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LAMPIRAN 1

ALUR PENELITIAN

I. Proses Enkapsulasi Metode Ekstrusi

1.1 Pembuatan suspensi bakteri Lactobacillus sp.

Bakteri

e 1-2 ose bakteri Lactobacillus sp. dimasukkan ke
dalam 30 mL MRS Broth

e Diinkubasi dalam shaker incubator selama 48 jam
dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 37°C

1.2 Pembuatan MRS broth

MRS Broth

e Ditimbang 1,56 gr padatan MRS Broth
e Dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer 100 mL

Labu erlenmeyer

e Dilarutkan MRS Broth dengan 30 mL aquadest
e Diaduk dengan menggunakan magnetic stirer sampai
larut

Labu erlenmeyer

e Ditutup mulut labu erlenmeyer kemudian disterilkan pada
suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit
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1.3 Pembuatan larutan kitosan (0,2%o; 0,6%; 1% dan ; 2% (b/v))

Kitosan 0,2%:; 0,6%;
1%; dan 2%

e Ditimbang 0,2 g; 0,6 g; 1 g; dan 2 g kitosan

e Dimasukkan masing-masing padatan ke dalan labu
erlenmeyer 250 mL

e Dilarutkan dengan 100 mL larutan asam asetat 1%

e Diaduk menggunakan magnetic stirer sampai larut

e Setelah larut, atur pH larutan kitosan mencapai pH
6 dengan penambahan larutan NaOH 1M

1.4 Pembuatan larutan Na-Alginat 1%
Na-Alginat 1%

e Ditimbang 1 g padatan Na-Alginat
e Dimasukkan padatan Na-Alginat ke dalam gelas
kimia 250 mL

Gelas kimia

e Dilarutakn Na-Alginat dengan 100 mL aquadest yang telah
dihangatkan (60°C)

e Diaduk menggunakan magnetic stirer dan dihangatkan
pada suhu (60°C)

e Setelah larut dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer 250 mL

Erlenmeyer 250 mL

e Ditutup labu erlenmeyer kemudian disterilkan
pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit
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1.5 Pembuatan larutan CaCl20,1M

CaCl20,1 M

Ditimbang 16 g CaCl;

Dilarutkan dengan aquadest 500 mL dalam gelas kimia
Dimasukkan larutan ke dalam dua labu erlenmeyer,
masing-masing berisi 250 mL larutan CacCl;

Ditutup mulut labu erlenmeyer, kemudian disterilkan
pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit

1.6 Pembuatan mikrokapsul

Bakteri

e 2 ose bakteri Lactobacillus dimasukkan
ke dalam MRS broth

e Diinkubasi (shaker incubator) 48 jam,
120 rpm, 30-37°C

e 5 mL Lactobacillus dimasukkan ke
dalam bahan enkapsulasi

Na-Alginat 1 % + kitin 0,6 %

e Ditimbang 0,4 gram Na-alginat

e Dilarutkan ke dalam 40 mL
aquadest + 5 mL kitin + 5 mL
Lactobacillus  untuk mencapai
konsentrasi akhir bahan pengapsul
50 mL.

v

Larutan pengapsul

e 50 mL larutan pengapsul dimasukkan
ke dalam syringe 60 mL

Ekstrusi

e Dipumping pada ekstrusi dengan
diameter noozel £ 29,70 mm dgn
Q= 1ImL/menit, V=0 kV

Mikrokapsul

e Ditampung dengan wadah berisi larutan
CaCl, (125 mL), dengan pengadukan
selama 30 menit

e Jarak antara ujung ekstruder dengan
larutan £ 6 cm.

Laminar Air Flow
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e Mikrokapsul disaring dengan kertas
Whatman no.40

e Dibilas dengan aquadest steril
secukupnya

e Mikrokapsul di coating dalam 50 mL
larutan Kitosan (0,2%; 0,6%; 1%; dan
2%)

Mikrokapsul disaring, ditiriskan,
dikumpulkan dan ditimbang

Il. Proses Perendaman Mikrokapsul Dalam Simulasi Asam Lambung

1.1 Pembuatan larutan pH 1,2

NaCl 0,2%
e Ditimbang 0,2 g NaCl
e Dimasukkan NaCl ke dalam gelas kimia 250 mL
¢ Dilarutkan dengan 100 mL aquadest
e Setelah larut, atur pH larutan dengan bantuan HCI

sampai pH 1,2

Dipipet 9 mL larutan pH 1,2 ke dalam tabung reaksi ulir

¢ Disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15
menit

Il. 2 Pembuatan larutan pH 3

NaCl 0,2%

Ditimbang 0,2 g NaCl

Dimasukkan NaCl ke dalam gelas kimia 250 mL
Dilarutkan dengan 100 mL aquadest

Setelah larut, atur pH larutan dengan bantuan HCI sampai
pH 3

Dipipet 9 mL larutan pH 3 ke dalam tabung reaksi ulir

e Disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15
menit
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1. 3 Pembuatan larutan Na-Sitrat 1%

Na-sitrat 1%

e Ditimbang 1 g Na-Sitrat

e Dilarutkan dengan 100 mL aquadest

o Disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama
15 menit

I11. Proses Simulasi Asam Lambung

NaCl

e Ditimbang 0,2 gr

e Dilarutkan dalam 100 mL aquadest

e Diasamkan dengan HCI 6 M sampai
pH 3 (20 tetes HCI 6 M)

Larutan NaCl

e Diambil 9 mL
¢ Disimpan dalam tabung reaksi ulir

Tabung reaksi ulir

e 1 gr mikrokapsul dimasukkan ke dalam
tabung reaksi

e Mikrokapsul diinkubasi dengan variasi
waktu perendaman 1, 60 dan 120 menit

Setelah perendaman

e Mikrokapsul disaring dengan menggunakan
kertas saring Whatman No.40

e Mikrokapsul yang tersaring, dimasukkam ke
dalam larutan Na-sitrat 1% (9 mL)

Diuji viabilitas dan
survivabilitas
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IV. Proses Pengukuran Viabilitas Probiotik

IV.1 Pembuatan larutan Buffered Peptone Water 0,1%
Peptone 0,1%

Ditimbang 0,1 g Peptone
Dimasukkan ke dalam gelas kimia 250 mL
Dilarutkan dengan 100 mL aquadest

Dipipet 9 mL menggunakan syringe filter ke dalam
tabug reaksi ulir kemudian tutup

IV.2 Pembuatan MRS Agar
MRS Agar

Ditimbang 68,2g MRS Agar

Dimasukkan ke dalam gelas kimia 1000 mL

Dilarutkan dengan 1000 mL aquadest

Diaduk dengan magnetic stirer dan dipanaskan sampai

mendidih (300°C)

e Dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer 500 mL, dengan
masing-masing labu berisi 300 mL agar

e Disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15

menit
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IVV.3 Proses Pengukuran Viabilitas Probiotik

Mikrokapsul

e Ditimbang 1 gr mikrokapsul
e Direndam mikrokapsul dalam larutan Na-sitrat
1% sebanyak 9 mL dalam gelas kimia 30 mL

Gelas kimia 30 mL

le Diaduk menggunakan magnetic stirer + 2 jam
(suhu kamar)

e Setelah probiotik keluar dari mikrokapsul,
diambil 1 mL, kemudian dimasukkan ke
dalam larutan Peptone 0,1% (9 mL)

e Dilakukkan  pengenceran  berturut-turut
sebanyak 10 kali

Pengenceran

e Diambil 1 mL setiap pengenceran
e Dimasukkan ke cawan petri dan
dilakukkan secara triplo

Cawan petri

e Dituangkan MRS agar (20 mL) ke dalam
masing-masing cawan yang sudah berisi 1
mL larutan Peptone 0,1% yang mengandung
probiotik

e Digoyangkan perlahan

e Diinkubasi dalam inkubator dengan suhu
37°C (48 jam)

Dihitung jumlah koloni yang
tumbuh
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DATA PENGAMATAN DAN PERHITUNGAN

Tabel V.1

Pengamatan Hasil TPC (Total Plate Count) Formulasi Alginat 1%, Kitin 0,6%, dan
Kitosan 2%

Coasei pH 3 PH 1.2
Pengenceran Na-sitrat
Awal 1 60' 120’ 1 60’ 120
CFU/mL CFU/MI | CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL
10t 00 00 00 00 o 00 00 213
102 © 0 0 ) 0 0 0 83
10%a 00 o0 38 00 o0 o0 o0
103b
103¢
10*a 0 o0 4 o0 89 o0 16 0
10*b 61 0
10%¢ 55 0
10°a 00 00 7 61 18 00 1 0
10°b 0 1
10°¢ 17 1
10°a 580 180 1 8 |8 s 0
10°b 2 1
10° ¢ 0 2
107 a 91 10 0 0 0 -
107 b 0 1 1 0
107 ¢ 1 0 0 12
10% a 55
108 b 32
108 ¢ 45
10°a 40 0 0 0
10°b 17 0
10°¢c 24 0
1010 b
1010 c
10112 0
1011 b
1011 c
2x10%° | 2x10% | 46x108 | 3x10% | 5x10%° | 0,3x108 | 1x10" | 18,6 x10®
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Tabel V.1
Pengamatan Hasil TPC (Total Plate Count) Formulasi Alginat 1%, Kitin 0,6%,
dan Kitosan 1%

2l pH 3 pH 1,2
L.casei .
Pengenceran Na-sitrat
awal 1 60' 120' 1 60' 120'
CFU/mL CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL

10t 00 © © o o0 00 0 0

102 o © © © © © 0 0
103 a 0 0 0 0 0 0 0 0
103b 0
103 ¢ 0
10*a © 246 0 © 204 0 10

10*Db 198

10% ¢ 233

10° a o0 190 209 120 24 130 4 0
10°b 176 0

105 ¢ 162 2

10 a © © 79 21 12 0

10°b 13 24 0

10 ¢ 22 19 2

107 a 88 51 20

107 b 5

107 ¢ 13

10%a 9 0

103 b 11

103 ¢

0
1010 b
1010 c
1011 a 0
1011 b
1011 c
1,3x10° | 10x10¥ | 53x 108 | 1x10" | 3x10° | 2x10” | 1x107 | 1,3x10*
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Tabel V.1

Pengamatan Hasil TPC (Total Plate Count) Formulasi Alginat 1%, Kitin 0,6%,
dan Kitosan 0,6%

Broth pH 3 pH 1,2
Pengenceran L.casel Na-sitrat
awal 1 60' 120' 1 60' 120'
CFU/mL CFU/mL | CFU/mL CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL CFU/mL
10t o o0 o R o0 o0 253 123
102 00 o0 00 00 o0 ) 77 23
103 a 0 0 0 0 0 0 31
103h
103¢
10*a o0 o0 o0 0 o0 ) 27 0
10*b 0 0
10% ¢ o0 0
10°a ) 179 165 165 127 188 0 0
10°b 147 101
10° ¢ 65 99
10°a 00 62 00
10°b
108 ¢
107 a 88 26 23
10’ b 14
107 ¢
10%a 9 0
10 b 11
103 ¢
0 0
0
0
10102 0 0
1010 b
1010 c
1011 a
1011 b
1011 c
1,3x10° | 1x10® | 53x10°% | 34,3x10° | 11x10° | 2x10°® | 46x10° | 13x10°
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Tabel V.1

Pengamatan Hasil TPC (Total Plate Count) Formulasi Alginat 1%, Kitin 0,6%,
dan Kitosan 0,2%

A iz
Pengenceran Na-sitrat
awal 1 60' 120’ 1 60' 120
CFU/mL CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL CFU/mL | CFU/mL | CFU/mL
10t 0 0 0 0 0 0 0 28
102 0 0 0 0 o) o) 0 10
10%a 0 0 0 0 o) o) 90
103h
103¢
10*a e o o o 0 00 57 0
10*b 0 0
10 ¢ 0 0
10°a o0 208 229 229 189 215 1 0
10°b 227 167 4
105 ¢ 294 194 9
10%a 580
10°b
106 ¢
107 a 91
107 b
107 ¢
10%a 55
108 b 32
10% ¢ 45
10°a 40 0
10°b 17 0
10°¢ 24 0
ITCEE T
1010 b
1010 c
1011a 0
1011 b
1011 c
2x10" | 06x10% | 1x10° | 1x10° | 25x10° | 33x107 | 4x10° | 1,6 x10°
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DOKUMENTASI HASIL TPC

10° 10

108 10’ 1088

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. sebelum direndam dalam larutan SGF
(formulasi kitosan 0,6 %)
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10° '

1078 1070 108B

1080

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (1 menit)
(formulasi kitosan 0,6 %)
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104 10° 106 1074

1078 107C 108A

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (1 menit)
(formulasi kitosan 0,6 %)
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10® 10 10°4 10°®

1050 106A 106B 106C

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (60 menit)
(formulasi kitosan 0,6 %)
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10!

10°

10°

10°

1050

106A

106C

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (60 menit)

(formulasi kitosan 0,6 %)
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105¢ 106

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (120 menit)
(formulasi kitosan 0,6 %)
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10?

102

103A

103B

103C

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (120 menit)
(formulasi kitosan 0,6 %)
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10°

10°

107A

1088

108C

Gambar V.3 Koloni Lactobacillus sp. sebelum direndam dalam larutan SGF

(formulasi kitosan 2%)
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10

10°

107B

108A

108B

108C

Gambar V.4 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (1 menit)

(formulasi kitosan 2%)

65




LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

1080

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (1 menit)
(formulasi kitosan 2%)
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10°

106A

1068

1078

108

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (60 menit)

(formulasi kitosan 2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

104

106C

107

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (60 menit)

(formulasi kitosan 2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

108

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (120 menit)
(formulasi kitosan 2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10! 10° 10% - Vi

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (120 menit)
(formulasi kitosan 2%)

107 1084 10%8 10%

Gambar V.5 Koloni Lactobacillus sp. sebelum direndam dalam larutan SGF
(formulasi kitosan 1%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

107C 108A 108B

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (1 menit)
(formulasi kitosan 1%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

104

108¢ 107A 107C

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (1 menit)
(formulasi kitosan 1%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10%8 10°¢ 107

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (60 menit)
(formulasi kitosan 1%)

74




LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10 10%4 10%¢ 10%¢

107

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (60 menit)
(formulasi kitosan 1%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10%¢ 10°

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (120 menit)
(formulasi kitosan 1%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

104A

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (120 menit)
(formulasi kitosan 1%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10’

10%

108B

Gambar V.6 Koloni Lactobacillus sp. sebelum direndam dalam larutan SGF

(formulasi kitosan 0,2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10°

10°

107B

10

108A

108C

10°

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (1 menit)
(formulasi kitosan 0,2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (60 menit)
(formulasi kitosan 0,2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

104B

104C

105A

105B

105C

10°

Gambar V.1 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 3 (120 menit)

(formulasi kitosan 0,2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10*

107B

107C

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (1 menit)
(formulasi kitosan 0,2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

104

1054

105C

106B

1060

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (60 menit)

(formulasi kitosan 0,2%)
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LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

10!

10?

103A

103C

Gambar V.2 Koloni Lactobacillus sp. setelah direndam dalam pH 1,2 (120 menit)

(formulasi kitosan 0,2%)
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