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LAMPIRAN 1

ALUR PENELITIAN

1. Proses Enkapsulasi Metode Ekstrusi

1.1 Pemuatan suspensi bakteri Lactobacillus sp

Bakteri

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

e Diinkubasi dalam saker incubator selama 48 jam dengan
kecepatan 120 rpm pada suhu 37°C

1.2 Pembuatan MRS Broth

MRS Broth

¢ Ditimbang 5,2 gr padatan MRS Broth
e Dimasukkan ke dalam gelas kimia 250 mL

Gelas kimia

o Dilarutkan MRS Broth dengan 100 mL aquadest

e Aduk dengan menggunakan magnetic stirer dan dipanaskan sampai
mendidih.

e Setelah mendidih masukkan ke dalam labu erlenmeyer 250 mL.

Gelas kimia

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

1.3 Pembuatan larutan Kitosan (0,2%0; 0,6%; 1% dan 2% (b/v))

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

¢ Ditimbang 0,2 g; 0,6 g; 1g; dan 2g kitosan
Dimasukkan masing-masing padatan ke dalan labu
erlenmeyer 250 mL

o 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
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1.4 Pembuatan larutan Na-Alginat 1%

Na-Alginat 1%

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

Gelas kimia

Dilarutakn Na-Alginat dengan 100 mL aquadest yang telah
dihangatkan

Diaduk menggunakan magnetic stirer dan dihangatkan pada
suhu 60°C

Setelah larut dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer 250 mL

Erlenmeyer 250 mL

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

1.5 Pembuatan larutan CaCl,0,1M

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 CaCl,

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



2. Pembuatan Mikrokapsul

Bakteri

MRS broth
rpm, 30-37°C

enkapsulasi

e 1 ose bakteri L.casei dimasukkan ke dalar
e Diinkubasi (shaker incubator) 24 jam, 120

e 5 mL L.casei, dimasukkan ke dalam bahan
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Na-Alginat +
Nanokitin

e 5 mL Natrium Alginat

e 5 mL cairan Nanokitin

e 5 mL L.casei untuk mencapai
konsentrasi akhir bahan pengapsul
0,05 g/50 mL.

v

Larutan pengapsul

e 50 mL larutan pengapsul dimasukkan ke
dalam syringei 60 mL

Ekstrusi

e Dipumping pada ekstrusi dengan
diameter noozel £ 27,90 mm dgn Q=
ImL/menit, V=0 kV

Mikrokapsul

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

e Jarak antara ujung ekstruder dengan larutan
6 cm.

Laminar Air Flow

Mikrokapsul ~ disaring dgn kertas
Whatman no.40

Dibilas dengan aquades steril secukupnya
Mikrokapsul dilarutkan dalam 50 mL
larutan Kitosan (1,2%; 1,6%; 2%)
Diaduk (15 menit)

Mikrokapsul disaring, ditiriskan,
dikumpulkan dan ditimbang
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3. Proses Perendaman Mikrokapsul Dalam Simulasi Asam Lambung &
Simulasi Usus Garam Empedu

1.1 Pembuatan larutan pH 1,2

NaCl

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
1,2

Dipipet 9 mL larutan pH 1,2 ke dalam tabung reaksi
Disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit

1.2 Pembuatan larutan pH 3

NaCl

e Ditimbang 0,2 g NaCl
¢ Dimasukkan NaCl ke dalam gelas kimia 250 mL
¢ Dilarutkan dengan 100 mL aquadest

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

3
e Dipipet 9 mL larutan pH 1,2 ke dalam tabung reaksi

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

1.3 Pembuatan larutan Na-Sitrat 1%

Na-sitrat 1%

Ditimbang 1 g Na-Sitrat

Dimasukkan NaCl ke dalam labu erlenmeyer 250 mL
Dilarutkan dengan 100 mL aquadest

Disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15
menit
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1.4 Proses Simulasi Asam Lambung

NaCl

e Ditimbang 0,2 gr

e Dilarutkan dalam 100 mL aquadest

e Diasamkan dgn HCI 0,5 M sampai pH 3
(20 tetes HCI 0, M)

Larutan NaCl

e Diambil 9 mL
e Disimpan dalam tabung reaksi

Tabung reaksi

o 1 gr mikrokapsul dimasukkan ke dalam
tabung reaksi

e Mikrokapsul diinkubasi dengan variasi
waktu perendaman 60 dan 120 menit

Setelah perendaman

e Mikrokapsul disaring dengan menggunakan
kertas saring Whatman No.40

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

Diuji viabilitas dan
survivabilitas




70

LAMPIRAN 1

(LANJUTAN)

1.5 Proses Simulasi Usus Garam Empedu

Bilesalt

¢ Ditimbang 0,05 gr
e Dilarutkan dalam 9 mL larutan KH,PO4

Cairan Bilesalt 0,6%

e Disimpan dalam tabung reaksi

Tabung reaksi

e 1 gr mikrokapsul yang telah direndam
pada cairan simulasi asam lambung
dimasukkan ke dalam tabung reaksi

e Mikrokapsul diinkubasi dengan variasi
waktu perendaman 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
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i. Proses Pengukuran Viabilitas Probiotik

3.1 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 ke dalam tabug reaksi kemudian tutup
Disterilkan pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15
menit

3.2 Pembuatan MRS Agar

MRS Agar

Ditimbang 62g MRS Agar

Dimasukkan ke dalam gelas kimia 1000 mL

Dilarutkan dengan 1000 mL aquadest

Diaduk dengan magnetic stirer dan panaskan sampai mendidih
Dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer 500 mL, dengan masing-
masing labu berisi 300 mL agar

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



3.3

72

LAMPIRAN 1

(LANJUTAN)

Proses Pengukuran Viabilitas Probiotik

Mikrokapsul

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

Gelas kimia 30 mL

e Diaduk menggunakan magnetic stirer £ 2 jam
(suhu kamar)

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

o Dilakukkan pengenceran berturut-turut sebanyak
10 kali

Pengenceran

e Diambil 1 mL setiap pengenceran
o 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

o Digoyangkan perlahan

o Dibiarkan selama + 10 menit

Plate agar

o Diinkubasi dalam incubator dengan suhu
37°C (48 jam)

Dihitung jumlah koloni yang
tumbuh




Pengamatan Hasil TPC (Total Plate Count)

LAMPIRAN 2

DATA PENGAMATAN

Tabel V.4

Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 2% pH 3
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Pengenceran | Broth Na- Broth Beads
/ L.sp Sitrat 1’ 60’ 120° 1’ 60’ 120°
Konsentrasi
10! o0 o ® o o0 o 0 o
102 o0 o0 ® 0 215 0 0 o0
10° o0 0 ® 340 | 33 o o 317
10* © 239 0 55 294 34 44
10° o0 52 150) -
108 298 9 267 - 1
107 64 5 75 - .
108 7 - -
10° - - - - -
1010 - 0 - - - - -
Setelah 2x108 | 7x10% | 4x105 | 2x 3x108 | 5x107 | 12x 105
dikalikan 10¢
pengenceran
Tabel V.5
Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 2% pH 1,2
Pengenceran/ | Broth Na- Broth Beads
Konsentrasi L.sp Sitrat I’ 60’ | 120° I’ 60’ 120°
101 0 0 0 0 0 0 0 71
10? o0 o0 0 0 0 o0 0 19
10° 0 © 0 0 0 120 0 12
104 o0 239 0 0 0 16 42 4
10° o0 52 0 0 0 15
108 298 9 0 0 0 7 - -
107 64 5 0 0 0 - -
108 7 0 0 0 0 - -
10° 0 0 0 0 - - -
10%0 - 0 0 0 - - -
Setelah 2x 108 0 0 0 6x107 | 21x105 | 2x10°
dikalikan
pengenceran
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Tabel V.4

Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 1% pH 3

74

Pengenceran/ | Broth Na- Broth Beads

Konsentrasi L.sp | Sitrat I’ 60’ 120° 1’ 60’ 120°
10! o o 58] o o o o 0
102 0 0 100 0 215 0 0 o0
10° o0 o0 o 340 33 | 205 w0 o
10¢ © [ 35| o | 55 20 | 179 |20l
10° 0 221 I0e) - 2 40 0
108 298 15 267 - - 9 2 -
10’ 64 1 75 - - 24 -
108 7 - 3 0 =
10° 0 - 0 - - 0 - -
L0 - 0 - - - - -

Setelah 4x10% [ 1x10% | 7x10% | 4x105 | 2x10* | 9x 108 | 15x 107 | 230x10°
dikalikan
pengenceran
Tabel V.5
Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 1% pH 1,2

Pengenceran/ | Broth Na- Broth Beads

Konsentrasi L.sp Sitrat I’ 60’ 120’ 1’ 60’ 120°
10t ) oo 0 0 0 00 267 )
102 00 00 0 0 0 00 125 59
103 00 00 0 0 0 253 13
104 00 315 0 0 0 11
10° 00 221 0 0 0
106 298 15 0 0 0
107 64 1 0 0 0
108 7 0 0 0 0 - -
10° 0 - 0 0 0 - - -
10%° - 0 0 0 - - -

Setelah 4x10%° | 1x108 0 0 0 3x107 | 7x10° | 12x10°
dikalikan
pengenceran
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Tabel V.4
Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 0,6% pH 3

Pengenceran/ | Broth Na- Broth Beads
Konsentrasi L.sp Sitrat I 60’ 120° I’ 60’ 120°
10* © o) © © 0 w ® 134
10? 0 © 100 0 215 © @ 82
10° % © © | 340 | 33 ® o e
10 0 97 00) 55 117 264 0
10° 0 23 00) - 51 27 0
10° 298 12 267 - - 5 F 0
107 64 4.3 75 - - 0 0
108 7 - - 0 0 0
10° 0 0 0 - - 0 0 0
10 0 0 - - 0 0 0
Setelah 4x10%° [ 33x10% | 7x108 | 4x105 | 2x10* | 1x107 | 6x10° | 1.6 x 10°
dikalikan
pengenceran
Tabel V.5
Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 0,6% pH 1,2
Pengenceran/ | Broth Na- Broth Beads
Konsentrasi | L.sp | Sitrat I 60’ 120° I’ 60’ 120’
10t o0 oo} 0 0 0 © © 134
102 0 100 0 0 0
103 0 (00} 0 0 0
10 00 97 0 0 0
10° © 23 0 0 0
106 298 12 0 0 0
107 64 4.3 0 0 0
108 7 0 0 0
10° 0 0 0
100 0 0 0 0
Setelah 33x10° 0 0 0 26x107 | 03x10° | 1.6x10°
dikalikan
pengenceran
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Tabel V.4
Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 0,2% pH 3

Pengenceran/ | Broth | Na- Broth | Beads
Konsentrasi L.sp | Sitrat I’ 60’ 120° I’ 60’ 120°
10t © @ f00) © © © © I
102 © @ (6] 0 215 W [0 I
108 fo0) 00 © 340 33 fod) 207 190.6
104 (0} o) ® 55 229 72 40.3
10° 0 91 1) - 96 39
106 464 84 267 - - 7 3.6 0
L 67 71 75 - - 0
108 7.3 - - 0 0
10° 1 - - 0 0
L0 0 - - 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0

Setelah 1x10% | 3x10% | 7x10% | 4x10° | 2x10* | 1x10% | 0,6x 107 | 4x10°

dikalikan
pengenceran

Tabel V.5
Jumlah Koloni Bakteri pada Variasi Kitosan 0,2% pH 1,2

Pengenceran/ | Broth Na- Broth Beads

Konsentrasi L.sp | Sitrat 1’ 60° | 1200 I’ 60’ 120’
10! 0 0 0 0 0 [ 27 h
102 0 0 0 0 0 I 24 2
108 0 0 0 0 0 61 7 0
10 0 0 0 0 0 48 6 0
10° 0 91 0 0 0 43 2 0
10° 464 84 0 0 0 13 F 0
107 67 71 0 0 0 0 0
108 7.3 17.6 0 0 0 0 0 0
10° 1 4 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 0
10% 0 0 0 0 0 0 0

Setelah 1x 10" | 3x10%0 0 0 0 2.6x107 | 0.3x10°% | 2x 102
dikalikan
pengenceran
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PERHITUNGAN

Grafik Yeald dan Survivabilitas Hasil Enkapsulasi

1. Grafik Yield
% Yield
alginat (1 %) + alginat (1%) alginat (1%) alginat (1%) +
nanokitin (1 %) + +nanokitin (1%) + +nanokitin (1%) + nanokitin (1 %) +
kitosan (0,2 %) kitosan (0,6 %) kitosan (1 %) kitosan (2 %)

Gambar V.4 Grafik nilai persen yield dari berbagai variasi
konsentrasi enkapsulasi Lactobacillus sp

Perhitungan nilai Yield:

%Yield = (‘°gA) x 100

Dimana : A = Lactobacillus sp yang telah dienkapsulasi (cfu)
B = Free cell Lactobacillus sp (cfu)

Contoh:

% Yield dari enkapsulasi Alginat 1%+ Kitin 1% + Kitosan 2%

Karna A dan B memiliki satuan yang berbeda, maka disamakan terlebih
dahulu satuannya
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a. Viability Lactobacillus sp yang terenkapsulasi

Viability (cfu) = log jumlah bakteri x banyaknya beads yang diperoleh
=log (2 x 10®) cfu/gx 22,9 g

= log 45,8 x 10%cfu
b. Viability free cell Lactobacillus sp
Viability (cfu) = log jumlah bakteri x jumlah suspensi untuk membuat
beads
=log (4 x 10'%) cfu/mL x 5 mL
=2 x 10" cfu

Setelah itu, kemudian dihitung nilai % vyield

%Yield = %xmo

%Yield = (log alginat 1% + Kitin 1% + kitosan 2%) x 100
Log free cell L.sp

%Yield = (log 45,8 x10°) CFU x 100
(log 2 x 10'Y) CFU

%Yield= 94,3%
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2. Grafik Survivabilitas
Grafik Survivabilitas pH 3 dan pH 1,2 untuk perbandingan
survivabilitas enkapsulasi dengan alginat 1%+ Kitin 1% pada variasi

konsentrasi kitosan 0,2%:; 0,6%; 1%; dan 2%.

Survivabilitas (%)
pH 3

100
80
60
40

Survivabilitas

20

pH 3 1 menit pH 3 60 menit  pH 3 120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.7 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 3 pada variasi
konsentrasi kitosan 2% Lactobacillus sp
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Survivabilitas (%)
pH 1,2

100

80

60

40

Survivabilitas

20

pH 1.2 1 menit pH1.260menit pH1.2120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.8 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 1,2 pada variasi
konsentrasi kitosan 2% Lactobacillus sp

Survivabilitas (%)
pH 3

100

80

60

40

Survivabilitas

20

pH 3 1 menit pH 3 60 menit pH 3 120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.7 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 3 pada variasi konsentrasi
kitosan 1% Lactobacillus sp
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Survivabilitas (%)
pH 1,2

80
70
60
50
40
30
20
10

Survivabilitas

pH1.21menit pH1.260menit pH1.2120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.8 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 1,2 pada variasi konsentrasi
kitosan 1% Lactobacillus sp

Survivabilitas (%)
pH 3

100

80

60

40

Survivabilitas

20

pH 3 1 menit pH 3 60 menit pH 3 120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.7 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 3 pada variasi konsentrasi
kitosan 0,6% Lactobacillus sp
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Survivabilitas (%)
pH 1,2

80
70
60
50
40
30
20
10

Survivabilitas

pH 1.2 1 menit pH 1.2 60 menit  pH 1.2 120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.8 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 3 pada variasi konsentrasi
kitosan 0,6% Lactobacillus sp

Survivabilitas (%)
pH 3

100

80

60

40

Survivabilitas

20

pH 3 1 menit pH 3 60 menit pH 3 120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.7 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 3 pada variasi konsentrasi
kitosan 0,2% Lactobacillus sp



83

LAMPIRAN 3

(LANJUTAN)

Survivabilitas (%)
pH 1,2

80

60
50
40
30
20
10

Survivabilitas

pH 1.2 1 menit pH 1.2 60 menit pH 1.2 120 menit
Waktu Inkubasi

Gambar V.8 Grafik nilai persen survivabiilitas pH 1,2 pada variasi konsentrasi
kitosan 0,2% Lactobacillus sp

Perhitungan nilai Yield :
logA
%Survivabilitas = —=—% X 100
lOng
Dimana:
A = jumlah bakteri enkapsulasi dengan simulasi asam lambung (cfu/mL)

B = jumlah bakteri enkapsulasi tanpa simulasi asam lambung (cfu/mL)
Contoh :

Viabilitas Kitosan 2% pada pH 3 selama 1 menit

logA
%Survivabilitas = IS:—Al X 100
0

s log 2x108
%Survivabilitas = loziﬁ X 100

R 8 Cf L
%Survivabilitas = ﬁ X 100

%Survivabilitas = 96,37%
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10° 10° 105
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1010(b)

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. sebelum
dilakukan enkapsulasi

10° 10t
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10°

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,2%.
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1080 10°

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp setelah dilakukan
enkapsulasi, kemudian diinkubasi pada pH 3 selama 1 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,2%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 60 menit
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10!

1030

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah
dienkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,2%,
kemudian diinkubasi pada pH 3 selama 120 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp.setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,2%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 1 menit
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10°© ) 106@

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,2%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 60 menit
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10%®@

103®)

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,2%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 120 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah
dilakukan enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan kitosan 0,6%,
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106)

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah
dilakukan enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,6%,
kemudian diinkubasi pada pH 3 selama 1 menit

10t | 102 103
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16@
Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan

enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,6%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 60 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,6%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 120 menit



100

LAMPIRAN 4

(LANJUTAN)




101

LAMPIRAN 4

(LANJUTAN)

107® 107©

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,6%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 1 menit

108
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10°C)

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,6%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 60 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 0,6%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 120 menit
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~ — -

108© 10°

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 1%,
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7 107®) 7 107©

108
Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 1%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 1 menit
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107 1070

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 1%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 60 menit
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10%® 103
Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 1%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 60 menit



109

LAMPIRAN 4

(LANJUTAN)

10° 10°

1080© v

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah
dilakukan enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 1%,
kemudian diinkubasi pada pH 1,2 selama 1 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 1%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 60 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 1%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 120 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 2%
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10°

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 2%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 1 menit
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Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 2%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 60 menit
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10* 10° 10°

105@ 10°® 10°©)

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC Bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 2%, kemudian
diinkubasi pada pH 3 selama 120 menit
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108 10°

1048

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 2%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 1 menit
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10! 10?

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 2%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 60 menit
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10t 102

Gambar V.2 Dokumentasi hasil TPC bakteri Lactobacillus Sp. setelah dilakukan
enkapsulasi menggunakan Alginat 1%, Kitin 1% dan Kitosan 2%, kemudian
diinkubasi pada pH 1,2 selama 120 menit
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DRAFT JURNAL

ENKAPSULASI PROBIOTIK Lactobacillus sp. MENGGUNAKAN KOMBINASI
BAHAN NATRIUM ALGINAT KITIN DAN TURUNANNYA

PROBIOTIC ENKAPSULATION Lactobacillus sp. USING A COMBINATION
OF NATRIUM ALGINATE KITIN AND DERIVATIVES

Djaenudin Y*, Resty Purnamasari ?

1)

JFakultas MIPA-Universitas Garut, JI. Jati No. 42b. Tarogong, Garut, Jawa Barat,

email ;: Restyps123@gmail.com

* Djaenudin : E-mail: aburizki@yahoo.com

ABSTRACT

Lactobacillus sp. is the largest genera belonging to lactic acid bacteria.
Lactobacillus sp. cannot survive at the acidity level of the stomach (pH 1.5-2.5) and
the concentration of bile salts in the digestive tract, so it is necessary to do
encapsulation to increase the resistance of Lactobacillus sp. So that it can provide
a therapeutic effect in the body according to the FAO recommendation, namely 10’
CFU. Encapsulation is carried out using the extrusion technique because it is
simple and inexpensive, does not cause probiotic damage, provides high probiotic
viability, does not involve destructive solvents and can be carried out in aerobic
and non-aerobic conditions. In addition, a storage test was carried out to determine
the resistance of bacteria at temperatures of 4°C and 25°C. The encapsulation
process is carried out by mixing Lactobacillus sp with Na-Alginate and Nanokitin to
form a suspension as an encapsulation material. The suspension formed is
inserted into the syringe and pressurized by the plunger so that it is extruded in the
form of free-falling droplets into the CaCl2 solution and it is found that Lactobacillus
sp has been encapsulated. Then the microcapsules formed were coated with
chitosan with a concentration of 0.2%; 0.6%, 1% and 2%. Then to determine the

resistance value of Lactobacillus sp, the TPC (Total Plate Count) method was
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used. After encapsulating the resistance of Lactobacillus sp to simulated gastric
acid at the most extreme pH (1.2) and the longest incubation time (120 minutes),
namely 2 x 10 CFU / gram. For resistance in simulated intestinal fluid (0.6%
concentration) the resistance was at 15 x 10® CFU / gram. For the storage test the
preparation lasted for 2 weeks with a resistance value of 4°C (1x 108); 37°C (5 x
10°). The resistance was taken from the best formulations, namely 1% Alginate,
1% Nanokitin and 2% Chitosan. Thus, Lactobacillus sp. this has the potential to be

used as a probiotic agent.

Keywords: Bile Salt, Encapsulation, Nanokitin, Probiotics, Viability

ABSTRAK

Lactobacillus sp. merupakan genera terbesar yang termasuk ke dalam bakteri
asam laktat. Lactobacillus sp. tidak dapat bertahan hidup pada tingkat keasaman
lambung (pH 1,5-2,5) dan konsentrasi garam empedu pada saluran cerna,
sehingga perlu dilakukan enkapsulasi untuk meningkatkan ketahanan
Lactobacillus sp. Sehingga dapat memberikan efek terapeutik dalam tubuh sesuai
dengan anjuran FAO yaitu 10’ CFU. Enkapsulasi yang dilakukan menggunakan
teknik ekstruksi karena sederhana dan murah, tidak menimbulkan kerusakan
probiotik, memberikan viabilitas probiotik yang tinggi, tidak melibatkan pelarut yang
merusak dan dapat dilakukan dalam kondisi aerob dan nonaerob. Selain itu
dilakukan uji penyimpanan untuk mengetahui ketahanan bakteri pada suhu 4°C
dan 25°C. Proses enkapsulasi dilakukan dengan cara mencampurkan
Lactobacillus sp dengan Na-Alginat dan Nanokitin sehingga membentuk suspensi
sebagai bahan enkapsulasi. Suspensi yang terbentuk dimasukkan ke dalam jarum
suntik dan diberikan tekanan oleh plunger sehingga terekstrusi dalam bentuk
tetesan yang jatuh bebas kedalam larutan CaCl, dan didapatkan Lactobacillus sp
sudah terenkapsulasi. Kemudian mikrokapsul yang terbentuk dilapisi kitosan
dengan konsentrasi 0,2%; 0,6%, 1% dan 2%. Kemudian untuk mengetahui nilai
ketahanan Lactobacillus sp dilakukan metode TPC (Total Plate Count). Setelah
dilakukan enkapsulasi ketahanan Lactobacillus sp terhadapan cairan simulasi
asam lambung pada pH paling ekstrem (1,2) dan waktu inkubasi paling lama (120

menit) yaitu 2 x 10’ CFU/gram. Untuk ketahanan di dalam simulasi cairan usus
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(konsentrasi 0,6%) ketahananya ada pada 15 x 10° CFU/gram. Untuk uiji
penyimpanan sediaan tersbeut bertahan selama 2 minggu dengan nilai ketahanan
4°C (1x 108);37°C (5 x 109). Ketahanan tersebut diambil dari formulasi terbaik
yaitu Alginat 1%, Nanokitin 1% dan Kitosan 2%. Dengan demikian isolat
Lactobacillus sp. ini berpotensi untuk dapat dimanfaatkan sebagai agensia

probiotik.

Kata Kunci : Bile Salt, Enkapsulasi, Nanokitin, Probiotik, Viabilitas
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PENDAHULUAN

Probiotik adalah suatu suplemen yang mengandung bakteri berguna, dimana
bakteri yang paling banyak digunakan untuk probiotik tersebut adalah Bakteri
Asam Laktat (BAL). Pangan probiotik yang telah lama dikenal antara lain produk
susu fermentasi oleh bakteri asam laktat seperti yoghurt, susu asidofilus, dan lain-
lain. Selain mempunyai nilai nutrisi yang baik, produk tersebut dianggap memberi
manfaat kesehatan dan terapeutik, alasannya karena terbawanya bakteri-bakteri
hidup ke dalam saluran pencernaan yang mampu memperbaiki komposisi
mikroflora usus sehingga mengarah pada dominansi bakteri-bakteri yang

menguntungkan kesehatan. (Yuniastuti Ari, 2019)

Bakteri Asam Laktat (BAL) terdiri dari 4 genus yaitu: Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, dan Lactobacillus(“Pato 2003,” 2004) Bakteri Lactobacillus sp.
merupakan strain bakteri asam laktat yang tidak dapat bertahan hidup dalam
keadaan asam seperti pada kondisi asam lambung (pH 1,5-2,5) dan selama
proses pengolahan pada suhu tinggi.(Goldin, 1998) Sehingga untuk dapat
bertahan hidup saat melewati lambung dan berkoloni di usus diperlukan
penambahan zat pembawa agar probiotik berfungsi sehingga bisa bertahan hidup
saat melewati lambung dan berkoloni di usus.(Mandal et al., 2006) Menurut
FAO/WHO (2001) nilai minimum yang harus dipenuhi sekitar 10® -10” CFU (Colony
Forming Units)/gram bakteri dalam sediaan probiotik yang dapat berkoloni di usus
.(Setijawati et al., 2014)

Salah satu upaya agar tidak terjadinya kerusakan dan pengurangan jumlah bakteri
asam laktat yaitu dengan melakukan metode enkapsulasi.(Hernandez-Carranza et
al., 2013) Enkapsulasi adalah suatu proses pembungkusan atau disebut juga
sebagai coating suatu bahan inti, dan dalam hal ini bahan inti yang digunakan

adalah probiotik Lactobacillus sp.

Polimer yang akan digunakan untuk proses enkapsulasi ini adalah dengan
menggunakan Na-Alginat, Nanokitin 1%, dan Kitosan yang digunakan sebagai
lapisan pelindung paling luar. Alginat menjadi salah satu biopolimer yang paling
umum digunakan dalam enkapsulasi. Keuntungannya adalah tidak toksik,
membentuk matriks gel untuk menjerap mikroba dengan larutan CaCl, dan murah.

(Cook et al., 2013) Penambahan alginat dapat memperbaiki struktur ikatan silang
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kitosan dalam gel sehingga ikatan silang menjadi lebih kaku dan gel menjadi lebih
kuat. Makin tinggi nilai kekuatan pecah gel, makin kaku dan makin kuat ikatan yang
terjadi antara polimer-polimer yang membentuk jaringan gel tersebut.(Sugita et al.,
2015) Kitin merupakan polimer yang memiiki rantai panjang yang tidak bercabang.
2 asetamida-2 deoksi-D-glukopiranosa merupakan nama lain untuk kitin. Senyawa
kitin dibentuk oleh unit unit penyusun yang bergabung satu sama lain melalui suatu
ikatan (1->4)B.(Mekawati, 2000) Polimer kitin dalam proses enkapsulasi digunakan
sebagai pelindung enkapsulasi dan pengisi pori-pori pada alginat. Kitosan
merupakan biopolymer yang dihasilkan dari proses deasetilasi senyawa Kitin
menggunakan alkali kuat.(Mekawati, 2000) Kitosan dalam proses enkapsulasi
digunakan sebagai penyalut dan pengisi pori-pori pada alginat. (Sugita et al., 2015)

Pada penelitian Ayuningtias 2015, dilakukan proses enkapsulasi dengan
menggunakan probiotik Bifidobacterium longum BF-1 berlapis kitosan dan nano
alginat. Kemudian diuji ketahanannya dalam cairan asam lambung dan simulasi di
dalam usus halus, diperoleh hasilnya bahwa penelitian yang telah dilakukannya
dapat mempertahankan viabilitas probiotik yang lebih baik dibandingkan dengan
sel probiotik tanpa enkapsulasi dengan P<0,05 dengan populasi akhir yang di

dapatkannya >7log cfu/mL.(Ayuningtyas, 2015)

Kemudian dari penelitian Pradikaningrum 2015, dilakukan enkapsulasi dengan
menggunakan probiotik menggunakan Lactobacillus casei menggunakan kitosan
dengan berbagai macam konsentrasi diantaranya 2%; 2,5%, dan 3% dengan
kepadatan jumlah sel 1,8025 x 10° koloni/g; >30 koloni/g belum mampu
mempertahankan sel Lactobacillus casei yang dinkubasi dalam simulasi cairan

lambung pH 1,5 selama 120 menit.(Pradikaningrum, 2015)

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan sebelumnya , untuk meningkatkan
ketahanan bakteri dalam cairan lambung dan agar bakteri dapat tersampaikan
dengan baik pada usus maka penulis memutuskan untuk melakukan penelitian
mengenai enkapsulasi probiotik Lactobacillus sp. menggunakan bahan campuran
yang mengandung nano kitin 1%.

Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui viabilitas/ ketahanan probiotik
dalam lambung pada pH 3 dan 1,2 agar dapat tersampaikan ke usus kemudian

melihat morfologi, dan bentuk dimensi Lactobacillus sp yang telah terenkapsulasi
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menggunakan bahan 3 campuran nano kitin 1% pada simulasi cairan asam
lambung menggunakan SEM (Scanning Electron Microscopy).

Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
enkapsulasii probiotik Lactobacillus sp. menggunakan bahan campuran yang

mengandung nano kitin 1 %.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya seperti : Lactobacillus
casei, larutan HCI 0,5 M, NaCl 0,2%, NaCl 0,9%, aquades, Na-sitrat 1%, alkohol,
aseton, spiritus, MRS Broth, MRS Agar, Na-alginat 1%, larutan CaCl, 0,1 M,

aquades steril, padatan kitosan dan padatan nano Kkitin.

Pembuatan Media MRS Broth (DeMan Rogosa Sharpe)

Sejumlah 52 gram serbuk MRS Broth ditimbang kemudian dilarutkan dengan 1 liter
air aquadest dan dipanaskan sampai larut pada suhu 60°C. Kemudian media
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15
menit. Setelah dikeluarkan dari autoklaf media didiamkan beberapa saat.(Bridson,
2006)

Pembuatan Media MRS Agar (DeMan Ragosa Sharpe)

Sejumlah 68,2 gram serbuk MRS Agar ditimbang dan dilarutkan dengan 1 liter
aguadest dan dipanasakan sampai larut. Kemudian media disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah
dikeluarkan dari autoklaf, media didiamkan beberapa saat.(Bridson, 2006)
Peremajaan Biakan Murni Bakteri Lactobacillus sp.

Peremajaan biakan murni bakteri Lactobacillus sp. pada media MRS Agar
dilakukan dengan cara menggoreskan satu sampai dua ose bakteri Lactobacillus
sp secara zigzag pada media MRS Agar miring didalam tabung reaksi steril.
Kemudian mulut tabung media ditutup dengan kapas. Setelah itu biakan bakteri
Lactobacillus sp diinkubasi pada suhu 37°C dalam inkubator selama 48 jam

sehingga didapatkan kultur stock.(Li et al., 2011)
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Preparasi Larutan Enkapsulasi
1. Pembuatan Suspensi Bakteri Lactobacillus sp

Sebanyak satu sampai dua ose kultur stock lactobacillus sp dimasukkan
ke dalam 50 mL MRS Broth, kemudian diinkubasi pada shaker incubator
selama 48 jam dengan kecepatan 120 rpm dan suhu 37°C.(Li et al., 2011)
Kemudian dilakukan perhitungan jumlah koloni pada suspensi bakteri
Lactobacillus sp dengan cara pengenceran hingga 10%° cfu/mL.
Pengenceran dilakukkan dengan cara dipipet 1 mL suspensi Lactobacillus
sp menggunakan mikropipet kemudian dimasukkan ke dalam tabung
reaksi steril yang berisi 9 mL Pepton 0,1% steril kemudian divortex. setelah
itu suspensi Lactobacillus sp yang telah dilakukan pengenceran kemudian
diambil sebanyak 1000 pL dengan menggunakan mikropipet, kemudian
dimasukkan ke dalam cawan petri steril. Setelah itu masukkan MRS Agar
steril. Perhitungan sel bakteri menggunakan metode plate count. Setelah
itu diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C.(Woraharn et al., 2010)
Jumlah bakteri dihitung dengan rumus:(Woraharn et al., 2010)

rata—rata total koloni

CfulmL=

Volume yang disebar ke dalam cawan petri x faktor pengenceran
Pembuatan Larutan Kitosan

Pembuatan larutan kitosan dibuat dalam empat konsentrasi, yaitu
konsentrasi 0,2%; 0,6%; 1%, dan 2%. Untuk konsentrasi 0,2% kitosan
ditimbang sebanyak 0,2 gram, konsentrasi 0,6% kitosan ditimbang
sebanyak 0,6 gram, untuk konsentrasi 1% ditimbang sebanyak 1 gram dan
untuk konsentrasi 2% kitosan ditimbang sebanyak 2 gram. Kemudian
keempat konsentrasi kitosan tersebut dilarutkan dengan asam asetat 1%
steril sebanyak 100 mL.(Chen et al., 2002)

Pembuatan Larutan Natrium Alginat

Sebanyak 1 gram Natrium Alginat ditimbang kemudian dilarutkan dengan
aquadest yang telah dihangatkan pada suhu 60°C sebanyak 100 mL.
Kemudian Natrium Alginat dilarutkan sambil diaduk dalam keadaan hangat
hingga larut sempurna, kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada suhu
121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit.(Li et al., 2011)

Pembuatan Larutan Nanokitin
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Nano kitin dibuat dengan cara melarutkan 0,1 gram kitin dalam 100 mL
Aquabidesh kemudian dimasukkan ke dalam ultrasonikator dengan
amplitude 70% selama 6 jam dan akan dihasilkan nanokitin endapan

sebanyak 0,05 gram.
Pembuatan Larutan CaCl20,1 M

Sebanyak 32 gram kalsium klorida ditimbang kemudian dilarutkan dengan
agquadest sebanyak 1 liter, kemudian setelah larut sempurna larutan CacCl,
0,1 M disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama
15 menit.(Li et al., 2011)

Pembuatan Larutan Buffered Peptone Water 0,1%

Sebanyak 0,1 gram buffered peptone water ditimbang. Kemudiuan
dilarutkan dengan aquadest sebanyak 100 mL, kemudian setelah larut
sempurna larutan peptone disterilkan dengan cara melewatkan larutan

melalui syringe filter.(Li et al., 2011)

Proses Enkapsulasi

Sebanyak 0,40 gram Natrium Alginat dilarutkan dalam 40 mL air suling dan
sebanyak 0,05 gram nanokitin dilarutkan dalam 5mL aquadesh yang telah
ditambahkan 5 mL bakteri Lactobacillus sp untuk mencapai konsentrasi akhir
bahan kapsul 0,05 g/50 mL.(Li et al., 2011)

Sebanyak 50 mL larutan bahan pengapsul (alginat nanokitin dan suspensi bakteri)
dimasukkan ke dalam syiringe 60 mL. Kemudian di pumping pada ekstrusi dengan
diameter nozzle 29,70 mm dengan Q = 1 mL/menit dan V = 0 kV. Diperoleh hasil
enkapsulasi berupa mikrokapsul dan ditampung dengan wadah berisi 125 mL
larutan CaCl; 0,1 M dengan pengadukan selama 30 menit, jarak antara ujung
ekstruder dengan larutan kurang lebih 6 cm. Kemudian mikrokapsul tersebut
disaring dengan kertas saring Whatman No.40 dalam Laminar Air Flow.
Mikrokapsul yang diperoleh dilarutkan dalam 50 mL larutan kitosan (1,2%; 1,6%;
dan 2%) dan diaduk selama 15 menit dalam Laminar Air Flow. Kemudian
mikrokapsul disaring, ditiriskan, dikumpulkan dan ditimbang.(Li et al., 2011)
Perhitungan Lactobacillus sp yang Terenkapsulasi

Sebanyak 1 gram mikrokapsul Lactobacillus sp ditambahkan dengan 9 mL natrium

sitrat 1% kemudian distirer selama 2 jam untuk masing-masing formula. Setelah
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itu dilakukan pengenceran dengan larutan pepton 0,1% steril, diambil 200 mikro
liter lalu dipindahkan ke media MRS Agar dan selanjutnya diinkubasi pada suhu
37°C selama 48 jam.(Benderska et al., 2012) kepadatan bakteri setiap 1 gram
yang terbentuk dihitung dengan rumus : (Benderska et al., 2012)

Jumlah Koloni

Jumlah Sel/ 97AM Yo tume yang disebar kedalam cawan petri x faktor pengenceran

Proses Perendaman Mikrokapsul Mengandung Probiotik dalam Larutan
Asam Lambung Simulasi

Pembuatan larutam asam lambung simulasi dibuat dua variasi pH, yaitu pH 3 dan
pH 1,2. Sebanyak 0,2 gram NaCl dilarutkan dalam 100 mL aquades, kemudian
diasamkan dengan HCI 0,5 M hingga pH 3 dan pH 1,2 lalu dipipet masing-masing
larutan pH sebanyak 9 mL larutan dan disimpan dalam tabung reaksi. Setelah itu,
dimasukkan 1 gram mikrokapsul ke dalam tabung reaksi tersebut dan dilakukan
inkubasi dengan variasi waktu perendaman yaitu 1 menit, 60 menit, dan 120 menit.
Setelah mikrokapsul direndam dengan variasi waktu, mikrokapsul disaring dengan
menggunakan kertas saring Whatmann No0.40 mikrokapsul yang tersaring
dimasukkan ke dalam larutan Na-sitrat 1% sebanyak 9 mL kemudian diaduk

selama 2 jam untuk diuji viabilitas dan survivabilitas.(Sandoval-Castilla et al., 2010)

Uji Viabilitas Probiotik Hasil Enkapsulasi

Mikrokapsul hasil enkapsulasi ditimbang sebanyak 1 gram dalam Laminar Air
Flow, lalu direndam dalam larutan Na-sitrat 1% sebanyak 9 mL dalam gelas kimia
30 mL dan diaduk menggunakan magnetic stirer selama kurang lebih 2 jam pada
suhu kamar. Setelah probiotik keluar dari mikrokapsul, dipipet 1 mL, dimasukkan
ke dalam larutan Peptone 0,1% sebanyak 9 mL dan dilakukan pengenceran
berturut-turut sebanyak 10 kali.(Lee & Heo, 2000)

Pada setiap pengenceran, diambil 1 mL larutan dan dimasukkan ke dalam cawan
petri, pada tahap ini dilakukan secara triplo. Setelah itu, tuangkan MRS agar
sebanyak 20 mL ke dalam masing-masing cawan petri yang sudah berisi 1 mL
larutan Peptone 0,1% yang mengandung probiotik, lalu digoyangkan perlahan agar
bakteri menyebar ke seluruh bagian media dan dibiarkan selama 10 menit.
Selanjutnya yaitu tahap inkubasi, cawan petri yang berisi media dan bakteri
diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 48 jam. Kemudian dihitung
jumlah koloni yang tumbuh dengen prinsip metode TPC (Total Plate Count).(Chen
et al., 2002)
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Lactobacillus casei merupakan salah satu genus bakteri asam laktat yang memiliki
kemampuan menfermentasikan gula menjadi asam laktat. Bakteri Asam Laktat
adalah bakteri gram positif biasanya non patogen, menghasilkan asam laktat,
kelompok jenis bakteri gram positif, berbentuk coccus (bulat), atau bacillus
(batang). Lactobacillus casei berbentuk batang berukuran 0,7 - 1,1 x 2,0 - 4,0 ym,
seringkali dengan ujung persegi dan cenderung membentuk rantai Strain
Lactobacillus penting untuk banyak fermentasi makanan dan merupakan

konstituen normal mikroflora usus.

Diketahui bahwa bakteri probiotik tidak tahan terhadap asam lambung dan untuk
meningkatkan ketahanan hidup probiotik saat melewati asam lambung adalah
dengan melakukan teknik enkapsulasi dengan formulasi alginate 1% yang
berfungsi sebagai pembentuk beads, nanokitin 1% yang berfungsi sebagai pengisi
pori pori bagian dalam beads yang tahan asam, dan kitosan dengan variasi 0,2%,

0,6%, 1 % dan 2% yang berfungsi sebagai pengisi pori pori bagian beads.

Dalam keadaan free cell (dalam keadaan belum di enkapsulasi) dan belum di
lakukan perendalam didalam simulasi cairan asam lambung (SGF) dilakukan
perhitungan menggunakan metode Total Plate Count. Cairan SGF terbuat dari
larutan NaCl pH 1,2 dan 3. Lambung ketika ada dalam keadaan normal pH nya
berkisar 3 sedangkan ketika dalam keadaan asam pH nya berkisar 1,2. Setelah
dilakukan pengujian ketahanan bakteri ada pada sekitar 10'°-10'* CFU sedangkan
setelah direndam dalam simulasi cairan asam lambung ketahanannya berkurang

sangat drastis.

Tabel 1. Viabilitas Bakteri Sebelum Dilakukan Enkapsulasi

Variasi SGF Waktu inkubasi Viabilitas
pH 3 1 menit 7x108 CFU
pH 3 60 menit 4 x 10°CFU
pH 3 120 menit 2 x 10*CFU

pH 1,2 1 menit 0
pH 1,2 60 menit 0
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pH 1,2 120 menit 0

Pada tabel 1 dapat disimpulkan bahwa semakin lama waktu inkubasi dan semakin
ekstrim pH cairan simulasi asam lambungnya maka ketahanannya akan semakin
menurun yang pada akhirnya tidak memenuhi persyaratan yang telah
direkomendasikan oleh FAO. Menurut FAO/WHO (2001) nilai minimum yang harus
dipenuhi sekitar 10® -10” CFU (Colony Forming Units)/gram bakteri dalam sediaan
probiotik yang dapat berkoloni di usus .(Setijawati et al., 2014)

Proses enkapsulasi dilakukan terhadap bakteri kandidat probiotik berlapis kitosan
menggunakan alginat dan nanokitin. Alasan menggunakan ketiga bahan tersebut
karena alginat termasuk hidrokoloid alami, telah dilaporkan pada beberapa
penelitian bahwa enkapsulasi menggunakan alginat dapat mempertahankan
viabilitas probiotik dalam produk makanan asam selama proses penyimpanan
dengan suhu dingin.(Adhikari et al., 2000) Sedangakan pemilihan kitosan
dikarenakan biopolimer alami yang ketersediaan dialam sangat melimpah, selain
itu kitosan merupakan polisakarida yang dihasilkan dari deasetilasi kitin.(Ayumi et
al.,, 2018) Sedangkan nanokitin digunakan bertujuan untuk pengisi pori pori yang
tahan asam, diharapkan dengan di tambahkannya nanokitin dapat meningkatkan
viabilitas bakteri karena kitosan yang berfungsi sebagai pengisi pori pori utama
alginate memiliki sifat tidak tahan terhadap asam. Alasan menggunakan Kkitin
dalam bentuk nano karena kitin memiliki sifat tidak larut dalam air bahkan dalam
asam memiliki sifat tidak larut sehingga digunakan dalam bentuk nano. Diharapkan
ketika kitin digunakan dalam bentuk nano akan bercampur menjadi larutan koloid

sehingga tidak mengganggu kelarutan dari campuran suspensi bakteri tersebut.

Tabel 2. Hasil Perhitungan Lactobacillus sp Hasil Enkapsulasi

Free cell Lactobacillus

Konsentrasi sp Lactobacillus sp
Kitosan (cfu/mL) Hasil Enkapsulasi (cfu/g)
0,2 % 4 x 101 3 x10%°

0,6 % 4 x10% 3,3 x10%
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1% 4 x 101 9 x 10%°
2% 1x10"2 2 x 101

Jumlah koloni bakteri awal sebelum dilakukan enkapsulasi adalah 4 x 10! cfu/mL

untuk konsentrasi kitosan 0,2%, 0,6% dan 1% dan 1 x 10%? cfu/mL untuk

konsentrasi kitosan 2%. Setelah dilakukan perhitungan, didapatkan jumlah koloni
bakteri setelah dienkapsulasi yaitu berturut-turut dari konsentrasi 0,2%; 0,6%; 1%
dan 2% adalah 3 x 10%° cfu/g; 3,3 x 10*° cfu/g; 9 x 10%° cfu/g; dan 2 x 10** cfu/g.
Seperti yang tertera pada tabel bahwa tidak terjadi penurunan yang signifikan
terhadap jumlah koloni bakteri setelah dilakukan proses enkapsulasi.

Penurunan terjadi dikarenakan pada proses enkapsulasi tidak semua bakteri
terenkapsulasi di dalam matriks alginate kitosan dan nanokitin. Factor yang dapat
menyebabkan berkurangnya jumlah sel Lactobacillus casei yang terenkapsuasi

adalah kehilangan sel di dalam larutan CaCl ketika terjadinya tetesan beads yang

% Yield
96
94
92
90
88
86
84
82
80
78
76
alginat (1 %) + alginat (1%) alginat (1%) alginat (1%) +
nanokitin (1 %) + +nanokitin (1%) + +nanokitin (1%) + nanokitin (1 %) +
kitosan (0,2 %) kitosan (0,6 %) kitosan (1 %) kitosan (2 %)

akan terbentuk kedalam laritan CaCl.(Pradikaningrum, 2015) Karena tidak terjadi
penurunan signifikan sehingga mikrokapsul daapat diuji viabilitas dan survivabilitas
pada kondisi lingkungan yang ekstrim yaitu simulasi cairan asam lambung (NacCl
0,2% pH 1,2 dan 3) dengan waktu inkubasi selama 1 menit, 60 menit, dan 120
menit.. Uji viabilitas Lactobacillus sp hasil enkapsulasi bertujuan untuk mengetahui
keberhasilan dari pembuatan enkapsulasi Lactobacillus sp menggunakan matriks
kitosan dengan menggunakna metode TPC (Total Plate Count)
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Kemudian beads yang lainnya direndam dalam cairan SGF pH 1,2 dan pH 3 dan
di inkubasi dengan variasi waktu 1 menit, 60 menit, dan 120. Larutan pH dibuat

menggunakan larutan

Natrium Klorida (NaCl) diatur pada kondisi 1-3, nilai ini merupakan kisaran pH yang

umumnya diamati pada lambung manusia.(Hovgaard & Brgndsted, 1996)

Tabel 3. Jumlah Koloni Bakteri Free Cell dan Koloni Bakteri Setelah Proses
Enkapsulasi dengan Variasi Waktu Inkubasi dalam Simulasi Cairan Asam

Lambung pH 3

pH 3
Free cell Mikrokapsul
Konsentrasi r 60’ 120’ 1 60’ 120’

Kitosan cfu/mL | cfu/mL | cfu/mL cfu/gr cfu/gr cfulgr
0,2 % 1x10% | 4x10° | 2x10* |1x10° 0,6 x 108 4 x 10°
0,6 % 1x10% | 4x10° | 2x10* | 1,5x10° 6 x 108 6,3 x 10°
1% 1x108 | 4x10° | 2x10* | 9x10% 1,5 x 10° 23 x 10°

2% 1x10% | 4x10° | 2x10* 3x10% 5x 10° 12 x 107

Dapat dilihat dari tabel 3 ketahanan bakteri dalam cairan asam lambung sebelum

dan setelah di enkapsulasi cenderung ketahanannya meningkat setelah
dilakukannya enkapsulasi. Pada variasi kitosan berturut turut 0,2%, 0,6%, 1% dan
2% adalah 4 x 10° cfu/g; 6,3 x 10° cfu/g; 23 x 108 cfu/g dan 12 x 107 cfu/gr. Syarat
dari FAO bakteri untuk bisa bermanfaat adalah minimal 107 cfu. Untuk bakteri yang
di enkapsulasi menggunakan campuran bahan Alginat 1%, nanokitin 1% dan
kitosan 2% memenuhi persyaratan FAO dengan jumlah bakteri 12 x 107 sehingga
kombinasi campuran tersebut merupakan yang terbaik dibandingkan variasi

konsentrasi kitosan yang lainnya.

Tabel 4. Jumlah Koloni Bakteri Free Cell dan Koloni Bakteri Setelah Proses
Enkapsulasi dengan Variasi Waktu Inkubasi dalam Simulasi Cairan Asam

Lambung pH 1,2
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pH 1,2
Free cell Mikrokapsul
Konsentrasi r 60’ 120° 1’ 60’ 120’

Kitosan cfu/mL | cfu/mL | cfu/mL cfu/gr cfu/gr cfu/gr

0,2% 0 0 0 2,6 x 10° 0,3 x 107 2x10*
0,6 % 0 0 0 0,3 x 10° 0,3 x 107 1,6 x 10°
1% 0 0 0 3,3x10° 2,3 x 10’ 6,3 x10°

2% 0 0 0 6 x 10° 21 x 107 2 x 107

pH 1,2 diasumsikan merupakan pH paling ekstrem yang ada pada lambung Kita.
Dapat dilihat dari tabel 3 bahwa jumlah bakteri sebelum di enkapsulasi
menunjukan tidak ada jumlah koloni yang terbentuk artinya semua bakteri yang di
inkubasi pada SGF dalam bentuk free cell ada dalam keadaan mati . Hal ini,
disebabkan bakteri Lactobacillus casei. tidak tahan terhadap kondisi lingkungan
yang sangat asam. Sedangkan untuk bakteri yang telah di enkapsulasi
menggunakan kombinasi campuran bahan dengan berbagai variasi kitosan
viabilitas bakteri cenderung meningkat sangat signifikan. Untuk mikrokapsul
dengan kombinasi campuran alginate 1%, nanokitin 1% dan kitosan 2%
menghasilkan viabilitas yang paling tinggi dan memenuhi syarat FAO ketika di
ujikan dalam pH ekstrim yaitu 2 x 107 cfu/gr.

Semakin besar konsentrasi kitosan yang digunakan untuk mengenkapsulasi
probiotik semakin lambat proses pelepasan sel bakteri.(Calinescu & Mateescu,
2008) Hal itu disebabkan karena semakin tinggi variasi kitosan yang digunakan
maka viskositas nya pun akan semakin meningkat sehingga sulit untuk dilarutkan
didalam asam.

Kemudian dapat diketahui untuk jumlah bakteri Lactobacillus sp hasil enkapsulasi
yang memliliki ketahanana optimum vyaitu 10’ cfu adalah penyalutan
menggunakan matriks kitosan dengan konsentrasi 2% baik untuk simulasi cairan
SGF pada pH 3 dan pH 1,2. Mikrokapsul dengan kombinasi campuran Kitosan 2%
dan nanokitin 1% dapat memberikan kekokohan pada beads yang terbentuk
dengan cara mengisi kekosongan rongga pada kapsul kalsium alginat karena
kapsul kalsium alginat sangat berpori yang memungkinkan cairan media dapat
berdifusi keluar masuk matriks.

Bakteri probiotik yang jumlahnya diatas 107 cfu/mL memiliki efek menguntungkan

bagi kesehatan manusia diantaranya dapat meningkatkan ketahanan tubuh
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terhadap penyakit terutama infeksi usus dan diare, meningkatkan imunitas tubuh
dalam proses pencernaan, dan juga dapat mencegah kanker usus besar.(Caly et
al., 2015)

Selain dipengaruhi oleh variasi kitosan yang digunakan, semakin lama waktu
inkubasi bakteri ketahanan bakteri di dalam cairan SGF akan semakin menurun.
Hasil dari proses enkapsulasi dapat dikatakan berhasil apabila bahan yang
dienkapsulasi memiliki viabilitas sel yang relatif tinggi dan memiliki sifat-sifat
fisiologis yang relatif sama sebelum dienkapsulasi.

Uji lanjutan yang dilakukan adalah uji ketahanan Lactobacillus casei terhadap
garam empedu (bile salt) . Pengujian bilesalt dilakukan pada beads dengan
formulasi Alginat 1%, Nanokitin 1% dan Kitosan 2% yang menunjukan
survavibiltas dan viabilitas yang paling baik. Pengujian ini dilakukan dengan cara
beads yang telah di rendam pada SGF pH 1,2 selama 120 menit kemudian
dilakukan perendaman pada cairan Bilesalt dengan variasi 1 menit, 60 menit dan
120 menit. Alasan memilih direndam di pH 1,2 karena memilih pH yang paling
ekstrim di dalam lambung dan 120 menit disimulasikan beads untuk menuju usus
halus berada di dalam lambung selama 120 menit.

Berrada et al. (1991) menyatakan bahwa waktu yang diperlukan mulai saat bakteri
masuk sampai keluar dari lambung sekitar 90 menit. Isolat yang diseleksi untuk
digunakan sebagai probiotik harus mampu bertahan dalam keadaan asam
lambung selama sedikitnya 90 menit.(Harjuni et al., 2016)

Tabel 5. Viabilitas Lactobacillus sp. Pada Simulasi Cairan Usus dan Garam

Empedu
Formulasi Bilesalt
1 menit 60 menit 120 menit
Alginat 1%, 1 x10’ 3,3 x 10° 15 x 10°

Nanokitin 1%,

Kitosan 2%
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Viabilitas BAL dalam Bilesalt
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Gambar 1. Viabilitas Lactobacillus sp. Pada Simulasi Cairan Usus dan Garam
Empedu

Pada gambar 1 Hasil pengamatan menujukkan bahwa sel bakteri Lactobacillus
casei dapat tumbuh dan bertahan hidup pada garam empedu dengan konsentrasi
0,6%. Toleransi yang baik terhadap garam empedu ini diduga karena peranan
polisakarida sebagai salah satu komponen penyusun dinding sel bakteri Gram
positif.(Harjuni et al., 2016)

Kemampuan bertahan dalam konsentrasi garam empedu berkaitan dengan
kemampuan isolat menghasilkan Bile Salt Hydrolase (BSH). Beberapa
Lactobacillus mempunyai enzim Bile Salt Hydrolase (BSH) dengan aktivitas untuk
menghidrolisa garam empedu, sehingga mampu mengubabh sifat fisikakimia yang
dimiliki oleh garam empedu menjadi tidak toksik bagi bakteri asam laktat. Sel
bakteri asam laktat yang tahan terhadap garam empedu, bila diinkubasi dalam
media yang mengandung Bile Salt 0,3% masih terjadi pertumbuhan dan tidak
terjadi lisis, namun mengalami sedikit kebocoran materi intraseluler.(Herawati &
Aditiawati, 2001)

Pada gambar 1 dapat diketahui bahwa semakin lama waktu inkubasi di dalam
bilesalt maka akan terjadinya penurunan tetapi tidak signifikan. Garam empedu
mampu menembus dan bereaksi pada sisi membran sitoplasma yang bersifat
lipofilik, sehingga dapat menyebabkan terjadinya kerusakan membrane sel.
(Sunaryanto & Marwoto, 2013) Kematian/lisis sel bakteri oleh tingginya

konsentrasi garam empedu dikarenakan aktivitas enzim p-galaktosidase terhadap
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garam empedu meningkat sehingga permeabilitas membran sel meningkat dan
menyebabkan materi intraseluler banyak yang keluar dari sel.

Dari tabel 5 dan gambar 1 dapat diketahui bahwa Lactobacillus casei dapat
bertahan pada konsentrasi bilesalt 0,6% hal ini sejalan dengan penelitian Singhal
et al.(2009) mendapatkan isolat Lactobacillus casei yang mampu bertahan dalam
konsentrasi garam empedu sodium glycocholate and sodium taurocholate sampai
dengan 0,3% dan mampu bertahan sampai dengan pH 2. Menurut Sivram PL dan
Vishwanath (2012) bahwa salah satu syarat mikroba dapat digunakan sebagai
agensia probiotik adalah mampu bertahan pada konsentrasi garam empedu paling
tidak 0,3% dan pH 2. Hal ini disebabkan bahwa kondisi dalam saluran pencernaan
manusia mengadung garam empedu rata-rata 0,3% dan dengan tingkat keasaman
pH 2 — pH 3. (Sunaryanto & Marwoto, 2013)

Pada penelitian yang dilakukan dengan simulasi SGF pH 1,2 dan konsentrasi
bilesalt 0,6% ternyata Lactobacillus casei masih mampu bertahan dengan
viabilitas yang baik. Dengan demikian isolat Lactobacillus casei ini berpotensi
untuk dapat dimanfaatkan sebagai agensia probiotik.

Kemudian dilakukan uji Penyimpanan pada beads yang memiliki formulasi yang
terbaik yaitu Formulasi dengan menggunakkan bahan campuran Alginat 1%,
Nanokitin 1% dan kitosan 2%. Uji penyimpanan dilakukan pada suhu 4°C dan pada
suhu 25° C. Suhu 4°C merupakan suhu penyimpanan ideal probiotik pada lemari
pendingin, suhu 25°C dikondisikan sebagai suhu ruangan.

Suhu penyimpanan merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi viabilitas
bakteri dalam sediaan. Oleh karena itu, uji ketahanan hidup bakteri selama
penyimpanan dalam jangka waktu tertentu dengan memperhatikan pengaruh suhu
perlu dilakukan sebagai skrining kelayakan produk untuk dapat memberikan efek
optimal. (Utami, 2015)
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Viabilitas bakteri pada suhu 4°C

O B N W M U1 OO N

0 hari 2 minggu 1 bulan

Gambar 2. Viabilitas Lactobacillus sp. Terhadap Uji Penyimpanan pada Suhu
4°C

Pada gambar 2 tidak terjadinya penurunan yang signifikan antara penyimpanan 0
hari dan penyimpanan 2 minggu hal ini disebabkan karena suhu rendah akan
mengakibatkan perpanjangan masa adaptasi bakteri terhadap lingkungan yang
baru. Pada penyimpanan bersuhu rendah mikroorganisme masih dapat tumbuh
dan pendinginan hanya bersifat menghambat pertumbuhannya. Namun pada
jangka waktu tertentu saat mikroorganisme menjadi banyak akan tetap
mengakibatkan kerusakan sel. Dapat dilihat pada jarak 2 minggu dan jarak 1 blan
terjadinya penurunan yang signifikan, diharapkan bakteri ketika di simpan dalam
suhu 40C tidak akan terjadinya penurunan viabilitasnya karena bakteri ada pada
kondisi dorman tetapi pada penelitian kali ini jarak penyimpanan 2 minggu dan 1
bulan tetap mengalami penurunan hal tersebut terjadi karena terjadinya kerusakan
pada sel. (Danah et al., 2019)

Suhu 4°C merupakan suhu yang dianjurkan untuk penyimpanan probiotik karena
pada suhu ini dapat menghambat reaksi-reaksi enzimatis, kimiawi dan biokimia
sel. Dalam buku Bergey Manual of Sistematic Bacteriology disebutkan bahwa
untuk pemeliharaan dan penyimpanan bakteri Lactobacillus dianjurkan pada suhu
4-7°C. (Utami, 2015)
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Viabilitas bakteri pada suhu 25°C
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Gambar 3. Viabilitas Lactobacillus sp. terhadap Uji Penyimpanan Pada Suhu
25°C

Hasil pengujian penyimpanan pada suhu 25°C pada penyimpanan 0 hari (0,3 x 108
CFU) terjadinya peningkatan pertumbuhan pada lama penyimpanan 2 minggu (5
x 10°%) CFU hal ini disebabkan karena masih tersedianya laktosa dan nutrisi dalam
produk dan pada suhu ruang bakteri ada pada kondisi hidup. Semakin tinggi
kandungan laktosa pada produk fermentasi maka semakin cepat pertumbuhan
bakteri asam laktat.(Ayuti et al., 2016) mozila kemudian jarak Antara 2 minggu ( 5
x 109 CFU/gram) dan 1 bulan (16,3x 107 CFU/gram) terlihat terhadinya penurunan
yang signifikan hal itu disebabkan karena Pertumbuhan L. casei diawali dengan
fase awal (lag) yang merupakan masa penyesuaian bakteri (fase adaptasi). Pada
fase tersebut terjadi sintesis enzim oleh sel bakteri yang dipergunakan untuk
metabolisme metabolit. Setelah substrat atau persenyawaan tertentu yang
diperlukan untuk pertumbuhan bakteri dalam media biakan mendekati habis dan
terjadi penumpukan produk-produk penghambat, maka terjadi penurunan laju
pertumbuhan bakteri asam laktat (Ayuti et al., 2016) Selain itu Penurunan ini
disebabkan bakteri asam laktat mengalami penurunan aktivitas, karena laktosa
sebagai sumber energi mengalami penurunan.

Hasil analisis menunjukkan semakin lama penyimpanan maka nilai total bakteri
asam laktat yang dihasilkan semakin menurun. Lama penyimpananakan
menurunkan total bakteri asam laktat, dikarenakan hasil dari asam laktat yang

meningkat menyebabkan pH menurun, namun bakteri asam laktat itu sendiri juga
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tidak tahan dengan kondisi yang terlalu asam, sehingga bakteri akan mati/lisis.
Sedangkan pada hasil analisis menunjukkan dengan adanya berbagai varian suhu
menyebabkan total bakteri asam laktat menjadi semakin menurun karena suhu
pertumbuhan bakteri asam laktat adalah 10°C -40°C dengan suhu optimum 30-
37°C. Saat mikroorganisme tidak pada suhu optimum maka perkembangan
metabolisme yang terjadi tidak optimum (Mallesha, 2010). Proses fermentasi BAL
akan memanfaatkan karbohidrat yang ada hingga terbentuk asam laktat, hingga
terjadi penurunan nilai pH dan peningkatan keasaman (Hidayat, 2013).(Setiawati
& Yunianta, 2018)

Dari data yang di hasilkan maka probiotik yang di enkapsulasi menggunakan
bahan campuran Alginat 1%, Nanokitin 1%, dan Kitosan 1% memenuhi syarat
sebagai produk probiotik dengan mutu yang masih baik pada penyimpanan 40C

dan 250C dengan masa penyimpanan selama 1 bulan.

KESIMPULAN

Setelah dilakukan uji suvivabilitas probiotik terenkapsulasi dalam simulasi cairan
asam lambung pH 1,2 dan 3 dengan waktu inkubasi 1 menit, 60 menit dan 120
menit, didapati konsentrasi penyalut yang menunjukan survivabilitas terbaik
adalah formulasi Alginat 1%, Nanokitin 1% dan Kitosan 2% dengan waktu inkubasi
paling lama yaitu 120 menit menghasilkan nilai viabilitas 2 x 10”. Semakin lama
waktu inkubasi dan semakin rendah variasi konsentrasi kitosan akan mengurangi
viabilitas bakteri Lactobacillus sp. Pada uji viabilitas bakteri terhadap cairan
simulasi usus dan garam empedu Untuk ketahanan di dalam simulasi cairan usus
(konsentrasi 0,6%) ketahananya ada pada 15 x 10° CFU/gram. Untuk uiji
penyimpanan sediaan tersbeut bertahan selama 2 minggu dengan nilai ketahanan
4°C (1x 108);37°C (5 x 10%. Dengan demikian isolat Lactobacillus sp. ini

berpotensi untuk dapat dimanfaatkan sebagai agensia probiotik.



