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ABSTRACT 
 
Five Lactobacillus strains and two Pediococcus strains isolated from breast milk were evaluated for their ability to metabolite oligosaccharide 

known as prebiotics, i. e. inulin, FOS, GOS, FOS:GOS (1:9), and inulin:GOS (1:9). The result shows that all Lactobacillus and Pediococcus strains 
were able to grow in medium with prebiotics as carbon sources. The best growth was observed when GOS or FOS were used as carbon source, 
while inulin was the worst. The best growth in all oligosaccharides was observed in Lactobacillus R23H, followed by L. rhamnosus B16, L. 
rhamnosus R23, and L. rhamnosus R14. Further study on R23H (heterofermenter) and R23 (homofermenter) shows that there was no difference in 
metabolizing oligosaccharides between heterofermenter and homofermenter. GOS was the best prebiotic used by the both lactic acid bacteria as 
shown by rapid decrease of total sugar. The reducing sugar in medium containing GOS was higher than other oligosaccharides. The decrease of 
total sugar in medium containing inulin was the slowest, indicating that inulin was the most difficult prebiotic to be metabolized by the lactic acid 
bacteria. When inulin mixed with GOS in the ratio 1:9, the rate of decreasing of total sugar in the medium was similar to the medium with GOS as 
single carbon source, however it cannot be distinguished if the role of inulin took place after GOS disappeared. The rate of sugar metabolism was 
in accordance with the growth of lactic acid bacteria isolates in medium containing prebiotics. L. rhamnosus R23 was used in sinbiotic fermented 
milk product combine with FOS, inulin, and inulin:GOS (1:9). After fermentation, remaining sugar in skim milk with additional prebiotics was higher 
than skim milk without additional prebiotics. Remaining sugar on fermented milk product includes the amount of prebiotic that will be used as 
carbon source in colon. Combination of potential probiotic L. rhamnosus R23 and mixture of inulin:GOS (1:9) could be used to make sinbiotic 
fermented milk product. 
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1PENDAHULUAN 
 

Probiotik didefinisikan sebagai sel mikroba hidup yang jika 
dikonsumsi dalam jumlah yang cukup akan memberikan 
manfaat kesehatan (FAO/WHO, 2006). Mikroba yang umum 
digunakan adalah bakteri asam laktat (BAL). Ducluzeau et al. 
(1991) menyatakan beberapa BAL probiotik yang umum dan 
aman digunakan antara lain adalah Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus casei, Sterptococcus lactis, Enterococcus 
faecium, Bifidobacterium adolescentis, dan Bifidobacterium 
coagulans. 

Prebiotik didefinisikan sebagai bahan pangan yang tidak 
dapat dicerna (oleh manusia) dan memiliki manfaat yang 
menguntungkan dengan menstimulasi pertumbuhan dan 
aktivitas beberapa bakteri yang terdapat pada usus sehingga 
dapat meningkatkan kesehatan inang (Gibson, Roberfroid, 
1995). Fruktooligosakarida (FOS), galaktooligosakarida (GOS), 
dan inulin adalah beberapa jenis prebiotik yang banyak 
digunakan (Bouhnik et al., 1999). Baik inulin, FOS maupun 
GOS bukan merupakan subtrat bagi enzim hidrolitik pada 
saluran pencernaan bagian atas (Macfartane et al., 2008; 
Gropper et al., 2009).  

                                                           
*Korespondensi Penulis : 
 Email : lilis@seafast.org 

Penggunaan probiotik pada produk pangan fungsional 
seringkali disertai dengan penambahan prebiotik. Hal ini 
dilakukan untuk mendukung pertumbuhan bakteri probiotik yang 
digunakan dan sekaligus memperoleh manfaat dari prebiotik 
yang ditambahkan. Kombinasi probiotik dan prebiotik dalam 
suatu produk pangan dikenal dengan istilah sinbiotik (Gibson 
dan Roberfroid, 1995). Shin et al. (2000) meneliti pengaruh 
beberapa jenis prebiotik komersial yaitu inulin, FOS, dan GOS 
terhadap probiotik Bifidobacterium spp. Dengan penambahan 
prebiotik pada media, proliferasi sel Bifidobacterium spp. 
menjadi lebih cepat. Bouhnik et al. (1999) meneliti pengaruh 
pemberian susu fermentasi yang mengandung probiotik 
Bifidobacterium sp. dan prebiotik FOS terhadap manusia. 
Hasilnya menunjukkan bahwa terdapat peningkatan jumlah 
Bifidobacteria pada feses manusia yang mengonsumsi susu 
fermentasi dibandingkan dengan yang tidak mengonsumsi susu 
fermentasi. Penelitian yang dilakukan Moro et al. (2002) juga 
menunjukkan bahwa pemberian susu formula yang difortifikasi 
dengan campuran FOS dan GOS dengan konsentrasi 0,4 
g/100ml atau 0,8 g/100ml selama 28 hari menunjukkan 
peningkatan Bifidobacteria dan Lactobacillus dalam feses. 
Penambahan campuran prebiotik tersebut menghasilkan 
formulasi yang lebih mendekati komposisi ASI di-bandingkan 
dengan penambahan satu jenis prebiotik saja. 
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Pemanfaatan berbagai jenis prebiotik oleh probiotik bersifat 
spesifik. Prebiotik yang dapat dimanfaatkan oleh satu jenis 
probiotik belum tentu dapat digunakan pula oleh jenis probiotik 
lainnya (Manning et al., 2004), tergantung dari kemampuan 
mikroorganisme tersebut dalam memproduksi enzim yang 
diperlukan untuk memetabolisme prebiotik. Oleh karena itu 
kemampuan BAL yang berpotensi sebagai probiotik untuk 
menggunakan prebiotik sebagai sumber karbon dan energi 
perlu dikaji.  

Beberapa BAL asal ASI memiliki potensi sebagai probiotik, 
penelitian yang dilakukan oleh Nuraida et al. (2007) menunjuk-
kan bahwa beberapa strain BAL yang diisolasi dari ASI 
berpotensi sebagai probotik karena memiliki kemampuan untuk 
bertahan pada kondisi asam dan resisten terhadap garam 
empedu. Dalam penelitian ini akan dikaji kemampuan isolat BAL 
asal ASI untuk menggunakan beberapa jenis prebiotik untuk 
pertumbuhannya, yaitu inulin, FOS dan GOS. European 
Commission (EC) telah merekomendasikan kombinasi prebiotik 
FOS:GOS (1:9) sebanyak 0,8 g/100ml untuk produk susu 
formula (SCF, 2001a; SCF, 2001b), sehingga dalam penelitian 
ini juga dilakukan pengujian untuk kombinasi prebiotik 
FOS:GOS (1:9) dan inulin:GOS (1:9). 

Probiotik dan prebiotik yang terdapat dalam produk sinbiotik 
harus sampai pada kolon untuk dapat meningkatkan kesehatan 
saluran pencernaan inang. Oleh karena itu, untuk memperoleh 
manfaat dari prebiotik dan probiotik secara optimal harus dapat 
dipastikan bahwa prebiotik yang ditambahkan tidak habis di-
gunakan oleh probiotik selama proses fermentasi. Dengan 
demikian kejelasan proses dan waktu metabolisme dari 
prebiotik yang digunakan juga menjadi penting untuk diketahui. 

Pada penelitian ini diseleksi kandidat probiotik isolat ASI 
yang mampu memanfaatkan inulin, FOS, GOS, kombinasi 
FOS:GOS, dan kombinasi inulin:GOS sebagai sumber karbon, 
dan dipelajari metabolismenya selama pertumbuhan BAL pada 
media yang mengandung probiotik, serta dipilih kombinasi 
probiotik dan prebiotik terbaik untuk diaplikasikan dalam produk 
susu fermentasi. 

METODOLOGI 
 
Bahan dan alat 

Bahan-bahan yang digunakan adalah fruktooligosakarida 
(QHTFOS-G50LTM), galaktooligisakarida (QHTGOS-50LTM), 
inulin (Frutafit IQTM), kultur BAL asal ASI diperoleh dari 
SEAFAST Center IPB. Bahan yang digunakan untuk media 
pertumbuhan diantaranya adalah media MRS (deMan, Rogosa 
and Sharpe) broth, MRS agar, yeast extract (OxoidTM), susu 
skim (SunlacTM), protease peptone (DifcoTM), Tween 80, 
K2HPO4.3H2O, MgSO4.7H2O, MnSO4.4H2O (MerckTM), dan 
sodium asetat (CicaTM). Bahan-bahan untuk analisis 
oligosakarida meliputi larutan fenol 5%, H2SO4 pekat, Na2CO3, 
NaHCO3, KCN, FeNH4(SO4)2 (MerckTM), dan potassium ferric 
cyanide (CicaTM). Bahan yang digunakan untuk analisis asam 
laktat adalah NaOH 0.1 N (CicaTM), indikator penolftalein 
(MerckTM). Alat-alat yang digunakan meliputi membran filter 
steril 0,2 µm, sentrifus, spektrofotometer dan peralatan standar 
untuk analisa mikrobiologi. 

Persiapan kultur bakteri asam laktat 
Tujuh BAL asal ASI digunakan dalam penelitian ini yaitu 

Lactobacillus rhamnosus B16, Lactobacillus rhamnosus R14, 
Lactobacillus rhamnosus R21, Lactobacillus rhamnosus R23, 
Lactobacillus R23H, Pediococcus pentosaceus 1-A22, dan 
Pediococcus pentosaceus 1-A23. Kultur stok disimpan pada 
suhu -20°C dengan konsentrasi gliserol dalam medium (MRSB) 
sebesar 20%. Sebelum digunakan kultur diaktifkan terlebih 
dahulu pada medium MRSB (37°C, 24 jam). 

 
Seleksi BAL isolat ASI yang dapat memanfaatkan prebiotik 
sebagai sumber karbon  

Media uji yang digunakan adalah media berbasis MRSB 
yang diganti kandungan glukosanya dengan beberapa jenis 
prebiotik yang digunakan. Media dibuat dengan mencampurkan 
protease pepton (10 g), yeast extract (5 g), sodium asetat (5 g), 
Tween 80 (1 g), dan akuades (1 L). Kemudian pH media diatur 
dengan menggunakan HCl dan NaOH hingga mencapai 6,4-6,6 
dan disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C 
selama 15 menit. Sumber mineral yang terdiri dari 
K2HPO4.3H2O (2 g/1L media), MgSO4.7H2O (0,2 g/1L media), 
MnSO4.4H2O (0,05 g/1L media) masing-masing dibuat terpisah 
dengan membuat larutan stok yang memiliki konsentrasi 100 
kali konsentrasi media. Selanjutnya larutan mineral disterilkan 
pada suhu 121°C selama 15 menit.  

Konsentrasi prebiotik FOS, GOS, inulin, campuran 
FOS:GOS (1:9) dan inulin:GOS (1:9) pada media berbasis 
MRSB adalah sebesar 5%. Terlebih dahulu dibuat larutan stok 
prebiotik dengan konsentrasi 10 kali konsentrasi media, kecuali 
untuk inulin dibuat larutan stok dengan konsentrasi 2 kali 
konsentrasi media. Larutan prebiotik tersebut disterilisasi 
dengan menggunakan filter steril 0,2 µm. Penambahan larutan 
prebiotik ke dalam medium steril dilakukan sesaat sebelum 
media digunakan. Kemudian sebanyak 0,1 ml kultur BAL di-
tambahkan pada tabung reaksi berisi media uji untuk selanjut-
nya dilakukan inkubasi pada 37°C selama 24 jam. Analisis total 
BAL dilakukan setelah inkubasi selama 24 jam dengan metode 
cawan tuang (BAM, 2001) menggunakan media MRSA.  

 
Uji metabolisme prebiotik oleh BAL isolat ASI 

Metabolisme prebiotik oleh BAL diamati dengan meng-
analisis kandungan gula dan asam pada media pertumbuhan 
yang digunakan. Kultur BAL yang terpilih berdasarkan seleksi 
pada tahap sebelumnya (L. rhamnosus R23 dan Lactobacillus 
R23H), ditumbuhkan pada media berbasis MRSB dengan 
prebiotik sebagai sumber karbon. Media berbasis MRSB dan 
kombinasi prebiotik yang digunakan sama dengan pengujian 
pada tahap seleksi, kecuali pada tahap ini larutan prebiotik 
dipasteurisasi pada suhu 85°C selama 30 menit.  

Sebanyak 1 ml kultur diinokulasikan pada 100 ml media. 
Setiap 2 jam dari jam ke-0 sampai ke-12 dan selanjutnya pada 
jam ke-24 dilakukan analisis pertumbuhan sel dengan metode 
spektrofotometri (Widdel, 2007), analisis total gula metode 
fenol-sulfat (Dubois et al., 1956), gula pereduksi metode Park-
Johnson (Takeda, 2003), persen asam laktat (AOAC, 1998), 
dan pH (AOAC, 1998). Untuk analisis total gula dan gula 
pereduksi, persiapan sampel dilakukan dengan memisahkan 
BAL dengan cara mensentrifusi media selama 10 menit pada 
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kecepatan 4000 rpm. Kemudian sebanyak 1 ml supernatan 
dipipet dan ditambahkan NaOH 1 N sampai pH netral (2 tetes). 
Sebelum dianalisis, sampel diencerkan terlebih dahulu dengan 
akuades hingga mencapai konsentrasi pada kisaran konsentrasi 
kurva standar.  

 
Aplikasi pada produk susu fermentasi 

Kultur BAL terpilih (Lactobacillus R23) sebanyak 2% di-
tumbuhkan pada media susu skim 10% yang telah disterilisasi 
pada suhu 100°C selama 30 menit. Media susu skim yang telah 
diinokulasi dengan BAL diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 
jam dan digunakan sebagai kultur starter. Media susu 
fermentasi yang digunakan adalah susu skim 12% (b/v). 
Kombinasi prebiotik yang digunakan adalah FOS, Inulin, dan 
campuran inulin:GOS (1:9). Prebiotik yang telah dipasteurisasi 
pada 85°C selama 30 menit ditambahkan ke dalam media susu 
skim sebanyak 5% sesaat sebelum media digunakan. Media 
susu skim tanpa penambahan prebiotik digunakan sebagai 
pembanding. Selanjutnya, 1% kultur starter diinokulasikan ke 
dalam media susu skim dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 
48 jam. Analisis dilakukan pada 0, 24 dan 48 jam terhadap total 
BAL dengan menggunakan metode hitungan cawan (BAM, 
2001), analisis total gula metode fenol-sulfat (Dubois et al., 
1956), gula pereduksi metode Park-Johnson (Takeda, 2003), 
asam laktat (AOAC, 1998), dan pH (AOAC, 1998). Persiapan 
sampel untuk analisis total gula dan gula pereduksi dilakukan 
dengan metode yang sama seperti pada tahap sebelumnya. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

BAL isolat ASI yang dapat memanfaatkan prebiotik 
sebagai sumber karbon  

Hasil perhitungan pertumbuhan BAL menunjukkan bahwa 
ketujuh isolat yang digunakan mampu tumbuh lebih baik pada 
media dengan prebiotik sebagai sumber karbon dibandingkan 
pada media kontrol yang tidak mengandung gula. Hal ini terlihat 
dari jumlah koloni yang tumbuh pada media dengan prebiotik 
lebih banyak dari pada jumlah koloni pada media kontrol (Tabel 
1). Selisih jumlah BAL pada media kontrol dan media dengan 
prebiotik disajikan pada Gambar 1.  

 
Tabel 1. Jumlah BAL dalam media berbasis MRSB dengan prebiotik 

sebagai sumber karbon 

Kode 
Isolat 

Jumlah BAL (Log CFU/ml) 

Kon-
trol 

Inulin FOS GOS 
FOS:GOS 

(1:9) 
Inulin:GOS 

(1:9) 

A22 8,47 8,35 9,26 8,72 9,08 8,81 

A23 9,19 9,45 9,64 9,40 9,35 9,28 

B16 8,42 9,12 9,72 9,69 9,86 9,94 

R14 8,59 9,01 9,89 9,85 9,66 9,51 

R21 8,55 9,00 9,56 8,83 9,17 9,53 

R23 8,83 9,54 9,84 9,93 10,00 9,89 

R23H 8,19 9,54 10,02 10,72 10,04 9,94 

 
Pada media dengan inulin sebagai sumber karbon, secara 

umum pertumbuhan seluruh isolat terlihat lebih rendah di-
bandingkan dengan media yang mengandung jenis prebiotik 
lain. Inulin mempunyai derajat polimerisasi kurang dari 25 

dengan rata-rata sebesar 14 (Manning dan Gibson, 2004). 
Penelitian yang dilakukan Shin et al. (2000) menunjukkan inulin 
paling tidak efektif dalam menstimulir pertumbuhan Bifido-
bacterium Bf-1 dan Bf-6 pada media susu skim dibanding-kan 
dengan sumber prebiotik uji lainnya yaitu FOS dan GOS yang 
memiliki nilai DP<10. Hal ini disebabkan kemampuan BAL 
dalam memfermentasi oligosakarida dengan DP>10 hanya 
setengah dari kecepatan fermentasi oligosakarida dengan 
DP<10.  

Seluruh isolat ASI yang diuji menunjukkan pertumbuhan 
yang baik pada media dengan FOS sebagai sumber karbon. 
Pada Gambar 1 terlihat bahwa Lactobacillus R23H menunjuk-
kan jumlah pertumbuhan tertinggi pada media dengan FOS 
sebagai sumber karbon. FOS lebih mudah difermentasi 
dibandingkan dengan inulin karena FOS memiliki nilai DP 2-7 
(Gibson dan Angus, 2000) dan FOS juga dapat dihasilkan 
melalui hidrolisis inulin. Pertumbuhan kandidat probiotik isolat 
ASI pada media dengan GOS sebagai sumber karbon 
menunjukkan hasil yang berbeda untuk setiap isolat. L. 
rhamnosus R14, L. rhamnosus R23, dan Lactobacillus R23H 
menunjukkan tingkat pertumbuhan yang cukup tinggi dan 
hampir sama dengan pertumbuhannya pada media FOS. Tetapi 
keempat isolat lain menunjukkan pertumbuhan yang lebih 
rendah dari pertumbuhan pada media FOS. Kombinasi prebiotik 
FOS:GOS (1:9) dan inulin:GOS (1:9) mampu dimanfaatkan 
dengan baik oleh sebagian besar isolat BAL yang diujikan yaitu 
L. rhamnosus R23, L. rhamnosus B16, L. rhamnosus R14, L. 
rhamnosus R21, dan Lactobacillus R23H (Gambar 1).  

Kemampuan setiap isolat dalam memproduksi enzim yang 
dapat menghidrolisis prebiotik merupakan faktor yang sangat 
berpengaruh terhadap efektivitas dari prebiotik. Penelitian 
Barrangou et al. (2003) yang diacu di dalam Saulnier et al. 
(2007) menunjukkan adanya peran dari fruktosidase dalam 
hidrolisis FOS oleh L. acidophillus. Yoon (2008) meneliti peran 
enzim galaktosidase yang dihasilkan beberapa strain L. 
curvatus dan L. mesenteriodes dalam memetabolisme 
oligosakarida kedelai. Hasilnya menunjukkan bahwa terdapat 
perbedaan aktivitas enzim galaktosidase dari masing-masing 
strain yang diuji. 

 
Gambar 1.   Perbedaan nilai log BAL pada media fermentasi berbasis 

MRSB dengan prebiotik sebagai sumber karbon 
dibandingkan dengan kontrol (tanpa gula) 

 

Metabolisme prebiotik oleh BAL isolat ASI 
Pada uji metabolisme prebiotik oleh BAL digunakan L. 

rhamnosus R23 yang bersifat homofermentatif dan 
Lactobacillus R23H yang bersifat heterofermentatif. L. 
rhamnosus R23 dipilih karena memiliki kemampuan untuk me-
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metabolisme inulin yang relatif sama dengan L. rhamnosus B16. 
Selain itu penelitian lain (Hartanti, 2010) menunjukkan bahwa 
kemampuan L. rhamnosus R23 dalam mencegah diare lebih 
baik daripada L. rhamnosus B16. 

 
Pertumbuhan BAL 

Secara umum kenaikan nilai OD selama pertumbuhan 
kedua isolat pada media dengan GOS sebagai sumber karbon 
menunjukkan nilai tertinggi dibandingkan media dengan 
prebiotik uji lainnya (Gambar 2-3). Hal ini menunjukkan ke-

mungkinan bahwa kedua isolat mampu memproduksi enzim -
galaktosidase yang berperan dalam pemecahan GOS. Pada 
media dengan inulin, nilai OD yang rendah selama waktu 
inkubasi menunjukkan tingkat pertumbuhan yang paling rendah. 
Pertumbuhan berlangsung lambat pada masa awal inkubasi 
karena inulin sebagai sumber karbon memiliki rantai yang 
panjang (nilai derajat polimerisasi 2-60) sehingga BAL sulit 
untuk memetabolismenya (Gibson dan Angus, 2000). 

 
 

Gambar 2. Grafik pertumbuhan L. rhamnosus R23 pada media ber-
basis MRSB dengan prebiotik sebagai sumber karbon 

 
Gambar 3.  Grafik pertumbuhan Lactobacillus R23H pada media ber-

basis MRSB dengan prebiotik sebagai sumber karbon 

 
Perbedaan kecenderungan kedua isolat dalam mem-

fermentasi prebiotik terlihat pada media dengan GOS dan FOS. 
Pada media dengan GOS sebagai sumber karbon L. 
rhamnosus R23 menunjukkan tingkat pertumbuhan yang tinggi 
sejak awal sampai akhir inkubasi, sedangkan Lactobacillus 
R23H menunjukkan pertumbuhan yang lambat di awal inkubasi 
dan mengalami peningkatan yang cepat pada akhir waktu 
inkubasi (Gambar 2-3).  

Sebaliknya pada media dengan FOS sebagai sumber 
karbon tunggal, L. rhamnosus R23 menunjukkan tingkat per-
tumbuhan yang sedikit lebih rendah dibanding Lactobacillus 
R23H. Kombinasi dua jenis prebiotik yang digunakan yaitu 

FOS:GOS (1:9) dan inulin:GOS (1:9) dapat dimanfaatkan 
dengan baik oleh L. rhamnosus R23 dan Lactobacillus R23H. 
Hal ini terlihat dari tingginya pertumbuhan yang ditunjukkan 
dengan nilai OD yang tinggi pada setiap waktu pengamatan. 

 
Perubahan pH selama pertumbuhan BAL 

Perubahan pH selama pertumbuhan L. rhamnosus R23 dan 
Lactobacillus R23H pada media kontrol menunjukkan 
perubahan yang tidak signifikan selama waktu inkubasi (p<0,05) 
(Gambar 4 dan 5). Pada media lain dengan prebiotik sebagai 
sumber karbon penurunan pH yang signifikan terjadi selama 
pertumbuhan kedua isolat (p<0,05). Media dengan GOS 
sebagai sumber karbon mangalami penurunan pH paling tinggi, 
sedangkan media dengan inulin sebagai sumber karbon 
mengalami penurunan pH yang paling rendah.  

 

 
Gambar 4. Grafik perubahan pH selama pertumbuhan L. rhamnosus 

R23 pada media berbasis MRSB dengan prebiotik 
sebagai sumber karbon 

 
 
Gambar 5.  Grafik perubahan pH selama pertumbuhan Lactobacillus 

R23H pada media berbasis MRSB dengan prebiotik 
sebagai sumber karbon 

 
Perubahan jumlah konsentrasi asam laktat selama per-
tumbuhan BAL 

Hasil pengukuran TAT (% asam laktat) sebanding dengan 
hasil pengukuran pH (Gambar 6 dan 7). Pada media kontrol 
jumlah asam laktat selama waktu inkubasi cenderung konstan, 
sedangkan pada kelima media uji yang mengandung prebiotik 
terjadi peningkatan nilai TAT yang signifikan (p<0,05) selama 
pertumbuhan L. rhamnosus R23 dan Lactobacillus R23H. 
Peningkatan nilai TAT yang paling tinggi selama pertumbuhan 
kedua isolat dicapai pada media yang memanfaatkan GOS 
sebagai sumber karbon. 
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Gambar 6.  Grafik perubahan TAT selama pertumbuhan L. rhamnosus 

R23 pada media berbasis MRSB dengan prebiotik 
sebagai sumber karbon 

 

 
 

Gambar 7.  Grafik perubahan TAT selama pertumbuhan Lactobacillus 
R23H pada media berbasis MRSB dengan prebiotik 
sebagai sumber karbon 

 
Perubahan total gula selama pertumbuhan BAL 

Selama pertumbuhan L. rhamnosus R23 dan Lactobacillus 
R23H terjadi penurunan total gula pada keseluruhan media uji 
yang mengandung prebiotik sebagai sumber karbon (Gambar 8 
dan 9). Hal ini mengindikasikan bahwa prebiotik sebagai 
sumber gula tunggal yang terdapat dalam media dapat 
dimanfaatkan oleh BAL untuk pertumbuhannya.  

Penurunan total gula tercepat teramati pada media dengan 
GOS sebagai sumber karbon. Nilai DP GOS yang tidak terlalu 
tinggi yaitu berkisar antara 2-7 menyebabkan GOS lebih mudah 
untuk difermentasi. Pada media dengan inulin sebagai sumber 
karbon, penurunan total gula selama pertumbuhan kedua isolat 
berlangsung lambat (Gambar 8-9). Inulin yang memiliki rantai 
lebih panjang dibandingkan FOS dan GOS sehingga lebih sulit 
untuk dimetabolisme oleh BAL. Kemampu-an BAL dalam 
memetabolisme inulin terkait dengan keberadaan enzim 
inulinase yaitu enzim yang dapat menghidrolisis inulin 
(Nakamura et al., 1995). Enzim ini akan diproduksi ketika BAL 
tumbuh pada media atau lingkungan yang mengandung inulin. 
Mula-mula L. rhamnosus R23 dan Lactobacillus R23H tidak 
mampu menggunakan inulin sehingga pertumbuhan di masa 
awal inkubasi cenderung lambat. Setelah fase adaptasi maka 
enzim diproduksi dan selanjutnya enzim dapat digunakan untuk 
memecah inulin selama pertumbuhan kedua isolat. 

Penurunan total gula pada media dengan FOS sebagai 
sumber karbon lebih besar dibandingkan media inulin. FOS 

dapat dipecah oleh enzim -fruktosidase menghasilkan molekul 
glukosa dan fruktosa. Enzim ini merupakan enzim ekstraseluler 
yang bersifat induktif. Jadi enzim hanya akan diproduksi ketika 

substrat yang sesuai yaitu FOS ada di lingkungan pertumbuhan 
BAL. Pada media dengan kombinasi inulin:GOS (1:9), me-
nunjukkan penurunan total gula yang lebih besar jika dibanding-
kan dengan media dengan inulin saja. Pada media yang berisi 
kombinasi FOS:GOS (1:9), penurunan total gula selama 
pertumbuhan sedikit lebih lambat dibandingkan dengan media 
yang hanya menggunakan FOS secara tunggal. Selama per-
tumbuhan L. rhamnosus R23 dan Lactobacillus R23H, 
penurunan total gula pada kedua media dengan kombinasi dua 
jenis prebiotik tidak terlalu berbeda satu sama lain. Gambar 8 
dan menunjukkan bahwa kombinasi prebiotik lebih cepat 
dimetabolisme daripada inulin tetapi lebih lambat jika dibanding-
kan dengan FOS dan GOS. Kondisi tersebut diharapkan pada 
aplikasi produk sinbiotik, yaitu prebiotik tidak akan habis 
dipecah oleh BAL dan akan dimanfaatkan sebagai sumber 
karbon oleh probiotik di dalam kolon setelah produk dikonsumsi. 

 
Gambar 8. Grafik perubahan total gula selama pertumbuhan L. 

rhamnosus R23 pada media berbasis MRSB dengan 
prebiotik sebagai sumber karbon 

 

 
 

Gambar 9. Grafik perubahan total gula selama pertumbuhan 
Lactobacillus R23H pada media berbasis MRSB 
dengan prebiotik sebagai sumber karbon 

 
Perubahan konsentrasi gula pereduksi 

Penurunan gula pereduksi selama pertumbuhan L. 
rhamnosus R23 dan Lactobacillus R23H pada media dengan 
inulin terjadi secara lambat (Gambar 10-11). Hal ini berkaitan 
dengan monosakarida utama penyusun inulin yaitu fruktosa 
yang bukan merupakan gula pereduksi. Nilai gula pereduksi 
yang terukur selama pertumbuhan berasal dari gugus glukosa 
yang terdapat pada setiap ujung struktur inulin.  

Penurunan jumlah gula pereduksi pada media dengan 
FOS lebih besar jika dibandingkan dengan media yang 
mengandung inulin (Gambar 10-11). Jumlah awal gula 
pereduksi pada media dengan FOS juga menunjukkan nilai 
yang lebih tinggi daripada inulin. Hal ini terjadi karena FOS 
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memiliki rantai yang lebih pendek sehingga pada konsentrasi 
yang sama molekul FOS lebih banyak daripada inulin sehingga 
gugus gula pereduksi pada FOS juga lebih banyak daripada 
inulin. Nilai gula pereduksi berasal dari ujung rantai glukosa 
yang memiliki gugus -OH bebas pada struktur FOS yang telah 
dipecah oleh bakteri.  

 
Gambar 10. Grafik perubahan gula pereduksi selama pertumbuhan L. 

rhamnosus R23 pada media berbasis MRSB dengan 
prebiotik sebagai sumber karbon 

 
Gambar 11.   Grafik perubahan gula pereduksi selama pertumbuhan 

Lactobacillus R23H pada media berbasis MRSB 
dengan prebiotik sebagai sumber karbon 

 
Hasil pengukuran gula pereduksi pada media dengan GOS 

sebagai sumber karbon menunjukkan bahwa GOS memiliki 
kandungan gula pereduksi terbanyak dibandingkan sumber 
prebiotik uji lainnya. Selama pertumbuhan kedua isolat, jumlah 
gula pereduksi mengalami perubahan yang fluktuatif tetapi 
cederung menurun (Gambar 10-11). Hasil pengukuran yang 
fluktuatif ini menunjukkan pada awal inkubasi GOS terus 
dipecah oleh isolat sehingga jumlah gula pereduksi sempat 
meningkat. Namun kemudian gula pereduksi ini dimetabolisme 
sehingga jumlahnya semakin menurun selama waktu per-
tumbuhan.  

Pada Gambar 10 dan 11 terlihat grafik perubahan kadar 
gula pereduksi pada media yang mengandung FOS:GOS (1:9) 
dan inulin:GOS (1:9) juga menurun, walaupun nilainya fluktuatif. 
Kombinasi antara inulin yang memiliki DP tinggi dengan GOS 
yang memiliki kandungan gula pereduksi tinggi dan DP rendah 
ternyata dapat dimanfaatkan mendukung pertumbuhan BAL 
lebih baik.  
 

Aplikasi pada produk susu fermentasi 
Susu fermentasi digunakan untuk mengaplikasikan konsep 

sinbiotik dalam penelitian ini dengan menggunakan L. 
rhamnosus R23. Dalam penelitian ini diketahui bahwa ke-
mampuan Lactobacillus R23H untuk memetabolisme prebiotik 

lebih baik dari L. rhamnosus R23, namun karena Lactobacillus 
R23H bersifat heterofermentatif maka Lactobacillus R23H 
kurang sesuai digunakan untuk produk susu fermentasi yang 
menyerupai yogurt, sehingga pada tahap ini dipilih L. 
rhamnosus R23. Hasil analisis total BAL selama proses 
fermentasi susu disajikan pada Tabel 2.  

 
Tabel 2. Jumlah L. rhamnosus R23 pada media susu skim dengan 

penambahan prebiotik 

Waktu 
inkubasi 

(jam) 

Jumlah BAL (Log CFU/ml) 

Skim Skim+FOS Skim+Inulin 
Skim+ 

Inulin:GOS 
(1:9) 

0 8,35 8,29 8,35 8,42 

24 9,92 10,15 10,05 10,11 

48 9,60 9,49 9,79 9,92 

 

Total BAL meningkat hingga hari pertama inkubasi, 
kemudian jumlahnya sedikit menurun pada hari kedua inkubasi. 
Pada jam ke-24 menunjukkan terjadi peningkatan jumlah BAL 
pada keempat media. Peningkatan jumlah BAL pada keempat 
media tersebut tidak berbeda nyata satu sama lain (p<0,05).  

Pengukuran total BAL pada jam ke-48 menunjukkan terjadi-
nya penurunan pada keempat media susu skim. Hasil analisis 
menunjukkan bahwa jumlah akhir L. rhamnosus R23 pada 
keempat media tidak berbeda nyata secara signifikan (p<0,05). 
Tabel 2 menunjukkan bahwa jumlah akhir L. rhamnosus R23 
telah memenuhi syarat jumlah minimal BAL pada produk susu 
fermentasi yaitu berkisar antara 108-109 CFU/ml (Kurmann dan 
Rasic, 1991). 

Secara umum total gula pada keempat media susu skim 
mengalami penurunan selama waktu fermentasi. Hal ini 
menunjukkan L. rhamnosus R23 telah memfermentasi gula 
yang terdapat dalam media menjadi asam laktat (Gambar 12).  

 
Gambar 12. Grafik perubahan total gula selama proses fermentasi 

susu skim dengan kultur L. rhamnosus R23 dengan 
penambahan prebiotik 

 

Total gula yang terukur pada media skim tanpa prebiotik 
merupakan laktosa yang terkandung dalam susu, sedangkan 
pada ketiga media lainnya total gula menunjukkan kandungan 
laktosa dan prebiotik yang ditambahkan, sehingga total gula 
yang tersisa pada media kontrol paling sedikit dibanding ketiga 
media lainnya. 

Jumlah awal gula pereduksi pada media skim dengan pe-
nambahan FOS dan inulin:GOS (1:9) lebih tinggi dibanding 
media uji lainnya. Tingginya jumlah gula pereduksi ini karena 
FOS dan GOS yang ditambahkan pada masing-masing media 
memiliki kandungan gula pereduksi yang cukup tinggi. Selama 
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proses fermentasi berlangsung, terjadi penurunan total gula 
pereduksi pada keempat media (Gambar 13). Inulin sebagai 
sumber prebiotik tunggal difermentasi secara lambat oleh L. 
rhamnosus R23.  

 
Gambar 13. Grafik perubahan gula pereduksi selama proses 

fermentasi susu skim dengan kultur L. rhamnosus R23 
dengan penambahan prebiotik 

 
Sementara itu, dengan mengkombinasikan inulin dan GOS 

(1:9), kemampuan L. rhamnosus R23 untuk tumbuh dengan 
memetabolisme prebiotik menjadi lebih baik. Dengan meman-
faatkan kombinasi tersebut, sumber prebiotik tidak terlalu cepat 
dicerna sehingga tidak akan habis dipecah oleh BAL selama di 
dalam produk.  

KESIMPULAN 
 

Ketujuh BAL isolat ASI yaitu L. rhamnosus B16, L. 
rhamnosus R14, L. rhamnosus R21, L. rhamnosus R23, 
Lactobacillus R23H, dan P. pentosaceus 1-A22 dan P. 
pentosaceus 1-A23 dapat memanfaatkan inulin, FOS, dan GOS 
sebagai sumber karbon untuk pertumbuhannya. Isolat R23H, 
R23, B16, dan R14 tumbuh lebih baik dibandingkan isolat BAL 
lainnya. Uji metabolisme prebiotik oleh BAL yang diwakili oleh L. 
rhamnosus R23 dan Lactobacillus R23H secara umum me-
nunjukkan tidak ada perbedaan antara isolat homofermentatif 
dan isolat heterofermentatif dalam memetabolisme probiotik. 
Kedua isolat BAL tersebut paling mudah tumbuh pada media 
dengan GOS dan paling sulit tumbuh pada media dengan inulin. 
Pada kombinasi prebiotik inulin:GOS (1:9), kemampuan kedua 
isolat dalam memfermentasi prebiotik menjadi lebih baik 
daripada penggunaan inulin saja sebagai sumber karbon. 
Penelitian ini mengkonfirmasi bahwa semakin tinggi DP yang 
dimiliki oleh prebiotik, kemampuan BAL dalam memfermentasi-
nya semakin berkurang. 

Pada aplikasi produk sinbiotik berbasis susu fermentasi, 
hasil analisis total gula menunjukkan sisa gula yang jauh lebih 
tinggi pada ketiga media susu skim dengan penambahan 
prebiotik (FOS, inulin, dan kombinasi inulin dan GOS) setelah 
proses fermentasi berlangsung dibandingkan dengan media 
susu skim tanpa prebiotik. Perpaduan jenis prebiotik berantai 
panjang seperti inulin dan prebiotik berantai pendek seperti 
GOS serta L. rhamnosus R23 yang merupakan BAL kandidat 
probiotik dapat digunakan pada produk susu fermentasi 
sinbiotik. Dengan memanfaatkan kombinasi tersebut, sumber 
prebiotik tidak terlalu cepat dicerna sehingga tidak akan habis 

dipecah oleh BAL selama di dalam produk sehingga setelah 
produk dikonsumsi sisa prebiotik dapat dimetabolisme oleh 
probiotik di kolon. 
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