen secara in-

vivo terhadap hewan percobaan, FOS terbukti

dapat menurunkan kadar gula darah pada

penderita diabetes dan menekan peningkatan

kadar kolestrol darah (Lopes et al. 2016).

Fruktooligosakarida (FOS) merupakan jenis

prebiotik yang secara alami terdapat pada bahan

pangan. FOS terdapat di dalam buah dan

sayuran, misalnya bawang merah (2.8 %),

bawang putih (1 %), gandum (0.7 %) dan pisang

(0.3 %) (Robertfroid 2000, Murphy 2001).

Fruktooligosakarida (FOS) merupakan senyawa

polisakarida rantai pendek yang tersusun dari

tiga hingga sepuluh monomer glukosa dan

fruktosa (Hussein et al. 1998). Formula

fruktooligosakarida umumnya tersusun dari 1-

kestosa (GF2), 1-nystosa (GF3), dan 1F-

fructofuranosyl nystosa (GF4) dengan unit

fructosyl (F) yang terikat pada sukrosa dengan

posisi â-2.1 (Falony et al., 2009).  Monomer-

monomer tersebut disatukan dengan ikatan á-

glikosidik (Sousa et al., 2011). Ikatan á-

glikosidik menyebabkan FOS memiliki

ketahanan tinggi terhadap hidrolisis oleh asam

maupun enzim pada saluran gastrointestinal

                                      (a)                                                                   (b)

Gambar 1.  Struktur kimia (a) Frukto Oligosakarida dan (b)  Rafinosa
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dahkan ke labu Erlenmeyer lalu disterilisasi

dengan autoklaf pada suhu 1210C selama 15

menit.

Pembuatan suspensi bakteri Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus bulgaricus,

Streptococcus thermophillus

Koloni isolat Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus

thermophillus dibiakkan pada media MRSB

baru, dengan cara masing-masing bakteri

diambil sebanyak 2 % (v/v) dari volume MRSB

baru dan diinkubasi suhu 37° C selama 24 jam.

Setelah inokulasi berumur 24 jam, suspensi

bakteri siap diinokulasi pada media fermentasi

MRS modifikasi yang mengandung FOS 0 %,

1%, 3% dan 5 %.

Pembuatan larutan stok Fruktooli-

gosakarida standar

Larutan stok Fruktooligosakarida standar

dibuat dengan konsentrasi 10 % (b/v).

Fruktooligoskarida ditimbang sebanyak 10 g dan

dilarutkan dalam 100 mL media MRSB,

kemudian diaduk sampai homogen, difilter

dengan millipur 0,45 ìm. Selanjutnya dilakukan

pengenceran untuk memperoleh konsentrasi

FOS 1%, 3% dan 5% (b/v).

Uji pengaruh variasi konsentrasi FOS

terhadap pertumbuhan Lactobacillus

acidophilus,  Lactobacillus bulgaricus,

Streptococcus thermophillus

Uji pengaruh variasi konsentrasi FOS

terhadap pertumbuhan Lactobacillus acido-

philus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus

thermophillus dilakukan dengan beberapa cara

antara lain perhitungan jumlah total sel dengan

menggunakan prinsip turbidimetrik OD (optical

density), perhitungan jumlah total koloni

dengan TPC (Total Plate Count) di MRSA serta

mengetahui kadar total asam laktat dengan

cara titrasi dan pengukuran pH menggunakan

pH meter. Jumlah sel bakteri uji dihitung pada

masing-masing lama inkubasi (0, 6, 12, 18, dan

24 jam) diambil sebanyak 1 ml untuk dilakukan

pengukuran OD pada panjang gelombang 600

nm. Sebanyak 1 ml sampel hasil fermentasi (0,

6, 12, 18 dan 24 jam) diambil untuk dilakukan

pengenceran dengan 9 ml akuades steril. Dua

pengenceran paling akhir dari masing-masing

sampel hasil fermentasi (0, 6, 12, 18 dan 24 jam)

diambil 1 ml untuk diinokulasikan pada MRS

agar plate dengan metode drop plate, kemudian

diinkubasi pada suhu 37° C selama 48 jam.

manusia dan hanya dapat dicerna oleh probiotik

dan menghasilkan asam lemak rantai pendek

seperti asetat,  laktat dan butirat (Roberfroid

2000). Oleh karena itu, FOS juga digolongkan

sebagai prebiotik karena tergolong sebagai

sumber karbon yang mendukung pertumbuhan

bakteri probiotik (Wang & Gibson 1993).

Saat ini penggunaan FOS di Indonesia

masih sangat terbatas terutama karena

harganya yang tinggi (mencapai USD 20/kg) dan

merupakan produk import (terutama dari

Thailand). Untuk itu diperlukan studi penelitian

untuk menganalisis pengaruh konsentrasi

prebiotik fruktooligosakarida yang optimum

dalam meningkatkan pertumbuhan bakteri

probiotik starter yoghurt. Informasi yang

dihasilkan dari penelitian ini selanjutnya akan

diaplikasikan untuk melakukan fortivikasi

senyawa fruktooligoskaraida dalam pembuatan

yoghurt sinbiotik. Penelitian ini bertujuan

melakukan optimasi terhadap konsentrasi

fruktooligosakarida yang dapat meningkatkan

pertumbuhan bakteri probiotik starter yogurt

Lactobacillus acidophilus,  Lactobacillus

bulgaricus dan Streptococcus thermophilus.

METODE PENELITIAN

Pembuatan media MRSB dan MRSA

kultur fermentasi (instant)

Media MRSB instant ditimbang sebanyak

52 gram untuk selanjutnya dilarutkan dalam 1

liter akuades. Selanjutnya diaduk sampai

homogen dan disterilisasi dengan autoklaf pada

suhu 121°C selama 15 menit. Selanjutnya,

MRSB dituang ke dalam erlenmeyer masing-

masing 25 ml, sesuai jumlah perlakuan dan

ulangan. Pada masing-masing erlenmeyer yang

berisi MRSB tersebut ditambahkan FOS dengan

konsentrasi 0 %, 1%, 3%, dan 5%.

Pembuatan MRSB modifikasi

Komposisi media MRSB modifikasi (1L)

ditimbang dengan neraca digital yaitu yeast

extract 20 gram (sumber N), Beef extract 4 gram

(sumber N), Bacto pepton 10 gr, Sodium acetat

5 gram, K
2
H

2
PO

4
 2 gram, MgS04. 7 H2O 0,2 gr,

Ammonium citrate tribasic 2 gr, Tween 80 1

ml, MnSO
4
. 7 H

2
O 0,05 gram. Semua bahan

dilarutkan dengan aquadest didalam gelas piala

sedikit demi sedikit hingga volume mencapai 1

L. Campuran diaduk hingga homogen meng-

gunakan magnetic stirrer. Setelah campuran

homogen, campuran MRSB modifikasi dipin-
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Jumlah koloni Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus

thermophillus yang tumbuh dihitung dan

dinyatakan dalam logaritmik colony forming

unit/ml (Log CFU/ml).

Pengukuran Nilai Optical Density (OD)

Nilai optical density diukur pada setiap

beda perlakuan konsentrasi variasi Fruktoo-

ligosakarida setelah inkubasi selama 0, 6, 12,

18, dan 24 jam dengan menggunakan spektro-

fotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600

nm.

Analisis Kadar Total Asam Laktat dan

Pengukuran Nilai Derajat Keasaman (pH)

Nilai derajat keasaman (pH) diukur pada

setiap perlakuan beda konsentrasi Fruktoo-

ligosakarida setelah masa inkubasi 0, 6,12, 18,

dan 24 jam dengan menggunakan pH meter.

Sebelum digunakan pH meter dikalibrasi

dengan buffer fosfat (pH 6,86) dan buffer asetat

(pH 4,00). Sementara itu pengukuran kadar total

asam laktat dilakukan dengan cara, sampel

diambil 25 ml dan dimasukkan ke dalam

erlenmeyer. Campuran ini ditambahkan

indikator PP (phenolphtalein) untuk uji total

asam sebanyak 2 hingga 3 tetes. Sampel

kemudian dititrasi dengan larutan NaOH 0,1

N hingga terjadi perubahan warna menjadi

merah muda yang menandakan telah tercapai

titik akhir titrasi.

Analisis Statistik

Data hasil penelitian diolah secara statistik

dengan menggunakan analisis sidik ragam

(ANOVA), yang dilanjutkan dengan uji jarak

berganda Duncan pada taraf signifikansi 5%

apabila hasil yang diperoleh berbeda nyata antar

sampel dengan menggunakan Software SPSS

17.0. Rancangan yang digunakan adalah

rancangan acak lengkap (RAL).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi Fruktoligosakarida terhadap

Pertumbuhan Lactobacillus acidophilus

Pertumbuhan Lactobacillus acidophilus

dipengaruhi oleh jumlah konsentrasi FOS yang

ditambahkan ke dalam media MRSB modifikasi,

meskipun nilainya tidak terlalu signifikan

(p<0,05). Pada masa inkubasi 24 jam telah

terjadi peningkatan pertumbuhan sebanyak 3-

4 log (CFU/mL) koloni L. acidophilus baik pada

perlakuan tanpa pemberian FOS maupun

dengan pemberian FOS 1%, 3%, dan 5 % (Tabel

1). Jumlah konsentrasi FOS yang ditambahkan

dalam media MRSB modifikasi berpengaruh

dalam meningkatkan pertumbuhan jumlah total

koloni L. acidophilus.

Bakteri L. acidophilus memasuki fase

eksponensial pertumbuhannya mulai dari masa

inkubasi jam ke-6 hingga jam ke-12, sebagai-

mana yang digambarkan oleh grafik pening-

katan nilai optical density (OD) L. acidophilus

(Gambar 1).  Selanjutnya pertumbuhan L.

acidophilus memasuki fase stasioner pada

periode masa inkubasi jam ke-12 hingga jam

ke-18. Pada akhir masa inkubasi 24 jam

pertumbuhan L. acidophilus telah memasuki

fase kematian (death). Penambahan konsentrasi

FOS 1 % ke dalam media MRSB modifikasi

paling efektif dalam meningkatkan

pertumbuhan L. acidophilus jika dibandingkan

dengan perlakuan yang lain. Hal ini disebabkan

perlakuan tersebut mampu menghasilkan

peningkatan pertumbuhan jumlah total koloni

Tabel 1. Jumlah total koloni Lactobacillus acidophilus (log CFU/ml sampel) pada beberapa variasi

kadar FOS (0%, 1 %, 3%, 5%) selama 24 jam

   Interval lamaJumlah total koloni Lactobacillus acidophilus (log CFU/ml)

FOS 0% FOS 1% FOS 3% FOS 5%

0 jam 7,28±0,04a 7,15±0,03a 7,15±0,02a 7,18±0,04a

6 jam 8,08±0,03b 8,04±0,02b 8,20±0,02b 8,20±0,06b

12 jam 8,70±0,02c 8,62±0,04c 8,78±0,01c 8,64±0,03c

18 jam 9,76±0,05d 10,00±0,06f 9,49±0,02d 8,89±0,01c

24 jam 11,15±0,01e 11,41±0,05e 11,26±0,03e 10,34±0,02f

Keterangan : Huruf yang berbeda menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan taraf nyata 95 %,

(α= 5 %)

Interval
Masa
Inkubasi
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pada produksi yoghurt sinbiotik. Di samping itu

setelah memasuki fase stasioner dan kematian

sebagian besar asam laktat hasil fermentasi FOS

akan mengalami fermentasi alkohol oleh enzim

laktat dehidrogenase sehingga dapat menim-

bulkan cita rasa pahit (Karimi, et al., 2015).

Penentuan konsentrasi optimum FOS untuk

meningkatkan pertumbuhan Lactobacillus

acidophilus ditentukan berdasarkan pening-

katan jumlah total koloni tertinggi setelah masa

inkubasi 24 jam. Semakin tinggi jumlah total

koloni bakteri menunjukkan peningkatan

pertumbuhan bakteri asam laktat secara

signifikan.

Fruktooligosakarida (FOS) merupakan

komponen prebiotik yang dapat difermentasi

secera selektif oleh kelompok bakteri probiotik

yang berasal dari genus Lactobacillus sp. dan

Bifidobacterium bifidum (Modzelewska-Kapitu³a

et al. 2007, Pokusaeva et al. 2011). Berdasarkan

hasil penelitian Lopes et al. (2016) diketahui

bahwa FOS mampu meningkatkan pertum-

buhan kelompok bakteri probiotik Lactobacillus

Gambar 1. Nilai optical density (OD)

Lactobacillus acidophilus dengan

beberapa variasi kadar FOS (0%, 1

%, 3%, 5%) selama 24 jam

Gambar 2. Nilai pH Lactobacillus acidophilus

dengan beberapa variasi kadar FOS

(0%, 1 %, 3%, 5%) selama 24 jam

L. acidophilus tertinggi yaitu sebesar 4,26 log

(CFU/mL).

Selama masa inkubasi 24 jam pada bakteri

L. acidophilus, terjadi peningkatan kadar total

asam laktat meskipun nilainya tidak signifikan

(p<0,05) (Tabel 2). Peningkatan kadar total asam

laktat tersebut menyebabkan terjadinya

penurunan nilai pH dari kisaran 6,0 menjadi

5,0 (Gambar 2). Peningkatan yang tidak

signifikan tersebut terjadi karena asam laktat

sebagai asam lemak rantai pendek diman-

faatkan sebagai sumber karbon oleh Lacto-

bacillus acidophilus untuk pertumbuhannya

melalui jalur metabolisme β-oksidasi, sehingga

asam laktat hasil metabolisme FOS langsung

dimanfaatkan sebagai sumber energi oleh

Lactobacillus acidophilus.

Pengamatan terhadap pertumbuhan

Lactobacillus acidophilus dibatasi sampai jam

ke-24 untuk mencegah penurunan kualitas

sensorik produk yoghurt akibat produksi asam

laktat berlebih. Hal ini disebabkan tujuan

fermentasi FOS ini adalah untuk diaplikasikan

Tabel 2. Kadar total asam laktat tertitrasi Lactobacillus acidophilus dengan beberapa variasi kadar

FOS (0%, 1 %, 3%, 5%) selama 24 jam

Interval lama     Nilai kadar total asam laktat Lactobacillus acidophilus (%)

Inkubasi

FOS 0% FOS 1% FOS 3% FOS 5%

0 jam 0,27±0,01a 0,27±0,02a 0,22±0,02d 0,18±0,01d

6 jam 0,29±0,01b 0,32±0,02b 0,27±0,02a 0,27±0,02a

12 jam 0,36±0,01c 0,36±0,02c 0,32±0,04b 0,34±0,01b

18 jam 0,38±0,02c 0,38±0,01c 0,36±0,02c 0,39±0,01c

24 jam 0,41±0,02c 0,40±0,01c 0,39±0,02c 0,41±0,03c

Keterangan: Huruf yang berbeda menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan taraf nyata 95 %,

(α= 5 %)
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sp. lebih baik daripada Bifidobacterium bifidum.

Produk fermentasi utama FOS adalah asam

laktat dan asam asetat (Karimi et al. 2015, Rossi

et al. 2005).

Peningkatan produksi asam laktat yang

dihasilkan selama fermentasi berhubungan

dengan kenaikan nilai optical density

pertumbuhan L. acidophilus. Tingkat

fermentabilitas berbagai karbohidrat berkaitan

dengan sistem hidrolisis secara enzimatis oleh

bakteri. Sebagai contohnya, fruktofuranosidase

adalah enzim yang menghidrolisis gugus

fruktosa dari FOS pada posisi ujung-2,1 sehingga

memberikan kontribusi dalam metabolisme

fruktan (Karimi et al. 2015). Beberapa faktor

yang mempengaruhi fermentabilitas FOS

diantaranya adalah struktur sakarida (tingkat

percabangan molekul dan ikatan glikosidik yang

terbentuk), derajat polimerisasi (ukuran

panjang rantai) (Al-Sheraji et al. 2013).

Salah satu manfaat FOS sebagai prebiotik

adalah pH di dalam saluran pencernaan sedikit

lebih asam sehingga menguntungkan untuk

pertumbuhan bakteri probiotik. Penurunan pH

kolon dapat meningkatkan pertumbuhan

bakteri probiotik dan menghambat

pertumbuhan bakteri pathogen (Van Loo 2004).

Prebiotik FOS dapat meningkatkan pertum-

buhan probiotik dengan menurunkan pH usus

ke tingkat optimal, yang dipengaruhi oleh sifat

fisikokimia asam empedu (Rodrigues et al. 1998).

Konsentrasi tinggi prebiotik FOS dapat menu-

runkan kelarutan asam empedu yang dapat

menurunkan toksisitasnya. Huebner et al.

(2007) telah melakukan penelitian untuk memi-

lih prebiotik dengan penambahan FOS (fruktoo-

ligosakarida), inulin dan GOS (galaktooli-

gosakarida) yang terbukti ketiganya mampu

meningkatkan pertumbuhan Lactobacillus sp.

dan Bifidobacteria. Kombinasi tertentu antara

probiotik dan prebiotik memberi peningkatan

tertinggi. Hal ini termasuk Lactobacillus

paracasei 1195 yang dapat ditumbuhkan pada

media yang mengandung FOS (Huebner et al.

2007).

FOS diproduksi dengan aktivitas transfruk-

tosilasi oleh enzim fruktosil transferase (FTase).

Sumber enzim untuk sintesis FOS terbagi

menjadi dua yaitu berasal dari tumbuhan dan

berasal dari mikroorganisme seperti Arthro-

bacter sp., Fusarium sp., dan Aspergillus sp.

FOS yang diproduksi dengan bantuan enzim

tumbuhan memiliki keterbatasan jumlah

produk karena bergantung pada kondisi musim

tumbuhan terkait sehingga produktivitasnya

terbatas. Sementara FOS yang diproduksi

dengan bantuan enzim dari mikroorganisme

lebih terjamin ketersediaannya meskipun

dengan biaya produksi yang lebih tinggi (Rossi

et al. 2005). FOS memiliki karakter larut dalam

air, memiliki tingkat kemanisan 30% dari

sukrosa, memiliki tingkat kekentalan dan

stabilitas terhadap perubahan suhu yang lebih

tinggi dibandingkan dengan sukrosa. FOS stabil

pada pH normal (4.0 - 7.0) sehingga cenderung

digunakan sebagai bahan tambahan pada

makanan karena karakternya sesuai dengan

karakter penyimpanan makanan kemasan

khususnya untuk makanan beku (Buriti et al.

2007). Selain itu. karakter FOS yang tidak dapat

dicerna secara langsung pada saluran

gastrointestinal manusia menyebabkan FOS

berperan sebagai prebiotik (Cardarelli et al.

2008).

Optimasi Fruktoligosakarida terhadap

Pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus

Pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus

dipengaruhi oleh  konsentrasi FOS yang

ditambahkan ke dalam media MRSB modifikasi

(p<0,05). Hal ini ditunjukkan dengan

meningkatnya pertumbuhan jumlah total koloni

L. bulgaricus selama masa inkubasi 24 jam

sebanyak 3-4  log (CFU/mL) baik pada perlakuan

tanpa pemberian FOS maupun pemberian FOS

1%, 3% dan 5 % (Tabel 3). L. bulgaricus

memasuki fase eksponensial pertumbuhannya

mulai dari masa inkubasi jam ke-6 hingga jam

ke-18, sebagaimana yang digambarkan dalam

grafik peningkatan nilai optical density (OD) L.

bulgaricus (Gambar 3). Setelah memasuki jam

ke-24 pertumbuhan L. bulgaricus telah

memasuki fase kematian (death) karena

habisnya substrat FOS dan nutrisi sumber

karbon maupun sumber nitrogen yang

terkandung dalam media MRSB. Penambahan

konsentrasi FOS 1 % ke dalam media MRSB

modifikasi paling efektif dalam meningkatkan

pertumbuhan L. bulgaricus jika dibandingkan

dengan perlakuan yang lain. Hal ini disebabkan

perlakuan tersebut mampu menghasilkan

peningkatan pertumbuhan jumlah total koloni

L. bulgaricus tertinggi yaitu sebesar 4,77 log

(CFU/mL). Selain itu perlakuan tersebut juga

mempercepat L. bulgaricus masuk ke fase

pertumbuhan eksponensial selama periode

inkubasi pada jam ke-6 sampai jam ke-18.

Gambar 3 memperlihatkan grafik pola

pertumbuhan L. bulgaricus yang berbeda jika

dibandingkan dengan grafik pola pertumbuhan
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L. acidophilus pada Gambar 1. Pertumbuhan

L. bulgaricus meningkat secara signifikan

setelah pemberian konsentrasi FOS 1 %, 3 %.

Hal tersebut menunjukkan bahwa semakin

tinggi konsentrasi FOS yang difortivikasi ke

dalam media MRSB, maka akan semakin

mempercepat laju pertumbuhan  L. bulgaricus.

Kecepatan pertumbuhan sel L. bulgaricus

berbanding lurus dengan kebutuhan energi

metabolisme yang diperlukan oleh bakteri

tersebut untuk melakukan pembelahan sel.

Kebutuhan energi yang tinggi ini akan

menginduksi sel untuk mempercepat proses

metabolismenya sehingga nutrisi yang

terkandung dalam media pertumbuhan L.

bulgaricus lebih cepat habis. Hal inilah yang

membuat L. bulgaricus lebih cepat masuk ke

fase stastioner dan kematian pada pemberian

konsentrasi FOS 1 % dan 3 %. Pada perlakuan

tanpa pemberian konsentrasi FOS (0%) laju

pertumbuhan L. bulgaricus justru lebih lambat,

sehingga pada akhir jam ke-24 L. bulgaricus

masih terus mengalami fase eksponensial dan

belum mencapai fase stasioner (Gambar 3). Hal

ini semakin membuktikan bahwa prebiotik FOS

merupakan sumber nutrisi penting dan esensial

yang dibutuhkan oleh L. bulgaricus dalam

meningkatkan dan mempercepat laju

pertumbuhannya.

Selama masa inkubasi 24 jam pada

fermentasi FOS oleh bakteri L. bulgaricus

terjadi peningkatan kadar total asam laktat

secara signifikan (p<0,05) (Tabel 4).

Peningkatan kadar total asam laktat tersebut

menyebabkan terjadinya penurunan nilai pH

yang juga signifikan dari kisaran 6,0 menjadi

4,0 (Gambar 4). Peningkatan yang terjadi secara

signifikan tersebut menunjukkan bahwa bakteri

L. bulgaricus mampu menghasilkan enzim

fruktofuranosidase dengan aktivitas tinggi,

sehingga dapat menghidrolisis FOS menjadi

fruktosa yang selanjutnya akan diubah menjadi

produk asam laktat oleh enzim laktat

dehidrogenase. Semakin tinggi jumlah

Tabel 3. Jumlah total koloni Lactobacillus bulgaricus (log CFU/ml sampel) pada beberapa variasi

kadar FOS (0%, 1 %, 3%, 5%) selama 24 jam

Interval lama Jumlah total koloni Lactobacillus bulgaricus (log CFU/ml)

Inkubasi

FOS 0% FOS 1% FOS 3% FOS 5%

0 jam 7,02±0,01a 6,99±0,04a 7,02±0,06a 6,83±0,02a

6 jam 7,69±0,03b 7,55±0,06b 7,72±0,03b 7,77±0,04b

12 jam 8,18±0,04c 8,93±0,02f 8,90±0,05f 8,36±0,07c

18 jam 9,69±0,02d 9,80±0,03d 10,11±0,02d 9,80±0,03d

24 jam 10,98±0,05e 11,76±0,05g 10,76±0,01e 10,38±0,02e

Keterangan: Huruf yang berbeda menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan taraf nyata 95 %,

(α= 5 %)

Gambar 3. Nilai optical density (OD) Lacto-

bacillus bulgaricus dengan beberapa

variasi kadar FOS (0%, 1 %, 3%, 5%)

selama 24 jam

konsentrasi FOS yang ditambahkan dalam

media MRS modifikasi akan semakin

meningkatkan jumlah kadar total asam laktat

yang terakumulasi sehingga penurunan nilai

pH juga terjadi secara signifikan dengan seiring

lamanya waktu inkubasi.

Rata-rata nilai pH pada awal fermentasi

untuk semua perlakuan adalah 6,0 dan nilai pH

menurun sejalan dengan lamanya waktu

fermentasi. Perubahan nilai pH disebabkan

karena terbentuknya asam-asam organik

dengan produk utamanya adalah asam laktat.

Sebagaimana dilaporkan oleh Alvarez-Olmas &

Oberhelman (2001) bahwa dalam fermentasi

karbohidrat oleh bakteri asam laktat

menghasilkan asam-asam organik seperti laktat
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dan asetat yang membuat asam pH di sekitarnya

sehingga organisme patogen tidak mampu hidup.

Dengan demikian perubahan pH menjadi asam

akan menyebabkan efek antimikroba bagi

mikroba patogen, sebaliknya bakteri asam

laktat masih dapat hidup dalam suasana asam

dengan pH optimum 3–5 (Djaafar et al.1996).

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

bulgaricus dan Streptococcus thermophilus

merupakan kelompok jenis bakteri asam laktat

yang bersifat homofermentatif. Bakteri asam

laktat yang bersifat homofermentatif dapat

memproduksi asam laktat sebagai produk

mayoritas dari fermentasi karbohidrat dan

sebagian kecil asetat melalui jalur heksosa

difosfat (HDP) atau disebut juga Embden –

Meyarhoff Pathway (Cummings, et al., 2001).

Sementara itu bakteri asam laktat bersifat

heterofermentatif dapat menghasilkan asam

laktat dari fermentasi karbohidrat melalui jalur

heksosa monofosfat (HMP) atau biasa juga

disebut jalur fosfoketolase dan jalur pentosa

fosfat (Cummings, et al., 2001). Karimi et al.,

(2015) melaporkan bahwa asam laktat yang

terbentuk pada proses fermentasi sebagian besar

diubah menjadi asam asetat, asam propionat

dan butirat melalui jalur asetil-KoA.

Optimasi Fruktoligosakarida terhadap

Pertumbuhan Streptococcus thermophilus

Hampir serupa dengan L. acidophilus dan

L. bulgaricus, pertumbuhan Streptococcus

thermophilus dipengaruhi oleh  konsentrasi

FOS yang ditambahkan ke dalam media MRSB

modifikasi (p<0,05). Hal ini ditunjukkan dengan

meningkatnya pertumbuhan jumlah total koloni

Streptococcus thermophilus selama masa

inkubasi 24 jam sebanyak 3-4 log (CFU/mL)

koloni Streptococcus thermophilus pada

perlakuan pemberian FOS 1%, 3% dan 5 %

(Tabel 5). Hampir menyerupai pola

pertumbuhan L. acidophilus dan L. bulgaricus,

bakteri Streptococcus thermophilus memasuki

fase eksponensial pertumbuhannya mulai dari

masa inkubasi jam ke-6 hingga jam ke-18,

sebagaimana yang digambarkan oleh grafik

peningkatan nilai optical density (OD) (Gambar

5). Pada periode jam ke-18 sampai jam ke-24,

pertumbuhan Streptococcus thermophilus telah

memasuki fase stasioner. Setelah jam ke-24

pertumbuhan Streptococcus thermophilus telah

memasuki fase kematian karena telah habisnya

substrat FOS dan nutrisi sumber karbon

maupun sumber nitrogen lainnya yang

terkandung dalam media MRSB.

Penambahan konsentrasi FOS 1 % ke dalam

media MRSB modifikasi paling efektif dalam

meningkatkan pertumbuhan Streptococcus

thermophilus jika dibandingkan dengan

perlakuan yang lain. Hal ini disebabkan

perlakuan tersebut mampu menghasilkan

peningkatan pertumbuhan jumlah total koloni

Tabel 4. Kadar total asam laktat tertitrasi Lactobacillus bulgaricus dengan beberapa variasi kadar

FOS (0%, 1 %, 3%, 5%) selama 24 jam

Interval lama      Nilai kadar total asam laktat Lactobacillus bulgaricus (%)

Inkubasi

FOS 0% FOS 1% FOS 3% FOS 5%

0 jam 0,18±0,02a 0,27±0,02b 0,36±0,01c 0,23±0,02b

6 jam 0,20±0,02a 0,59±0,02d 0,81±0,01g 0,59±0,01d

12 jam 0,26±0,01b 0,64±0,01e 1,08±0,02h 0,81±0,01g

18 jam 0,32±0,01c 0,72±0,01f 1,26±0,02i 0,86±0,03g

24 jam 0,36±0,01c 0,81±0,01g 1,44±0,02j 1,17±0,02h

Keterangan: Huruf yang berbeda menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan taraf nyata 95 %,

(α= 5 %)

Gambar 4. Nilai pH Lactobacillus bulgaricus

dengan beberapa variasi kadar FOS

(0%, 1 %, 3%, 5%) selama 24 jam
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Streptococcus thermophilus tertinggi yaitu

sebesar 4,1 log (CFU/mL). Selain itu perlakuan

tersebut juga mempercepat Streptococcus

thermophilus masuk ke fase pertumbuhan

eksponensial selama periode inkubasi jam ke-6

sampai jam ke-18. Berdasarkan hasil penelitian

ini diketahui bahwa perlakuan pemberian

konsentrasi FOS 1 % paling optimal untuk

meningkatkan dan mempercepat pertumbuhan

L. acidophilus, L. bulgaricus dan S.

thermophilus, jika dibandingkan dengan

perlakuan yang lainnya.

Gambar 5 memperlihatkan grafik pola

pertumbuhan S. thermophilus yang hampir

serupa jika dibandingkan dengan grafik pola

pertumbuhan L. bulgaricus pada gambar 3,

namun sangat berbeda dengan grafik pola

pertumbuhan L. acidophilus (gambar 1).

Pertumbuhan S. thermophilus meningkat

secara signifikan setelah pemberian konsentrasi

FOS 1 % dan 3 %. Hal tersebut menunjukkan

bahwa semakin tinggi konsentrasi FOS yang

difortivikasi ke dalam media MRSB, maka akan

semakin mempercepat laju pertumbuhan  S.

thermophilus.

Kecepatan pertumbuhan sel S. thermo-

philus berbanding lurus dengan kebutuhan

energi metabolisme yang diperlukan oleh bakteri

tersebut untuk melakukan pembelahan sel.

Kebutuhan energi yang tinggi ini akan

menginduksi sel untuk mempercepat proses

metabolismenya sehingga nutrisi yang

terkandung dalam media pertumbuhan S.

thermophilus lebih cepat habis. Hal inilah yang

membuat S. thermophilus lebih cepat masuk

ke fase stastioner dan kematian pada pemberian

konsentrasi FOS 1 % dan 5 %. Pada perlakuan

tanpa pemberian konsentrasi FOS (0%) laju

pertumbuhan S. thermophilus justru lebih

lambat, sehingga pada akhir jam ke-24 S.

thermophilus masih terus mengalami fase

eksponensial dan belum mencapai fase stasioner

(Gambar 5). Hal ini semakin membuktikan

bahwa prebiotik FOS merupakan sumber nutrisi

Tabel 5. Jumlah total koloni Streptococcus thermophilus (log CFU/ml sampel) pada beberapa variasi

kadar FOS (0%, 1%, 3%, 5%) selama 24 jam

Interval lama Jumlah total koloni Streptococcus thermophilus (log CFU/ml)

Inkubasi

FOS 0% FOS 1% FOS 3% FOS 5%

0 jam 7,24±0,02a 6,94±0,03f 6,90±0,03f 6,93±0,01f

6 jam 7,57±0,04b 7,62±0,05b 7,49±0,01b 7,74±0,02b

12 jam 8,23±0,01c 8,49±0,01d 9,48±0,03e 8,32±0,04d

18 jam 8,43±0,03d 9,35±0,04e 10,18±0,04h 9,36±0,03e

24 jam 9,18±0,02e 11,04±0,02g 10,23±0,03h 10,58±0,06h

Keterangan: Huruf yang berbeda menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan taraf nyata 95 %,

(α= 5 %)

Gambar 5. Nilai optical density (OD)

Streptococcus thermophilus dengan

beberapa variasi kadar FOS (0%, 1

%, 3%, 5%) selama 24 jam

penting dan esensial yang dibutuhkan oleh S.

thermophilus untuk meningkatkan dan

mempercepat laju pertumbuhannya.

Penurunan pH selama fermentasi FOS oleh

Streptococcus thermophilus dipengaruhi oleh

adanya aktivitas bakteri tersebut dalam

menghidrolisis FOS menjadi asam laktat

(Gambar 6 dan Tabel 6). Dihasilkannya asam

laktat sebagai hasil metabolisme FOS

menyebabkan penurunan nilai pH yang

signifikan dari kisaran 6,0 menjadi 4,0. Hal

tersebut terkait dengan semakin meningkatnya

jumlah populasi bakteri asam laktat yang

menggunakan FOS sebagai sumber karbon

untuk pertumbuhannya. Semakin banyak

sumber karbon yang dapat dimetabolisme maka
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semakin banyak pula asam laktat yang

dihasilkan sehingga secara otomatis pH juga

akan semakin rendah. Duncan dan Flint (2013)

melaporkan bahwa bakteri jenis Streptococus

sp. bertanggung jawab atas penurunan pH awal

yogurt menjadi sekitar 5,0. Kemudian jenis

Lactobacillus sp. bertanggung jawab atas

penurunan lebih lanjut sampai pH mencapai

4,5. S. thermophilus menghasilkan enzim

fruktofuranosidase yang menghidrolisis FOS

menjadi fruktosa untuk selanjutnya diubah

menjadi produk asam laktat oleh enzim laktat

dehidrogenase. Konsentrasi FOS 1 % yang

ditambahkan dalam media MRS modifikasi

memberikan peningkatan tertinggi terhadap

kadar total asam laktat  selama pertumbuhan

bakteri S. thermophilus (Tabel 6).

Menurut Cummings et al. (2001) manfaat

asam lemak rantai pendek hasil metabolisme

FOS terhadap kesehatan, antara lain adalah

senyawa tersebut dapat diabsorpsi oleh mukosa

usus dan berperan dalam pemenuhan kebutuhan

energi. Asam laktat akan menjadikan kondisi

usus menjadi asam sehingga bakteri patogen

yang tidak tahan asam akan mati. Asam asetat

akan dimetabolisisme pada sel otot, ginjal,

jantung dan otak. Asam propionat merupakan

prekusor glukoneogenik yang menekan sintesis

kolesterol dalam hati. Hal ini dibuktikan dengan

percobaan in vitro oleh Pereira et al. (2003)

terhadap penurunan kadar kolesterol yang

disebabkan tingginya kadar propionat oleh

Lactobacillus fermentum. Naruszewicz et al.

(2002) membuktikan bahwa Lactobacillus

plantarum dapat  menurunkan tekanan darah,

fibrinogen dan kolesterol LDL serta menaikkan

kolesterol HDL. Sementara itu asam butirat

merupakan sumber energi utama untuk

kolonosit, dimana butirat dimetabolisme oleh

epitel kolon dan berfungsi sebagai regulator

pertumbuhan dan deferensiasi sel (Russel, et al.,

2013). Di samping itu asam butirat memegang

peranan penting dalam mencegah kanker

(Topping dan Clifton, 2001).

Macfarlane dan Cummings, (1999) melapor-

kan bahwa fermentasi fruktooligosakarida

Tabel 6. Kadar total asam laktat tertitrasi Streptococcus thermophilus dengan beberapa variasi

kadar FOS (0%, 1%, 3%, 5%) selama 24 jam

Interval lama Nilai kadar total asam laktat Streptococcus thermophilus (%)

Inkubasi

FOS 0% FOS 1% FOS 3% FOS 5%

0 jam 0,15±0,02a 0,20±0,01c 0,27±0,02d 0,25±0,01d

6 jam 0,21±0,02a 0,54±0,02b 0,58±0,01e 0,59±0,01e

12 jam 0,29±0,01a 0,81±0,02c 0,77±0,02e 0,72±0,02g

18 jam 0,32±0,01a 0,99±0,02a 0,81±0,01f 0,77±0,03h

24 jam 0,36±0,02b 1,08±0,01d 0,99±0,02e 0,99±0,02g

Keterangan: Huruf yang berbeda menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan taraf nyata 95 %,

(α= 5 %)

Gambar 6. Nilai pH Streptococcus thermo-

philus dengan beberapa variasi

kadar FOS (0%, 1 %, 3%, 5%) selama

24 jam

merupakan sumber energi utama bagi bakteri

probiotik seperti Lactobacillus  sp. dan

Bifidobacterium. Seiring dengan kebutuhan

energi untuk pertumbuhannya, ketersediaan

karbohidrat akan berkurang, sehingga protein

dan asam amino akan menjadi sumber energi

metabolik dominan untuk bakteri probiotik di

kolon (Salem et al. 2007). Hal ini akan

menyebabkan meningkatnya bakteri patogen di

usus sebab protein dan asam amino adalah

merupakan sumber nutrien utama bagi bakteri

patogen. Oleh karena itu, konsumsi FOS sebagai

senyawa karbohidrat yang sulit dicerna sangat

dibutuhkan untuk menjaga keseimbangan

mikroflora di usus. Hal inilah yang pada

akhirnya memunculkan konsep prebiotik (Alves
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et al. 2013). Pada produksi asam lemak rantai

pendek, senyawa FOS akan dihidrolisis oleh

enzim fruktofuranosidase yang dihasilkan oleh

Lactobacillus acidophilus menjadi fruktosa

(Makras et al., 2005). Selanjutnya fruktosa yang

merupakan pentosa akan mengalami proses

glikolisis menjadi asam piruvat. Dalam proses

metabolisme selanjutnya asam piruvat akan

diubah menjadi asam laktat, asam asetat, asam

propionat, asam butirat dan CO
2
 (Wang dan

Gibson, 1993).

SIMPULAN

Kadar optimal FOS yang perlu ditam-

bahkan ke dalam media MRSB untuk

meningkatkan pertumbuhan L. acidophilus, L.

bulgaricus, S. thermophilus secara signifikan

adalah sebesar 1 % (b/v). L. acidophilus, L.

bulgaricus dan S. thermophilus mengalami fase

eksponensial pertumbuhannya mulai dari masa

inkubasi jam ke-6 hingga jam ke-18 dan mulai

mengalami fase stasioner serta fase kematian

pada akhir jam ke-24. Selama pertumbuhan L.

acidophilus, L.bulgaricus, S. thermophilus

dalam media MRSB yang disuplementasi FOS

terjadi penurunan nilai pH dari kisaran 6,00

menjadi 4,00 karena terjadinya pembentukan

asam laktat.

SARAN

Untuk penelitian selanjutnya dapat dila-

kukan studi komparatif dengan memban-

dingkan kemampuan pertumbuhan ketiga isolat

bakteri asam laktat starter yoghurt tersebut

terhadap sumber prebiotik yang lain seperti

rafinosa dan pati resisten.
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