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RINGKASAN

IKA TRESNAWATI (071083004). Skripsi tentang Pengaruh Karaginan
dariCampuran Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum Konsentrasi 6%
Terhadap Viabilitas Lactobacillus acidophilus pada pH Simulasi Saluran
Pencernaan(Dibawah bimbingan Ir. Dwi Setijawati, M. Kes dan Dr. Ir.
Muhamad Firdaus, MP)

Karaginan merupakan salah satu jenis polisakarida yang dapat digunakan
sebagai bahan pengkapsulprobiotik. Lactobacillus acidophilusmerupakan salah
satu jenis probiotik yang memberikan manfaat dalam mempertahankan
keseimbangan mikroflora dalam saluran pencernaan. Jumlah minimun probiotik
yang disarankankan yaitu 10°-10” CFU/mL.Lactobacillus acidophilusmemiliki sifat
resisten terhadap pH tinggi sehingga untuk melindungi viabilitas dalam pH
simulasi saluran pencernaan dienkapsulat menggunakan refine
carrageenanTujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh campuran
karaginan dari Euchema cottonii dan Eucheuma spinosum sebagai
pengenkapsulat terhadap viabilitas Lactobacillus acidophiluspada pH simulasi
pencernaan manusia.

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran, Laboratorium Pengolahan Pangan Fakultas Teknologi Pertanian,
Laboratorium Mikrobiologi, dan Laboratorium Teknologi Hasil Perikanan Fakultas
Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya. Pada bulan Juli-November
2011.

Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperiman. Penelitian
ini menggunakan variabel bebas penelitian pendahuluan, yaitu campuran
karaginan Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum konsentrasi 6%, variabel
bebas penelitian utama adalah simulasi pH saluran pencernaan manusia, dan
viabilitas Lactobacillus acidophilussebagai variabel terikat. Rancangan
percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan empat kali ualngan.

Penelitian dilakukan dalam dua tahap, yaitu penelitian pendahuluan dan
penelitian utama. Penelitian pendahuluan dilakukan untuk mengetahui perlakuan
terbaik viabilitas Lactobacillus acidophilus dari tiga campuran Eucheuma cottonii
dan Eucheuma spinosumkonsentrasi 6% yang berbeda yaitu campuran
karaginan dalam perbandingan 25Eucheuma cottonii:75Eucheuma spinosum,
50Eucheuma cottonii:50Eucheuma spinosum, dan 75Eucheuma cottonii:25
Eucheuma spinosum.Pada penelitian pendahuluan didapatkan hasil yang terbaik
pada perlakuan 75Eucheuma cottonii:25 Eucheuma spinosum.

Hasil perlakuan terbaik pada penelitian pendahuluan dilanjutkan dengan
penelitian utama yaitu, perlakuan simulasi pH saluran pencernaan dan dilakukan
uji viabilitas Lactobacillus acidophilus. Perlakuan simulasi pH saluran pencernaan
dengan tiga pelakuan yaitu, perlakuan tanpa pH, perlakuan pH 2 simulasi
lambung, dan perlakuan pH 7 simulasi usus kecil. Viabilitas Lactobacillus
acidophilus yang didapat dari tiga perlakuan tersebut secara berturut-turut 1,16 x
10° 8.83 x 10" CFU/mL, 5,84 x 10°® CFU/mL.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah Perlakuan proporsi karaginan dari
Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum sebagai bahan penyalut
berpengaruh nyata terhadap viabilitas Lactobacillus acidophilus. Perlakuan
tertinggi pada campuran karaginan 75 Eucheuma cottonii : 25 Eucheuma
spinosum yang berpengaruh nyata terhadap perlakuan pH simulasi saluran
pencernaan manusia dengan hasil 1,16 x 10° hingga 5,84 x 10® CFU/mL.



Hasil penelitian ini telah mencapai jumlah minimum syarat probiotik

dalam produk pangan. Saran untuk mendapatkan viabilitas yang tinggi dapat

menggunakan bahan penyalut dengan campuran Eucheuma cottonii dan

konsentrasi 6%.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rumput laut dari kelas Rhodophyceae merupakan carragenopphyte yaitu
rumput laut penghasil karaginan (Hudaya2008). Karaginan adalah getah rumput
laut merah yang diesktraksi dengan air atau larutan alkali. Karaginan merupakan
polisakarida linear dengan molekul besar dari molekul galaktan dengan unit-unit
utamanya adalah galaktosa (Chapman dan Chapman 1980).

Jenis rumput laut merah yang cukup komersial, yaitu Eucheuma
cottoniisebagai penghasil kappa karaginan dan Eucheuma spinosum merupakan
penghasil iota karaginan (Winarno 1996). Yeast (2012) memaparkan kappa
karaginan memiliki sifat gel yang kuat dan sensitif terhadap ion kalium sehingga
membentuk gel kuat dengan penambahan ion kalium, namun lebih rapuh. lota
karaginan memiliki sifat gel elastis dan membentuk gel dengan penambahan ion
kalsium. Adhikari et al. (2000) memanfaatkan kappa karaginan konsentrasi 2%
sebagai bahan penyalut probiotik untuk melindungi dari pengaruh kondisi luar.

Lactobacillus acidophilus merupakan salah satu jenis bakteri probiotik
yang memiliki manfaat mempertahankan keseimbangan dalam saluran
pencernaan. Lactobacillus acidophilus hanya dapat bertahan pada pH rendah
dan memiliki kemampuan hidup yang rendah dalam saluran pencernaan. Soma
et al. (2009) menjelaskan bahwa probiotik harus mencapai usus besar dengan
viabilitas yang tinggi agar dapat memberikan manfaat kesehatan. FAO/WHO
menjelaskan bahwa produk makanan yang ditambahkan probiotik harus
mengandung minimal 10° — 10" CFU/mL. Permasalahan viabilitas dan stabilitas
fungsi probiotik selama proses pencernaan sulit dipertahankan pada pH basa.

Oleh sebab itu perlu digunakan metode yang tepat untuk melindungi probiotik
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dari pengaruh lingkungan luar untuk menstabilkan dan menjaga viabilitas
probiotik (Efiwati 2009).

Mikroenkapsulasi merupakan proses pembentukan lapisan berbentuk
matriks dimana materi dienkapsulasi secara keseluruhan berada di dalam
dinding kapsul (King 1995). Boh (2007) menambahkan bahan inti dapat berupa
padatan, cairan, maupun gas sehingga dapatmenstabilkan sel dan menjaga
viabilitas dan stabilitas sel tetap tinggi (Kim et al. 1996).

Salah satu jenis teknik mikroenkapsulasi adalah teknik emulsi. Teknik
emulsi merupakan teknik yang dianggap sesuai dalam
mengenkapsulatLactobacillus acidophilus (Lakis 2007). Teknik emulsi digunakan
untuk mengenkapsulat sel-sel yang baik di dalam micro (0,1-1mm) dan
macrospheres (1,3 mm) dari polimer alam seperti agar-agar, agarosa, dan
karaginan (Barrow dan Shahidi 2008). Talwakar dan Kaliasapathy (2003)
menambahkan bahwa diameter kapsul yang kecil akan menghasilkan
penyebaran sel yang lebih merata.

Karaginan sebagai mikrokapsulat telah diteliti oleh Kantiniwangi (2010)
dan Baihagi (2010) menggunakan refine carrageenan dengan jenis berbeda.
Masing-masing menggunakan Eucheuma cottonii konsentrasi 3% dan Eucheuma
spinosum konsentrasi 4,5% sebagai bahan pengengkapsulat menghasilkan
viabilitas Lactobacillus acidophilus dibawah 10° CFU/mL. Hasil viabilitas
Lactobacillus acidophilus tersebut masih dibawah 10° CFU/mL, sehingga Azmi
(2011) menggunakan proporsi Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum
dengan konsentrasi 3% mencapai viabilitas Lactobacillus acidophilus 10® CFU/
mL.

Hasil penelitan Azmi (2011) memenuhi standar minimal viabilitas
Lactobacillus. acidophilusyaitu 10%-10° CFU/mL (FAO/WHO, 2001). Namun

penelitian tersebut tidak menggunakan perlakuan pH simulasi saluran
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pencernaan terhadap viabilitas Lactobaciilus acidophilus. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian perbaikan terhadap viabilitas Lactobacillus acidophilus
menggunakan campuran karaginan dari Eucheuma cottonii dan Eucheuma
spinosum dengan peningkatan konsentrasi pada konsentrasi 6% sebagai bahan

pengenkapsulat pada pH simulasi saluran pencernaan pada pH 2 dan pH 7.

1.2 Identifikasi Masalah

Probiotik harus tetap dalam keadaan hidup ketika melalui saluran
pencernaan sehingga memberikan efek yang menguntungkan, sehingga
berkaitan dengan kemampuan stabilitas dan viabilitas probiotik. Ray (2005)
menjelaskan bahwa standar minimal viabilitas probiotik 10°-10" CFU/mL. Salah
satu cara untuk mempertahankan kondisi tersebut dengan menggunakan
mikroenkapsulasi. Teknik emulsi dapat digunakan untuk mengenkapsulat sel-sel
yang baik di dalam micro (0,1-1mm) dan macrospheres (1,3 mm) dari polimer
alam seperti karaginan (Barrow dan Shahidi, 2008).

Azmi (2011) melaporkan campuran karaginan dari Eucheuma cottonii dan
Eucheuma spinosumdengan konsentrasi 3% sebagai pengenkapsulat
Lactobacillus acidophilus mencapai viabilitas 10 CFU/ mL. Leo dan Heo (2000)
menyatakan bahwa angka kematian bakteri dalam enkapsulat menurun seiring
dengan meningkatnya konsentrasi enkapsulat. Berdasarkan informasi tersebut,
perlu dilakukan penelitian perbaikan terhadap viabilitas Lactobacillus acidophilus
menggunakan karaginan Euchema cottonii dan Eucheuma spinosum dalam
bentuk campuran dengan konsentrasi 6% sebagai bahan pengenkapsulat pada

pH simulasi saluran pencernaan pada pH 2 dan pH 7.
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1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh campuran
karaginan dari Euchema cottonii dan Eucheuma spinosum konsentrasi 6%
terhadap viabilitas Lactobacillus acidophilus pada pH simulasi saluran

pencernaan manusia.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan
mengenai mikroenkapsulasi dengan teknik emulsi menggunakan campuran
karaginan dari jenis Euchema cottonii dan Euchema spinosum untuk
mengenkapsulasi Lactobacillus acidophilus pada pH simulasi saluran

pencernaan.

1.5 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah diduga campuran karaginan dari
Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum konsentrasi 6% berpengaruh
terhadap viabilitas Lactobacilus acidophilus pada pH simulasi saluran

pencernaan

1.6 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas
Kedokteran, Laboratorium Pengolahan Pangan, Fakultas Teknologi Pertanian,
Laboratorium Mikrobiologi, dan Laboratorium Teknologi Hasil Perikanan,
Fakultas Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya. Pada bulan Juli-

November 2011.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Euceuma cottonii

Rumput laut (seaweed) adalah ganggang berukuran besar (macroalgae)
yang merupakan tanaman tingkat rendah yang bercirikan tidak mempunyai
susunan kerangka seperti akar, batang, dan daun (Alam 2011). Rumput laut
hanya memiliki thallus yaitu batang yang bercabang-cabang (Nindiyaning2007).
Eucheuma cottonii merupakan salah satu jenis rumput laut merah
(Rhodophyceae) yang menghasilkan (Doty1986).

Morfologi Eucheuma cottoniidapat dilihat pada Gambar 1. Doty (1985)

mengklasifikasi Eucheuma cottoniisebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Rhodophyta
Kelas : Rhodophyceae
Ordo : Gigartinales
Famili : Solieracea

Genus : Eucheuma
Spesies : Eucheuma cottonii

Gambar 1. Morfologi Eucheuma cottonii

Gambar 1 merupakan morfologiEucheuma cottoni. Eucheuma
cottoniimempunyai thallus dan cabang-cabangnya berbentuk silindris atau pipih,
percabangannya tidak teratur dan kasar. Ujungnya runcing atau tumpul berwarna
coklat ungu atauhijau kuning. Permukaaan licin dan penampakan thallus

bervariasi dari bentuk sederhana sampai kompleks (Neish 2005). Duri-duri
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thallus agak jarang-jarang dantidak tersusun melingkari thallus. Percabangan ke
berbagai arah dengan batang utama keluaryang saling berdekatan ke daerah
pangkal (Wulandari 2010).

Eucheuma cottonii tumbuh melekat ke substrat dengan alat perekam
berupa cakram. Cabang pertama dan kedua tumbuh membentuk rumput yang
rimbun dan mengarah kearah sinar matahari (Atmadja et al. 1996). Eucheuma
cottonii hidup pada lapisan fotik, yaitu kedalaman sejauh sinar matahari mampu
mencapainya. Lapisan fotik dapat memberikan sinar cahaya matahari yang
diperlukan Eucheuma cottonii untuk proses fotosintesis(Anggadiredja et al.2006).

Tabel 1. Komposisi kimia rumput laut Eucheuma cottonii

Komposisi NIET

Air (%) 12,90
Protein (%) 5,12
Lemak (%) 0,13
Karbohidrat (%) 13,38
Serat kasar (%) 1,39
Abu (%) 14,21
Mineral Ca (ppm) 52,82
Mineral Fe (ppm) 0,11
Riboflavin (mg/100gr) 2,26
Vitamin C (mg/100gr) 4,00
Karaginan (mg/100gr) 65,75

Sumber : Markati (2007).

Tabel 1 memperlihatkanEucheuma cottonii banyak mengandung mineral.
Mineral terbesar yang terkandung dalam Eucheuma cottoni adalah kalsium
sebanyak 52,82 ppm. Eucheuma cottonii juga mengandung yodium yang dapat
digunakan untuk mencegah kanker, batu empedu, dan gangguan menstruasi
(Aldon 1998).

Eucheuma cottonii juga merupakan penghasil karaginan sebanyak 65,75
mg/100gr. Kandungan utama rumput laur segar adalah air yang mencapai 80%-
90%, sedangkan kadar protein dan lemaknya sangat kecil (Winarno 1990).

Eucheuma cottonii memiliki beberapa manfaat dibidang pangan,

kesehatan dan industri. Manfaat Eucheuma cottoniidi bidang pangan adalah



18

sebagai penstabil, bahan tambahan makanan, dan pengemulsi. Di bidang
kesehatan adalah sebagaibahan dalam pembuatan tablet dan kapsul
(Nindiyaning 2010). Sedangkan dalam bidang industri adalah sebagai bahan

tambahan untuk kertas, keramik, fotografi, dan kosmetika (Seaweeed 2008).

2.2 Eucheuma spinosum

Eucheuma spinosumadalah rumput laut dari kelompok Rhodophyceae
(alga merah).Dalam dunia perdagangan rumput laut ini dikenal dengan istilah
spinosum yang berarti duri yang tajam (Alam 2011). Eucheuma spinosum
memiliki klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Rhodophyta
Kelas : Rhodophyceae
Ordo : Gigartinales
Famili : Solieracea

Genus : Eucheuma
Spesies : Eucheuma spinosum

Gambar 2. Morfologi rumput laut kering Eucheuma spinosum.
Gambar 2 merupakan morfolologi Eucheuma spinosum. Eucheuma
spinosum mempunyai thallus silindris, kenyal, berdaging dan kuat dengan bintil-
bintil atau duri-duri yang mencuat ke samping pada beberapa jenis yang
berthallus licin(Romimohtarto dan Juwana 2005). Ciri-ciri Eucheuma

spinosummenmiliki percabangan thallus yang ditumbuhi nodulus (tonjolan-
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tonjolan) berupa duri lunak yang tersusun berputar teratur mengelilingi
cabang(Anggadireja et al. 2006).

Eucheuma spinosum tumbuh melekat pada rataan terumbu karang, batu
karang, batuan, benda keras, dan cangkang kerang. Eucheuma spinosum
memerlukan sinar matahari untuk proses fotosintesis sehingga hanya hidup pada
lapisan fotik. Habitat khas dari Eucheuma spinosumadalah daerah yang

memperoleh aliran air laut yang tetap dan substrat batu karang mati (Aslan

1998).
Tabel 2. Komposisi Kimia Eucheum spinosum
Komponen Jumlah
Kadar air (%) 12,90
Karbohidrat (%) 512
Protein (%) 0,13
Lemak (%) 13,38
Serat kasar (%) 1,39
Abu (%) 14,21
Mineral Ca (ppm) 52,820
Mineral Fe (ppm) 0,0108
Mineral Cu (ppm) 0,768
Mineral Pb (ppm) -
Vitamin B, (Thiamin)(mg/100gr) 0,21
Vitamin B, (Riboflavin)(mg/100gr) 2,26
Vitamin C (mg/100gr) 43,00
Karaginan (%) 65,75

Sumber : Mubarak (1982).

Tabel 2 memperlihatkanEucheuma spinosum banyak mengandung
mineral yang berguna untuk kesehatan. Mineral terbesar yang terkandung dalam
Eucheuma spinosum adalah kalsium, yaitu sebanyak 52,82 ppm. Eucheuma
spinosum juga merupakan penghasil karaginan, yaitu sebanyak 65,75 mg/100gr
(Winarno 1990). Eucheuma spinosum tidak mengandung mineral timbal yang
berbahaya bagi kesehatan manusia (Mubarak 1982).

Eucheuma spinosumberfungsi sebagai pengikat, melindungi koloid,
penghambat sineresis, dan dapat meningkatkan sifat-sifat tekstur dan kestabilan

suatu cairan produk pangan (Distantiana et al. 2009). Eucheuma spinosum dapat
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juga dimanfaatkan sebagai penghasil karaginan. Pada produk makanan,
karaginan berfungsi sebagai stabilitator (pengatur keseimbangan), thickener
(bahan pengental), pembentuk gel, dan pengemulsi (Yasita dan Rachmawati
2010).

Beberapa jenis rumput laut secara ekonomi menjadi pentig karena
mengandung senyawa polisakarida. Secara keseluruhan, polisakarida yang
diproduksi oleh rumput laut merah dapat membentuk sistem koloidal yang larut
dalam air. Polisakarida yang penting dari golongan ruumput laut merah adalah

agar dan karaginan (Susanto 2002).

2.3 Karaginan

Karaginan terdapat dalam dinding sel rumput laut atau matriks
intraselulernya (Hellebust dan Cragie 1978).Karaginan merupakan getah rumput
laut yang diekstrak dengan air atau larutan alkali dari spesies tertentu dari kelas
Rhodophyceae (alga merah) (Alam 2011). Karaginan diperoleh dari hasil
ekstraksi menggunakan airpanas (hot water) atau larutan alkali pada temperatur
tinggi (Glicksman 1983).

Karaginan adalah suatu bentuk polisakarida linear dengan berat molekul
di atas 100 kDa (WHO 1999). Jumlah dan posisi sulfat yang membedakan
polisakarida dari kelas Rhodophyceae. deMan (1989) menyatakan polisakarida
harus mengandung 20% sulfat berdasarkan berat kering untuk diklasifikasikan
sebagai karaginan.

Karaginan adalah senyawa hidrokoloid yang terdiri dari ester kalium,
natrium, magnesium, dan kalium sulfat dengan galaktosa 3,6-anhidro-galaktosa
kopolimer (Winano 1996). Karaginan tersusun dari perulangan unit-unit galaktosa
dan 3,6-anhidro-galaktosa. Unit-unit galaktosa dan 3,6-anhidro-galaktosa yang

berikatan dengan sulfat atau tidak berikatan dihubungkan dengan ikatan
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glokosidik glikosidik 0—1,3 dan B-1,4 secara bergantian (FMC Corp. 1977).
Berdasarkan struktur pengulangan unit polisakarida, karaginan dapat dibagi
menjadi tiga fraksi utama yaitu k-(Kappa), A-(Lambda), dan i-(lota) karaginan
(Anggraini 2004).

Kappa karaginan merupakan hasil ekstraksi dari rumput laut Eucheuma
cottoniiWinarno (1996). Kappa karaginan sensitif pada ion kalium dan
membentuk gel kuat pada larutan yang mengandung garam kalium (Yeast 2012).
Wikipedia (2012) menambahkan kappa yang membentuk gel akan resisten
terhadap degradasi.

Kappa karaginan adalah salah satu jenis polisakarida yang tersusun atas
a-D-galaktosa-4-sulfat dan  [(-3,6-anhidro-galaktosa(Stanley  1990).Rantai
polisakarida tersebut terdiri dari ikatan berulang antara gugus galaktosa dengan
3,6-anhidro-galaktosa yang dihubungkan dengan ikatan glikosidik a-1,3 dan B-
1,4 (Imeson 2000). Adanya gugusan 6-sulfat, dapat menurunkan daya gelasi
karaginan, tetapi dengan pemberian alkali mampu menyebabkan terjadinya
transemilasi gugusan 6-sulfat, yang menghasilkan 3,6-anhidro-D-galaktosa
(Falshawet al. 2001). Berikut adalah gambar struktur kappa karaginan menurut

Falshaw et al. (2001) :

Kappa (x)
Gambar 3. Struktur Kappa Karaginan

Sifat kappa karaginan adalah kurang hidrofilik karena memiliki banyak

gugus 3,6 anhidro-galaktosa (cPkelco ApS. 2004). Kappa karaginan memiliki

sifat stabil terhadap perubahan pH, terhidrolisis pada larutan yang memiliki pH

netral dan alkali apabila dipanaskan serta stabil dalam keadaan gel. Kappa

karaginan membentuk gel kuat dan tidak jernih namun gel tersebut akan jernih
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dengan penambahan gula Kappa karaginan larut pada air diatas 60° C dan
larutan gula pekat yang panas, tapi tidak larut pada garam pekat (Winarno 1996).
Tabel 3. Daya Kelarutan dan Stabilitas Kappa Karaginan.

Sifat-sifat Kappa Karaginan

Daya Kelarutan pada Media Pelarut :

Air panas Larut suhu > 60° C

Air dingin Larut Na saja

Susu panas Larut

Susu dingin Kental

Larutan gula Larut (dengan suhu panas)
Larutan garam Tidak larut

Larutan organik Tidak larut

Stabilitas pada Media Pelarut :
pH netral dan alkali Stabil

pH asam Terhidrolisis jika dipanaskan
dan stabil dalam bentuk gel

Sumber : Glicksman (1983).

Tabel 3 merupakan daya kelarutan dan stabilitas kappa karaginan. Sifat-
sifat dari kappa karaginan adalah memiliki karakteristik daya larut yang
dipengaruhi oleh bentuk garam dari gugus esternya. Kappa karaginan memiliki
efek kation yang kuat dengan ion potassium. Kappa karaginan juga memiliki efek
sinegis dengan locus gum yang tinggi, tetapi kappa karaginan tidak stabil pada
kondisi freezing thawing.

Jenis sodium umumnya lebih mudah larut, sementara jenis potassium
lebih sukar larut. Hal ini menyebabkan kappa karaginan dalam bentuk garam
potassium lebih sukar larut dalam air dingin dan diperlukan air panas untuk
mengubahnya menjadi larutan, sedangkan dalam bentuk garam sodium lebih
mudah larut (Tridiyani 2011).

Kappa karaginan mengandung 25% ester sulfat dan 34% 3,6-
anhidrogalaktosa yang terkandung dalam kappa karaginan adalah yang terbesar
diantara dua jenis karaginan lainnya. lota karaginan mengandung 32% ester

sulfat dan 30% 3,6-anhidrogalaktosa (Imeson 2000).
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lota karaginan merupakan hasil ekstraksi dari rumput laut Eucheuma
spinosum Winarno (1996). lota karaginan akan membentuk gel elastis pada
larutan yang mengandung garam kalsium (Yeast 2012). Anggadiredja et al.
(2006) menambahkaniota karaginan memiliki sifat gel yang halus dan mudah
dibentuk.

lota karaginan ditandai dengan adanya 4-sulfat ester pada setiap residu
D-glukosa dan gugusan 2-ester pada setiap gugusan 3,6 anhidro-galaktosa.
Gugusan 2-sulfat ester tidak dapat dihilangkan oleh proses pemberian alkali
seperti kappa karaginan. lota karaginan mengandung beberapa gugusan 6-sulfat
ester yang menyebabkankurangnya keseragaman molekul yang dapat
dihilangkan dengan pemberian alkali (Winarno 1996). Berikutadalah gambar

struktur iota karaginan menurut Falshaw et al. (2001) :

CH;OH H
0,80,/ 9 0 SO
AN
i 0soy

lota (1
Gambar 4. Struktur lota Karaginan

Karaginan jenis iota bersifat lebih hidrofilik karena adanya gugus 2-sulfat

yang dapat menetralkan 3,6 anhidro-D-galaktosa yang bersifathidrofobik

(cPkelco ApS. 2004). lota karaginan membentuk gel elastisdan jernih.

Peningkatan gugus 2-sulfat mengakibatkan penurunan kekuatan gel yang

terbentuk karena ikatan ionik dengan ion potassium mengalami penurunan.
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Tabel 4. Daya Kelarutan dan Stabilitas lota Karaginan.
Air panas Larut suhu > 60° C
Air dingin Larut Na saja sedangkan
garam K dan Ca member
disperse thixotropic

Susu panas Larut

Susu dingin Tidak larut

Larutan gula pekat Sukar larut

Larutan garam dingin Pada suhu panas akan larut
Stabilitas pada Media Pelarut :

pH netral dan alkali Stabil

pH asam Terhidrolisis dalam dan

stabil dalam bentuk gel

Sumber : Moraino (1977).

Tabel 4 merupakan sifat iota karaginan berdasarkan daya kelarutan dan
stabilitas pH dalam berbagai media pelarut. lota karaginanlarut dalam air pada
temperatur 60° C keatas, dapat larut dalam larutan garam (20-25% NaCl)
(Glicksman 1983). lota karaginan larut dalam suhu panas dan tidak larut dalam
suhu dingin, iota karaginan dapat membentuk gel dengan ion Kalsium, stabil
pada pH netral dan alkalis tetapi pada pH asam akan terhidrolisa (Istini et al.
2008).Penurunan pH menyebabkan terjadinya hidrolisis dari ikatan glikosidik
yang menyebabkan kehilangan viskositas. Hidrolisis dipengaruhi oleh pH,
temperatur, dan waktu. Hidrolisis dipercepat oleh panas pada pH rendah
(Moirano 1977).

Viskositas larutan karaginan terutama disebabkan oleh sifat iota
karaginan yang sangat hidrofilik dan umumnya karaginan sebagai polielektrolit.
Gaya tolakan antar muatan-muatan negatif sepanjang rantai polimer yaitu gugus
sulfat, mengakibatkan rantai molekul menegang. Polimer tersebut dikelilingi oleh
molekul-molekul air yang terimobilisasi, sehingga menyebabkan larutan iota
karaginan besifat lebih kental dibanding kappa karaginan (Guiseley et al. 1980).

Lambda karaginan berbeda dengan kappa dan iota karaginan, karena

memiliki sebuah residu dusulphated a 1,4 D galaktosa. Tidak seperti halnya pada
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kappa dan iota karaginan yang memiliki gugus 4-phosphat ester. Posisi dari
sulfat yang terkait dapat dengan mudah ditentukan dengan infrared
spectrophotometer (Winarno 1990). Identifikasi jenis karaginan dilakukan dengan
sinar infra merah untuk mengetahui gugus fungsional (Zabik dan Aldrich 1968).
Bentuk adalah gambar struktur lambda karaginan menurut Falshaw et al. (2001) :

CHyOH CHO50y

.ﬂ;/; o\_,.u PHD
¢ e

Oy 080,
Lambda (1)

Gambar 5. Struktur Lamda Karaginan
Gambar 5 merupakan struktur kimia dari lambda karaginan. Guiseley et
al. (1980)membedakan struktur kappa karaginan dan lambda karaginan
berdasarkan kandungan 3,6 anhidro-galaktosa dan kandungan sulfat. Lambda
tersusun atas a-1,3-D-galaktosa-2-sulfatdan  B-1,4-D-galaktosa-2,6-sulfat.
Lambda karaginan mengandung 35% ester sulfat mengandung sedikit 3,6
anhidro-galaktosa (Imeson 2000). Smith (1995) menyatakan lambda karaginan
tidak mempunyai gugus 3,6 anhidro-galaktosa.
Tabel 5. Daya Kelarutan dan Stabilitas Lambda Karaginan.

Sifat-sifat Lamda karaginan

Daya Kelarutan pada Media Pelarut :

Air panas Larut 40° - 60° C

Air dingin Larut garam

Susu panas Larut

Susu dingin Lebih kental

Larutan gula Larut (dengan suhu panas)
Larutan garam Larut (dengan suhu panas)
Larutan organik Tidak larut

Stabilitas pada Media Pelarut :
pH netral dan alkali Stabil

pH asam Terhidrolisis
Sumber : cP Kelco ApS (2004).

Daya kelarutan dan stabilitas lambda karaginan dalam berbagai media

pelarut dapat dilihat Tabel 5. Lambda karaginan larut dalam susu dingin dan
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akan membentuk dispersi. Lambda karaginan larut dalam air panas pada suhu
40° — 60° C. Pada air dingin seluruh garam dapat larut dalam lambda karaginan
(Alam 2011).Lambda karaginan cukup stabil pada kisaran pH diatas 7 dan
memiliki stabilitas maksimum pada pH 9. Stabilitas lambda karaginan akan
mengalami penurunan pH dibawah 7 terutama jika terjadi kenaikan temperatur
(Glicksman 1969). Larutan lambda karaginan akan mengalami penurunan
viskositas dan kekuatan gel (gel strength) pada pH 4, karena terputusnya ikatan
glikosidik yang mengakibatkan terjadinya hidrolisa. Laju hidrolisis akan
meningkat dengan adanya peningkatan suhu (Imeson 2000). Lambda karaginan
tidak mampu membentuk gel karena tidak mengandung 3,6-anhidrogalaktosa.
Proses pembentukan gel karaginan terjadi ketika larutan panas karaginan
dibiarkan dingin. Gel yang dihasilkan bersifat themorevesible yaitu gel akan
mencair jika dipanaskan dan akan membentuk gel kembali bila didinginkan
(Glicksman 1983).

Karaginan mempunyai kemampuan yang unik, yaitu dapat membentuk
berbagai variasi gel pada temperatur ruang. Larutan karaginan dapat
mengentalkan dan menstabilkan partikel-partikel sebaik pendispersi koloid dan

emulsi air atau minyak (Nopianto 2009).

2.3.1 Mekanisme Gelasi

Mekanisme gelasi adalah suatu pengikatan silang rantai-rantai polimer
yang membentuk suatu jala tiga dimensi bersambungan. Selanjutnya jala ini
menangkap air di dalam bahan hidrokoloid, membentuk struktur kuat dan kaku.
Sifat pembentukan gel ini beragam dari satu jenis hidrokoloid ke jenis lain,
tergantung pada jenisnya. Gel mempunyai sifat seperti padatan, khususnya sifat

elastis dan kekakuan (Fardiaz 1989).
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Proses pembentukan gelasi terjadi karena adanya ikatan polimer
sehingga membentuk struktur tiga dimensi mengandung pelarut pada celah-
celahnya (Sulastri 2010). Pembentukan kerangka tiga dimensi oleh double heliks
ini akan mempengaruhi pembentukan gelasi. Kerangka tiga dimensi dapat
mengembang karena menyerap air secara osmosis sehingga berubah menjadi
zat padat, karena dapat mempertahankan bentuknya dan memiliki respon yang
elastis bila diberi tekanan (Suryaningrum et al. 1991).

Kappa-karaginan dan iota-karaginan merupakan fraksi yang mampu
membentuk gel dalam air dan bersifat reversible yaitu meleleh jika dipanaskan
dan membentuk gel kembali jikadidinginkan, karena mengandung gugus 3,6-
anhidrogalaktosa. Adanya perbedaan jumlah, tipe dan posisi gugus sulfat
mempengaruhi proses pembentukan gel. Kappa karaginan dan iota karaginan
akan membentuk gel hanya dengan adanya kation-kation tertentu seperti K,
Rb*, dan Ca".

Kappa karaginan sensitif terhadap ion kalium dan membentuk gel kuat
dengan adanya garam kalium, sedangkan iota karaginan akan membentuk gel
yang kuat dan stabil bila ada ion Ca®* (Glicksman 1983). Potensi membentuk gel
dan viskositas larutan karaginan akan menurun dengan menurunnya pH, karena
ion H" membantu proses hidrolisis ikatan glikosidik pada molekul karaginan
(Angka dan Suhartono2000). Konsistensi gel dipengaruhi beberapa faktor antara
lain: jenis dan tipe karaginan, konsistensi, adanya ion-ion serta pelarut yang
menghambat pembentukan hidrokoloid (Towle 1973).

Variasi penambahan bahan pengikat atau pengaturan reaksi kimia pada
saat ekstraksi kappa dan iota karaginan akan berpengaruh terhadap struktur tiga
dimensi dari kappa dan iota karaginan. Garam KCI| merupakan garam yang tidak

beracun dan banyak digunakan untuk membatu proses pembentukan gel
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karaginan. Penambahan garam KCI sampai batas tertentu dapat meningkatkan

kekuatan gel dari kappa dan iota karaginan (Sulastri 2010).

p X P
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Gambar 6. Mekanisme gelasi karaginan (Thomas 1992).

Gambar 6 menunjukkan proses terjadinya gel karaginan. Proses ini
diawali dengan perubahan polimer karaginan menjadi bentuk gulungan acak
(random coil). Perubahan ini disebabkan proses pemansan tinggi dari suhu
pembentukan gel karaginan. Ketika suhu diturunkan, maka polimer karaginan
akan membentuk struktur double helix (pilihan ganda) dan menghasilkan titik-titik
pertemuan (junction points) dari rantai polimer.

Polimer-polimer ini akan terikat silang secara kua dengan penurun suhu
yang berkelanjutan Dengan makin bertambahnya bentuk heliks akan terbentuk
agregat dengan gelasi yang kuat (Glicksmanl1969). Semakin bertambahnya
bentuk heliks proses pembentukan agregat terus terjadi dan gelasi akan

mengerut sambil melepaskan air yang disebut sineresis (Fardiaz 1989).

2.4 Probiotik

Probiotik berarti ‘for life’ (untuk kehidupan) yang dapat disebut juga
bakteri baik, bakteri menguntungkan, dan bakteri sehat (Anonymous
2012).Havenaar et al. (1992) menyatakan bahwa probiotik adalah kultur tunggal
atau campuran mikroba hidup yang dapat memperbaiki saluran pencernaan
makhluk hidup. Sementara itu, Salminenet al. (1998) menyatakanprobiotik

menguntungkan bagi kesehatan manusia yang dapatditambahkan dalam bahan
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makanan karena menekan bakteri patogen atau bakteri jahat. Sehingga probiotik
dapat berkontribusi pada keseimbangan mikroba dalam sistem pencernaan.
Probiotik juga dapat memberikan efek menguntungkan bagi kesehatan
hewan(Araya et al.2002).

Havenaar et al. (1992) menyatakan probiotik merupakan bakteri baik
yang ditambahkan dalam bahan pangan. Probiotik dapat dijadikan sebagai
suplemen makanan dalam bentuk mikroba hidup. Probiotik bermanfaat bagi
ternak inang (host) dengan meningkatkan keseimbangan mikroba dalam sistem
pencernaan (Fuller. 1989).Tujuan penggunaan bakteri probiotik dalam makanan
adalah untuk meningkatkan kesehatan. Fungsi bakteri probiotik adalah
mengurangi bakteri patogen dalam usus, menstimulasi respons, dan kekebalan
tubuh(Kompas 2004). Keuntungan lain meliputi pengendalian infeksi
pencernaan,pengendalian tingkat kolesterol, dan memiliki aktivitas antikanker
(Krasaekoopt et al. 2003).

Probiotik dapat menyeimbangkan mikroflora usus, mencegah kolonisasi
bakteri patogen, dan mematikan bakteri patogen melalui dinding usus atau organ
lain Mekanisme kerja bakteri probiotik melekat atau menempel dan berkolonisasi
pada saluran pencernaan, berkompetisi terhadap makanan dan memproduksi zat
anti mikrobial serta meningkatkan sistem kekebalan sel inang(Tanod 2011).

Kelayakan probiotik adalah resistensi bakteri asam laktat padapH rendah
(asam). Fetlinski dan Stepaniak (1994)menyebutkan bahwa bakteri sebagai
probiotik tergantung ketahanannya terhadap pH rendah, garam empedu (basa),
dankemampuan untuk hidup dalam sistem pencernaan (David dan Gasson
1981).Probiotik dapat memberikan efek menguntungkan pada inang, tidak
merugikan dan beracun, mengandung sejumlah besar sel hidup, mampu
bertahanmelakukan kegiatan metabolisme dalam usus, mempunyai sifat sensori

yang baik dan diisolasi dari inang (Fuller1991).
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2.4.1 Lactobacillus acidophilus

Bakteri asam laktat adalah bakteri gram positif, berbentuk batang atau
bulat, tidak membentuk spora , dan mampu menfermentasi gula seperti glukosa
atau laktosa menjadi asam laktat. Salah satu bakteri asam laktat adalah
Lactobacillus. Bakteri ini tergolong homofermentatif dan dapat tumbuh pada suhu
40° C (Shah 2000).

Lactobacillus acidophilus berasal dari bahasa latin lacto yang berarti susu
dan bacillus yang berarti bentuk batang, sedangkan acidophilus berarti suka
asam. Morfologi dari Lactobacillus acidophilus dapat dilihat pada Gambar 7 dan

klasifikasi Lactobacillus acidophilusmenurut Wikipedia (2012) adalah:

Kingdom : Bacteria

Divisi : Firmicuters

Kelas : Bacili

Famili : Lactobacillaceae

Genus : Lactobacillus

Spesies : Lactobacillus acidophilus

Gambar 7. Lactobcﬂlus aC|doph|Ius (Zhang 2011).

Lactobacillus acidophilus adalah satu dari beberapa bakteri probiotik dari
genus Lactobacillus. Gambar 7 memperlihatkan bahwa Lactobacillus
acidophilusmempunyai panjang antara 0,6—0,9 ym dan tidak berflagela. Bakteri
ini mampu tumbuh pada lingkungan yang lebih asam daripada bakteri lainnya
(pH 4-5 atau kurang) dan suhu optimal untuk hidup adalah 45°C (Jones 1999).
Seperti kebanyakan (tetapi tidak semuanya) bakteri asam laktat lainnya,

Lactobacillus acidophilus mampu mengubah laktosa menjadi asam laktat.
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Mosilhey (2003) mengemukakan bahwa Lactobacillus acidophilus dapat
tumbuh pada suhu tinggi dan pada pH rendah. Suhu untuk pertumbuhan
Lactobacillus acidophilus dapat mencapai 45° C, tetapi suhu optimum
pertumbuhannya adalah 35°40°C. Lactobacillus acidophilus dapat tahan
terhadap kondisi asam dan mampu memproduksi asam laktat 0,3-0,19 %, serta
pH optimum untuk pertumbuhannya adalah 5,5-6,0.

Manfaat Lactobacillus acidophilus di bidang kesehatan yaitu :dapat
mengurangi jumlah kolesterol dalam tubuh (Anderson dan Gilliland
1999).Lactobacillus acidophilus adalah mencegah infeksi pada saluran
pencernaan, menurunkan resiko alergi akibat polusi, dan membantu mengobati
atau mencegah diare akibat produk antibiotik (Medical Center Maryland 2009).
Tenneny menambahkan (1996) menambahkan bahwa Lactobacillus acidophilus
memproduksi asam asetat yang dapat menurunkan ph usus untuk menghambat
bakteri merugikan. Lactobacillus acidhophilus dapat bekerja optimal dalam
saluran pencernaan dengan jumlah yang optimal. Jumlah optimal viabilitas
Lactobacillus acidophilus yang harus terserap dalam usus adalah 10°-10’

CFU/gram (Kebary et al. 1996).

25 Mikroenkapsulasi

Mikroenkapsulasi merupakan salah satu upaya yang dapat digunakan
untuk mengendalikan pelepasan obat (Sutriyo et al. 2004). Mikroenkapsulasi juga
dapat digambarkan sebagai suatu teknologi tentang pengemasan bahan
padatan, cairan, atau berupa gas dalam ukuran kecil (Anal dan Singh 2007).
Mikroenkapsulasi adalah teknologi melapisi suatu zat inti dengan lapisan dinding
polimer sehingga menjadi partikel-partikel kecil berukuran mikro (seperseribu

milimeter)(Mardliyati 2008).
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Mikrokapsul terdiri dari bahan inti dan suatu pelapis (dinding atau kulit).
Bentuk inti bisa merupakan suatu partikel unsur tidak beraturan atau berbentuk
bola (Bain 1998). Menurut Balasa dan Fanger (1971), ukuran mikrokapsul dapat
berkisar dari 0,2-5000 um dan memiliki beragam bentuk. Sedangkan King (1995)
menyatakan bahwa apabila ukuran partikel >5000 um disebut makrokapsul,
ukuran partikel antara 0,2-5000 um disebut mikrokapsul, dan ukuran partikelnya
<0,2 pm disebut nanokapsul. Struktur dan ukuran mikrokapsul yang dihasilkan
tergantung dari teknik pembuatannya, jenis bahan inti dan polimer (bahan
penyalut) yang digunakan (Jackson dan Lee 1991). Karakteristikmikrokapsul
yang baik memiliki ukuran <200um agar proses penguraian polimer bahan

penyalut optimal (Venkatesan et al. 2009).
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Gambar 8. Morfologi Mikrokapsul (Ghosh 2006).

Q00

Gambar 8 merupakan morfologi mikrokapsul. Morfologi mikrokapsul
bergantung pada bahan inti dan proses pengendapan bahan penyalut.
Mikrokapsul memiliki bentuk yang beraturan ataupun tidak beraturan.
Berdasarkan morfologinya bisa diklasifikasikan menjadi : mononuklir (berbahan
aktif tunggal), polinuklir (berbahan aktif banyak), dan tipe matrik. Mononuklir
(berinti tunggal) adalah posisi kulit disekitar inti, polinuklir(berinti banyak)
merupakan ada banyak inti di dalam kulit, dan tipe matrik adalah bahan inti

disalurkan secara homogen di dalam inti (Ghosh 2006).
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Mikroenkapsulasi memiliki banyak keunggulan dan
kekurangan.Keunggulan dari mikroenkapsulasi adalah semipermeabel,
berbentuk bola, tipis, dan memiliki dinding membran yang kuat. Oleh sebab itu,
sel bakteri dapat bertahan lebih lama. Keunggulan lainnya dalah penjebakan
matrik mikrokapsultidak berbentuk padat (lebih kearah gel) dan memiliki diameter
kecil, sehingga dapat mengatasi keterbatasan reaksi. (Kalisapathy
2002).Sedangkan kekurangan mikroenkapsulasi merupakan teknologi mahal
apabila dilakukan dalam skala industri karena jumlah produksi rendah

(Desmondet al. 2001).

2.5.1 Enkapsulat

Enkapsulasi merupakan teknik penyalutan suatu bahan. Bahan penyalut
disebut enkapsulat sedangkan yang disalut atau dilindungi disebut core (Triana
et al. 2006). Teknik ini banyak diaplikasikan pada bidang industri bahan pangan
karena mengawetkan makananlebih lama sehingga teknik enkapsulasi dapat
mengurangi resikokebusukan bahan makanan oleh mikroba (Victor dan Heldman
2001).

Mikrokapsul biasa dibagi menjadi dua bagian utama yaitu inti dan kulit.
Terdapat pula komponen pelarut Bahan inti adalah bahan spesifik yang akan
dienkapsulasi, dapat berupa zat padat, cair, ataupun gas. Komposisi material inti
dapat bervariasi, yakni pada bahan inti cair yang terdiri dari bahan terlarut. Bahan
padat dapat berupa zat tunggal atau campuran zat aktif dengan bahan pembawa
lain seperti stabilitator, pengencer, pengisi, penghambat, atau pemacu pelepasan
bahan aktif (Istiyani et al.2008). Bahan inti yang baik tidak larut atau tidak
bereaksi dengan bahan penyalut(Leon et al.1990).

Bahan penyalut adalah bahan-bahan yang berfungsi sebagai bahan

pelapis dalam proses enkapsulasi (Masters 1979). Bahan penyalut yang
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digunakan harus memiliki kelarutan yang tinggi dan kemampuan mengemulsi,
dapat membentuk lapisan film, dan menghasilkan larutan berkonsentrasi tinggi
dengan viskositas rendah (Young et al.1993). Bahan penyalut harus dapat
memberikan suatu lapisan tipis kohesif dengan inti, tercampur secara kimia, tidak
bereaksi dengan inti, dan mempunyai sifat sesuai tujuan penyalutan yaitu kuat,
mudah dilenturkan, tidak dapat ditembus, stabil, dan bersifat optis (Kumar et al.
2011). Bahan penyalut harusdapat melindungi bahan aktif dari oksidasi panas,
cahaya, dan kelembaban, serta mencegah penguapan dari komponen volatil
(King et al. 1976).

Pelarut adalah bahan yang digunakan untuk melarutkan bahan penyalut
dan mendispersikan bahan inti. Pemilihan pelarut berdasarkan sifat kelarutan
dari bahan inti atau zat aktif dan bahan penyalut, dimana pelarut yang digunakan
tersebut tidak atau hanya sedikit melarutkan bahan inti tetapi dapat melarutkan
bahan penyalut. Pelarut polar akan melarutkan senyawa yang bersifat polar, dan
pelarut nonpolar akan melarutkan senyawa yang bersifat nonpolar.

Pelapis atau bahan penyalut dapat rusak secara mekanik akibat dikuyah,
meleleh ketika terekspos dengan panas, terlarut dalam pelarut. Perubahan pH
dapat mengubah kemampuan proses penembusan bahan aktif sehingga
mengendalikan pelepasan. Pelapis dari lemak (lipid) dapat terdegradasi akibat
enzim lipase dan bahan aktif berdifusi ke lingkungan. Sifat fisik dan kimia dari
bahan aktif (seperti kelarutan, difusifitas, tekanan uap, dan koefisien partisi) dan
pelapis (seperti ketebalan, porositas, dan kemampuan bereaksi) juga
mempengaruhi pelepasan bahan aktif (Gouin 2004).

Proses mikroenkapsulasi terdiri dari dua tahap, yaitu pencampuran bahan
inti dengan larutan pembentuk materi yang membentuk dinding dan pengeringan
emulsi yang terbentuk (Afriani et al. 2011).Prinsip proses mikroenkapsulasi

adalah perdispersian bahan inti ke dalam media mikroenkapsulasi, pencampuran
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bahan penyalut dengan dispersi bahan intidan proses penggabungan,
penyimpanan dan penyalutan bahan penyalut pada bahan inti, serta penstabilan
mekanis dengan perlakuan kimia dan fisik (Kondo 1979). Mikroenkapsulasi
membantumemisahkan inti sel bakteri dari material sampai proses pelepasan,
sehingga dapat melindungi pengaruh tidak stabil dari keadaan sekelilingnya.
Dengan cara ini maka inti sel bakteri lebih terjaga sampai proses pelepasan
(Gambar. 10). Bentuk dari mikroenkapsulasi sebagai perantara antara inti sel
bakteri dengan dinding. Ukuran dari bentuk dinding tersebut didesain melindungi
inti sel bakteri sampai proses pelepasan sehingga kondisi dimana molekul kecil
bergerak keluar membran dapat terkontrol (Gibbs et al.1999).

Mikroenkapsulasi berfungsi menstabilkan sel, berpotensi menjaga
viabilitas dan stabilitas sel(Kim etal, 1996). Mikroenkapsulasi dengan
menambahkan substansi prebiotik dalam produk probiotik merupakan salah satu
faktor yang dapat digunakan untuk meningkatkan viabilitas organisme probiotik
(Lourens et al.2001). Godward (2000) melaporkan bahwa Lactobacillus
acidophilus sebagai probiotik dapat tetap hidup selama penyimpanan 6 bulan
pada suhu 20° C. Jumlah koloni antara probiotik yang dienkapsulasi dengan
jumlah koloni bakteri sebelum dienkapsulasi adalah sama. Pada penelitian
Khalida et al (2000),Lactobacillus acidophilusyang dienkapsulat dengan bahan
penyalut Calsium Alginatmemiliki kualitas yang sama sebelum dan sesudah

selama penyimpanan 8 minggu dengan suhu 4° C.

2.5.2 Teknik Mikroenkapsulasi Emulsi

Beberapa hasil penelitian melaporkan bahwa sistem emulsi banyak
digunakan untuk enkapsulasi probiotik (Kaliasapathy 2002). Kapsul terbentuk
dari dua tahap yaitu penyebaran dan pengerasan. Sel bakteri dan suspensi

polimer diekstruksi melalui pipa semprot yang menghasilkan droplet berbentuk
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bola. Prinsip Mikoenkapsulasi dengan teknik emulsi ini didasarkan pada

hubungan antara fase terputus dan fase kontinu (Krasaekoopt et al. 2003).

Qil +

emulsifier
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Pertukaran komponen minyak)

Hubungan Pencucian (penghilangan

l

Mikrokapsul

Gambar 9. Proses Mikroenkapsulasi dengan Metode Emulsi
(Petrovic et al. 2007)

Gambar 9 menunjukkan proses emulsi. Volume kecil sel polimer suspensi
(fase yang terputus) ditambahkan ke volume besar minyak nabati (fase kontinu).
Fase terputus dan fase kontinu dicampurkan untuk membentuk larutan dalam
emulsi minyak. Setelah cairan-dalam-minyak (W/O) emulsi terbentuk, larutan
polimer dalam air tidak dapat terlarut untuk membentuk gel partikel dalam fase
minyak. Metode kelarutan tergantung pada jenis bahan penyalut yang
digunakan.Butiran-butiran yang dipanen kemudian di filtrasi untuk dienkapsulisasi
dalam emulsi, dalam hal ini diperlukan emulsifier. Emulsifier seperti Tween 80
dapat memecah air dan minyak emulsi (Petrovic et al. 2007). Tween 80 dapat
menurunkan tegangan permukaan antara bahan inti dan bahan penyalut
sekaligus membentuk droplet yang akan terbawa oleh bahan penyalut yang larut
dalam bahan inti (Martin et al. 1993).

Proses stabilisasi adalah proses hubungan pertukaran (Crosslink) yang
terjadi saat kandungan bahan terbentuk menjadi droplet dengan ukuran yang
sesuai bahan enkapsulat yang digunakan Setelah proses crosslink dilakukan
pencucian untuk menghilangkan komponen minyak agar mendapatkan droplet

kapsul yang murni.
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Proses Mikroenkapsulasi emulsi pada Lactobacillus acidophilus
menggunakan karaginan yang dapat disimpan pada suhu 4,4° C. Bahan penyalut
Lactobacillus acidophilus dapat menggunakan karaginan (Adhikari et al. 2003).

Diameter kapsul yang kecil akan menghasilkan penyebaran sel yang lebih
merata, sehingga jumlah sel metode emulsi lebih banyak dibanding metode
mikroenkapsulasi lainnya (Talwakar dan Kaliasapathy 2003). Namun terknik
mikroenkapsulasi memiliki kekurangan. Leo dan Heo (2000) menyatakan ukuran
kapsul sebagai pelindung pada metode emulsi lebih kecil sehingga kemampuan

untuk melindungi sel terhadap perlakuan pH lebih rendah.
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3. METODE PENELITIAN

3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Bahan-bahan Penelitian

Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini adalah Eucheuma
cottonii dan Eucheuma spinosum. Bahan-bahan yang digunakan untuk
pembuatan refine carrageenan (RC) adalah air, akuades, Kalium hidroksida
(KOH), Kalsium hidroksida (Ca(OH),), HCI 0,2 N, Kalium klorida (KCI), dan kertas
lakmus. Bahan-bahan yang digunakan selama proses pembuatan
mikroenkapsulasi probiotik adalah sol karaginan, Lactobacillus acidophilus,
minyak sayur, tween 80, KCI 4 M, dan akuades. Bahan-bahan yang digunakan
sebagai pH simulasi saluran perncernaan diantaranya pada simulasi lambung
berupa larutan NaCl 0,5% steril, pepsin, dan HCI 1 M, sedangkan bahan-bahan
pembuatan simulasi usus kecil adalah NaCl 0,5% steril, pancreatin, garam
empedu, dan akuades. Bahan-bahan yang digunakan untuk pengujian viabilitas
Lactobacillus acidophilus berupa media MRS agar, NaCl 0,9% steril, akuades,

alkohol, dan spirtus.

3.1.2 Alat-alat Penelitian

Alat-alat penelitian yang digunakan untuk proses pembuatan karaginan
adalah baskom plastik, waterbath, gelas kaca 1000 mL dan 500 mL, erlenmeyer
1000 mL dan 500 mL, gelas ukur 100 mL, termometer, spatula kaca, jam, kain
saring, blender, loyang, nampan, oven, penggiling tepung, ayakan, dan
timbangan analitik. Alat-alat yang digunakan untuk pembuatan mikroenkapsulasi
probiotik adalah erlenmeyer 1000 mL, 500 mL, dan 250 mL, gelas kaca 500 mL,
250 mL, dan 100 mL, termometer, gelas ukur 100 mL, tabung reaksi, rak tabung

reaksi, pengaduk kaca, hot plate, magnetic stirrer, timbangan analitik,
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sentrifugasi, pipet volume 25 ml, bola hisap, pipet tetes, dan freezer. Alat-alat
yang digunakan pada simulasi pH saluran pencernaan adalah erlenmeyer 500
mL dan 250 mL, gelas kaca 250 mL, gelas ukur 100 mL, autoklaf, kompor, pipet
tetes, timbangan analitik, jam, pengaduk kaca, dan pH meter. Alat-alat yang
digunakan untuk pengujian viabilitas Lactobacillus acidophilus adalah erlenmeyer
500 mL, gelas kaca 500 mL, gelas ukur 10 dan 100 mL, autoklaf, cawan petri,
pipet volume 10 mL, pipet serologis 1 mL, bunsen, sprayer, vortex mixer,

inkubator, colony counter, dan kompor.

3.2 Metode Penelitian
3.2.1 Metode

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen.
Metode eksperimen adalah suatu metode untuk mencari hubungan sebab-akibat
antara dua faktor yang sengaja ditimbulkan oleh peneliti dengan mengeliminasi
atau mengurangi faktor lain yang biasa menganggu.

Ada empat alasan di dalam melaksanakan eksperimen vyaitu untuk
menentukan antara dua variabel atau lebih, memperluas lingkup studi dari
variabel, meningkatkan realiabilitas terhadap penemuan yang telah diperoleh dan
untuk menguiji teori. Studi eksperimen bertujuan untuk menguiji hipotesis tentang
adanya hubungan antara keseragaman dan sebab akibat. Persoalan dirumuskan
dengan jelas dalam bentuk hipotesis dan percobaan dilakukan dengan menguiji
hipotesis tersebut (Marzuki 1997). Suryabrata (1983) menjelaskan bahwa tujuan
penelitian eksperimen untuk menyelidiki kemungkinan saling berhubungan
sebab-akibat dengan cara menggunakan satu atau lebih perlakuan dan

membandingkan dengan kontrol yang tidak diberi perlakuan.
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3.2.2 Variabel Penelitian

Variabel adalah segala sesuatu yang akan menjadi obyek pengamatan
peneliti atau sebagai faktor-faktor yang berperan dalam peristiwa atau segala
yang akan diteliti (Suryabarata 1998). Sudjana (2010) menyatakan keragaman
dalam penelitian dibedakan menjadi dua macam, yakni keragaman bebas dan
keragaman terikat. Variabel bebas adalah keragaman perlakuan yang
berpengaruh terhadap keragaman terikat, sedangkan keragaman terikat adalah
variabel yang timbul akibat keragaman bebas. Oleh sebab itu, keragaman terikat
menjadi indikator keberhasilan variabel bebas. Variabel bebas dan terikat dalam
penelitian ini adalah :
- Variabel bebas penelitian pendahuluan : Campuran karaginan Eucheuma

cottonii dan Eucheuma spinosum konsentrasi 6%

- Variabel bebas penelitian utama : Simulasi pH saluran pencernaan manusia

- Variabel terikat : Viabilitas Lactobacillus acidophilus

3.2.3 Rancangan Percobaan

Perlakuan dalam penelitian ini untuk mengetahui viabilitas Lactobacillus
acidophilus pada kondisi sebelum dan sesudah perlakuan pH simulasi saluran
pencernaan manusia dengan campuran karaginan Eucheuma cottonii dan
Eucheuma spinosum berkonsentarsi 6%. Rancangan penelitian yang digunakan
yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Pada penelitian pendahuluan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap yang terdiri dari 3 campuran
Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum berkonsentrasi 6% Yyang berbeda
(25:75, 50:50, dan 75:25) dengan 4 kali ulangan. Pada penelitian utama
Rancangan Acak Lengkap terdiri dari 3 perlakuan pH simulasi saluran

pencernaan (kontrol, pH 2, dan pH 7) dan 4 kali ulangan. Metode analisis data
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yang digunakan adalah analisa keragaman (ANOVA=Analysis of Variance)
dengan model matematika sebagai berikut :
Yij = lJ.+Ti+ Sl]

Keterangan :
Yij = respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
M =rata-rata umum
Ti = pengaruh perlakuan ke-i
Gi = galat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j,
i =ulangan
j = perlakuan

Desain rancangan penelitian pendahuluan dan penelitian utama dapat dilihat

pada Tabel 6.
Tabel 6. Desain rancangan penelitian pendahuluan
Perlakuan Ulangan
I Il Il \Y
A Al A2 A3 A4
B Bl B2 B3 B4
C Cl C2 C3 C4

Keterangan kode:
Keterangan kode :
A = Campuran RC 25% Eucheuma cottonii :75% Eucheuma spinosum konsentrasi 6%
B = Campuran RC 50% Eucheuma cottonii :50% Eucheuma spinosum konsentrasi 6%
C = Campuran RC 75% Eucheuma cottonii :25% Eucheuma spinosum konsentrasi 6%

Penelitian pendahuluan dilakukan untuk mendapatkan perlakuan terbaik
pada campuran karaginan dari Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum
konsentarsi 6%. Hasil analisa data pada penelitian pendahuluan dengan
viabilitas tertinggi diuji lebih lanjut dalam perlakuan pH simulasi saluran
pencernaan manusia. Perlakuan pH simulasi saluran pencernaan manusia
menggunakan simulasi lambung dengan pH 2 dan simulasi usus kecil dengan pH
7 sedangkan perlakuan terbaik pada penelitian pendahuluan akan dijadikan

kontrol. Perhitungan konsentrasi 6% dapat dilihat pada Lampiran 1
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Tabel 7. Desain rancangan penelitian utama

Perlakuan Ulangan
I I I v
K K1 K2 K3 K4
L L1 L2 L3 L4
M M1 M2 M3 M4

Keterangan kode:
K = kontrol
L = kondisi simulasi pH 2
M = kondisi simulasi pH 7

Untuk mengetahui pengaruh perlakuan terhadap respon parameter yang
diukur, dilakukan analisis keragaman (ANOVA) dengan uji F hitung pada taraf
5% dan 1% dan jika terdapat hasil yang berbeda nyata maka dilakukan uji BNT

pada taraf 5 % untuk mengetahui perlakuan terbaik.

3.3 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dibagi dua tahap, yaitu penelitian pendahuluan dan
penelitian utama.
1. Penelitian Pendahuluan

Penelitian pendahuluan ini bertujuan untuk mengetahui campuran
karaginan terbaik dari Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum konsentrasi
6% sebagai bahan pengenkapsulat Lactobacillus acidophilus. Penelitian ini
dimulai dengan pembuatan karaginan dari jenis Eucheuma cottonii dan
Eucheuma spinosum. Metode mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus yang
digunakan adalah teknik emulsi yang telah dimodifikasi dari Adhikari et al. 2003.
Prinsip kerja teknik emulsi didasarkan pada hubungan antara fase diskontinu dan
fase kontinu. volume kecil sel polimer suspensi (fase yang terputus) ditambahkan
ke volume besar minyak nabati (fase kontinu). Fase terputus dan fase kontinu
dicampurkan untuk membentuk larutan dalam emulsi minyak. Setelah cairan-
dalam-minyak (W/O) emulsi terbentuk, larutan polimer dalam air tidak dapat
terlarut untuk membentuk gel partikel dalam fase minyak. Metode kelarutan

tergantung pada jenis bahan penyalut yang digunakan. Butiran-butiran yang
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dipanen kemudian di filtrasi untuk dienkapsulisasi dalam emulsi, dalam hal ini
diperlukan emulsifier. Emulsifier seperti Tween 80 dapat memecah air dan
minyak emulsi (Petrovic et al. 2007). Tween 80 dapat menurunkan tegangan
permukaan antara bahan inti dan bahan penyalut sekaligus membentuk droplet
yang akan terbawa oleh bahan penyalut yang larut dalam bahan inti (Martin et al.

1993).

2. Penelitian Utama

Perlakuan terbaik padea penelitian pendahuluan dijadikan standar dasar
terhadap perlakuan simulasi pH saluran pencernaan manusia. Perlakuan
simulasi pencernaan ini dibagi menjadi tiga bagian yaitu perlakuan tanpa pH
simulasi saluran pencernaan, perlakuan simulasi lambung, dan perlakuan
simulasi usus kecil.

Pada perlakuan tanpa pH simulasi saluran pencernaan, mikroenkapsulasi
yang telah dipanen langsung dilakukan pengujian viabilitas. Perlakuan pH
simulasi lambung dilakukan dengan pemberian larutan simulasi lambung dan
didiamkan selama 2 jam. Pembuatan larutan simulasi lambung yaitu dengan
penggunaan NacCl steril yang ditambahkan pepsin dan dikondisikan menjadi pH 2
dengan penambahan HCI. Perlakuan pH simulasi usus kecil dilakukan dengan
pemberian larutan usus kecil dan didiamkan selama 4 jam. Pembuatan larutan
simulasi usus kecil dengan penggunaan NacCl steril yang ditambahkan pankreatin
dan garam empedu lalu dikondisikan dalam pH 7 dengan HCI. Setelah
pemberian perlakuan pH simulasi saluran pencernaan. Larutan simulasi diambil

dan dilakukan pengujian viabilitas.



3.4 Prosedur Kerja
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Sumber : Kurniasari (2006).
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Disaring dengan kain

v I}

Filtrat Residu

Ditambahkan

9,375 gram KCI "
Dibekukan

v

Dikeringkan

v

Digiling/dihaluskan

v

Refine Carragenan

Gambar 11. Proses Pembuatan Refine Carragenan (RC) Eucheuma
spinosum
Sumber : Kurniasari (2006).S



Diagram alir mikroenkapsulasi dengan teknik

Gambar 12 dibawabh ini :

1,8 gr refine carragenan dalam 30 mL air

v

Dipanaskan pada suhu 80° C selama 5-6 menit
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emulsi dapat dilihat pada

v

Didinginkan pada suhu 40° — 42°C

50 mL minyak sayur dan 0,1%
tween 80

v

v

Ditambahkan 10 mL suspensi Dihomogenkan dengan stirrer hotplate
bakteri 10™ dengan suhu 40° C selama 2-3 menit

v

Campuran suspensi bakteri

carragenan ditambahkan ke dalam minyak sayur

dan refine

v

Dihomogenkan dengan stirrer selama 10 menit; 250 rpm

Ditambah 75 mL

<

v

KCl 4 M

Fase minyak dipindahkan dari campuran

v

Kapsul dipanen dengan sentrifugasi pada
kecepatan 875 rpm selama 10 menit

v

Kapsul dicuci 2x dengan KCI

kondisi sentrifugasi yang sama

4 M dengan

v

Disimpan pada suhu 4°C - 4,4° C

v

Mikroenkapsulat

Gambar 12. Teknik Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus

Sumber : Adhikari et al. (2003).
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Prosedur pembuatan larutan simulasi lambung dan simulasi usus kecil
yang digunakan dalam simulasi saluran pencernaan terhadap enkapsulasi
Lactobacillus acidophilus pada penelitian ini dapat dilihat dalam Gambar.13 dan

14.

Larutan NaCl steril (0,5%)

v

Ditambahkan pepsin (3gr/It)

v

Dikondisikan pH 2 simulasi dengan HCI

v

Larutan simulasi lambung

Gambar 13. Pembuatan Larutan Simulasi Lambung (Kos et al. 2000).

Larutan NacCl steril (0,5%)

v

Ditambahkan pancreatin (1gr/It) dan bile salt (3mg/ml)

v

Dikondisikan pada pH 7

y

Larutan simulasi usus kecil

Gambar 14. Pembuatan Larutan Simulasi Usus Kecil (Kos et al. 2000).
Prosedur simulasi saluran pencernaan terhadap enkapsulasi
Lactobacillus acidophilus pada penelitian ini dibagi menjadi kontrol dan dua
perlakuan. Pada sampel kontrol tidak diberikan perlakuan pH simulasi saluran
pencernaan. Perlakuan pertama adalah enkapsulat refine carrageenan
disimulasikan pada pH larutan simulasi lambung selama 2 jam. Perlakuan kedua
adalah enkapulast refine carrageenan disimulasikan pada pH larutan simulasi

usus kecil selama 4 jam. Kontrol dan kedua perlakuan dilakukan uiji viabilitas
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untuk mengetahui viabilitas Lactobacillus acidophilus. Prosedur uji viabilitas dan

perhitungan kolonisasi Lactobacillus acidophilus dapat dilihat pada Gambar 15.

Sampel (kontrol, perlakuan pertama, dan perlakuan kedua)

y

Dilakukan pengenceran 10™*-10°"

y

Penanaman dengan media MRS agar menggunakan metode tuang

v

Diinkubasi selama 5-7 hari

v

Dihitung jumlah koloni Lactobacillus acidophilus

y

Hasil

Gambar 15. Prosedur Uji Viabilitas dan Perhitungan Kolonisasi
Lactobacillus acidophilus
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4. HASIL dan PEMBAHASAN

4.1 Penggunaan Campuran Karaginan Terbaik dari Eucheuma cottonii
dan Eucheuma spinosum terhadap Viabilitas Lactobacillus
acidophilus
Data pengamatan campuran karaginan dari Eucheuma cottonii dan

Eucheuma spinosum sebagai pengenkapsulat Lactobacillus acidophilus dapat

dilihat pada Lampiran 2. Hasil analisis data viabilitas Lactobacillus acidophilus

dengan bahan pengenkapsulat campuran karaginanEucheuma cottonii dan

Eucheuma spinosummenunjukkan perbedaan secara nyata (P<0,05).

Peningkatan viabilitas Lactobacillus.acidophilus dengan bahan pengenkapsulat

campuran karaginanEucheuma cottonii dan Eucheuma spinosumdapat dilihat

pada Gambar 16.

86 -
84 -
82 -

8 -
78 - 7,726725%

8,3607°

7,6 -
7,4 -
7,2 -

7 .
6,8 -

7,45282

A B C

Viabilitas Lactobacillus acidophilus (log
CFU/mL)

Campuran karaginan dari perbandingan Eucheuma cottonii dan
Eucheuma spinosum konsntrasi 6% (gram)

Gambar 16. Viabilitas Lactobacillus acidophilus dengan pengenkapsulat
campuranEucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum

Keterangan kode :

A = Campuran RC 25% Eucheuma cottonii :75%Eucheuma spinosumkonsentrasi 6%
B = Campuran RC 50% Eucheuma cottonii :50%Eucheuma spinosumkonsentrasi 6%
C = Campuran RC 75% Eucheuma cottonii :25%Eucheuma spinosum konsentrasi6%

Gambar 16 memperlihatkan bahwa viabilitas Lactobacillus acidophilus

tertinggi pada perlakuan C. Campuran karaginan Azmi (2011) melaporkan
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semakin tinggi refine carrageenan dalam campuran Eucheuma cottoniidan
Eucehuma spinosum konsentrasi 3% akan menghasilkan viabilitas Lactobacillus
acidophiluslebih tinggi. Hal ini dimungkinkan karena Eucheuma cottonii
menghasilkan kappa karaginan lebih tinggi. Sifat gel kappa karaginan diduga
dapat membentuk gel struktur dinding mikroenkapsulasi lebih kuat sehingga
mampu melindungi viabilitas Lactobacillus acidophilus dengan baik.Guiseley et
al. (1980) memaparkan bahwa kappa karaginan memiliki sifat pembentuk gel
yang keras namun mudah retak sehingga dengan campuran Eucheuma
spinosum yang menghasilkan iota karaginan dapat membentuk dinding yang
baik. lota karaginan membentuk gel yang elastis. Sifat inilah yang menjadikan
campuran karaginan Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosumsebagai bahan
penyalut yang baik untuk melindungi Lactobacillus acidophilus dari kondisi luar
yang merugikan (Setijawati et al.2011). Hal tersebut didukung oleh Gambar 17
yang memperlihatkan bahwa semakin besar ukuran diameter mikrokapsul

semakin banyak Lactobacillus acidophilus yang terkapsul.

Gambar 17. Diameter mikrokapsul pada perlakuan viabilitas Lactobacillus
acidophilus. (a) Karaginan Eucheuma cottonii konsentrasi 6%.
(b) Karaginan perbandingan 75%Eucheuma cottonii : 25%
Eucheuma spinosum pada konsentrasi 6%.
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Gambar 17 memperlihatkan diameter mikrokapsul dari campuran
Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum. Gambar 17a memperlihatkan
diameter yang lebih rendah dari pada Gambar 17b. Hal ini dipengaruhi oleh
bahan pengenkapsulat yang berbeda. Pada Gambar 17ahanya menggunakan
karaginanEucheuma cottonii 6%, sedangkan pada Gambar 17b menggunakan
bahan penyalut campuran karaginan perbandingan 75%Eucheuma cottonii :
25%Eucheuma spinosum. Perbedaan diameter dengan menggunakan campuran
karaginan dan tidak menggunakan campuran karaginan mengakibatkan viabilitas
Lactobacillus acidophilus yang terperangkap juga berbeda. Hal ini dimungkinkan
karena sifat fisik Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum dalam membentuk
struktur gel yang baik. Ress et al. (1982) memaparakan mekanisme gel dari
campuran iota karaginanan dan kappa karaginan akan membentuk polimer
random acak menjadi pilinan ganda yang baik sehingga mengakibatkan gel yang
terbentuk kuat dan baik.

4.2 Viabilitas Lactoba_cillus acidophilus pada pH Simulasi Saluran

Percernaan Manusia

Campuran karaginan terbaik terdapat pada perbandingan 75%Eucheuma
cottonii dan 25%Eucheuma spinosum menghasilkan viabilitas Lactobacillus
acidophilus sebesar 8,3607log CFU/mL. Data pengamatan viabilitas
Lactobacillus acidophilus dengan penyalut campuran karaginan Eucheuma
cottonii dan Eucheuma spinosumterbaik pada pH simulasi saluran pencernaan
dapat dilihat pada Lampiran 3.Hasil analisis data tersebut menunjukkan
perbedaan nyata (P<0,05) dengan penurunan jumlah viabilitasLactobacillus
acidophilus. Penurunan viabilitas Lactobacillus acidophilus menggunakan pH

simulasi saluran pencernaan manusia dapat dilihat pada Gambar 18.
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Gambar 18. Viabilitas Lactobacillus acidophilus pada simulasi pH saluran
pencernaan manusia dengan penyalut campuran karaginan dari
Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosumkonsentrasi6%
Keterangan kode:
K = Kontrol (tanpa perlakuan pH)
L = Perlakuan pH 2
M = Perlakuan pH 7
Gambar 18 memperlihatkan bahwa viabilitas Lactobacillus acidophilus
tanpa perlakuan pH lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan pH simulasi
saluran pencernaan manusia. Viabilitas Lactobacillus acidophilus mengalami
penurunan viabilitas jikadiberi perlakuan pH simulasi lambung dan usus kecil. Hal
serupa dilaporkan oleh Kos et al. (2000) bahwa viabilitas Lactobacillus
acidophilus akan menurun hingga 49% pada simulasi lambung dengan pH 2 dan
57% simulasi usus kecil dengan pH 8. Kondisi pH pada usus kecil memberikan
dampak lebih besar terhadap viabilitas Lactobacillus acidophilus karena adanya
sekresi getah pankreas dan garam empedu. Viabilitas Lactobacillus acidophilus
tanpa perlakuan pH merupakan viabilitas tertinggi. Hal ini dimungkinkan karena
Lactobacillusacidophilus merupakan salah satu bakteri asam laktat yang mampu

bertahan hidup pada kondisi asam < pH 3,5 sehingga memungkinkan bertahan

hidup pada kondisi asam di lambung. Sebaliknya pada kondisi basa di usus kecil
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resistensinya akan menurun. Conway et al. (1987) mengatakan Lactobacillus
acidophilus mempunyai toleransi yang tinggi terhadap toleransi yang tinggi
terhadap asam lambung.

Pada kondisi pH 2 dalam simulasi lambung, viabilitas Lactobacillus
acidophilus mengalami penurunan.Kantiniwangi (2010) menyatakan viabilitas
Lactobacillus acidophilus mengalami penurunan pada pH 2 dengan bahan
penyalut dari karaginan Eucheuma cottonii konsentrasi 3% secara in vitro. Hal ini
dimungkinkan oleh kemampuan karaginan yang menyalut Lactobacillus
acidophilusmenurun  sehingga pH rendah dapat mempengaruhi ketahanan
Lactobacillus acidophilus.Karaginan dalam bentuk larutan akan kehilangan
viskositas dan kekuatan gel akan menurun. Hal ini terjadi karena pH yang
rendah. Efek tersebut disebabkan oleh autohidrolisis yang terjadi pada pH
rendah. Pada pH rendah terjadi pelepasan ikatan molekul (Hoffman et al. 1996).
Penggunaan pH dibawah 3 dan suhu 40° C akan mengurangi kekuatan gel
sebesar 25% (Setijawati et al. 2011).

Penurunan viabilitas pada pH 2 karena Lactobacillus acidophilus
merupakan strain bakteri yang sengaja ditambahkah dalam saluran pencernaan
secara in vitro. Sehingga Lactobacillus acidophilus mengalami berbagai
rintangan yang dihadapi dalam saluran pencernaan mulai dari mulut sampai
anus. Hambatan yang sangat berarti adalah asam lambung dan garam
empedu.Browne dan Levine (1981) dalam penelitiannya mengatakan bahwa
Lactobacillus sp tidak dapat hidup pada usus halus akibat pH rendah pada
lambung. Tannock et al. (1982) mengindikasikan bahwa strain bakteri yang
ditambahkan tidak tahan terhadap pH rendah yang mengakibatkan penurunan
viabilitas. Hal ini dimungkinkan karaginan sebagai bahan penyalut tidak cukup

mampu mempertahankan viabilitas dari perlakuan kontrol hingga perlakuan pH 2
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karena terjadi kerusakan dinding mikrokapsul yang melindungi Lactobacillus
acidophilus.

Surono (2003) menyatakan bahwa keasaman lambung merupakan faktor
utama yang mempengaruhi kelangsungan hidup probiotik dalam saluran
pencernaan. Sehingga penurunan vibilitas pada pH 2 dikarenakan Lactobacillus
acidophilus tidak mampu bertahan saat melewati simulasi pH asam lambung
yang mengakibakan Lactobacillus acidophilus tidak dapat mempertahankan
hidupnya dalam saluran cerna. Selain itu, hidorlisis pada gel karaginan dapat
menyebabkan putusnya ikatan glikosidik antara gugus galaktosa dan 3,6-
anhidrogalaktosa. Putusnya ikatan tersebut dapat menyebabkan perubahan
kekuatan gel pada gel yang terbentuk. Kekuatan gel mengalami penurunan jika
diaplikasikasikan pada pH rendah selama rentang waktu tertentu
(Laustsen2006).

Penurunan viabilitas Lactobacillus acidophilus pada perlakuan pH 7
disebabkan dengan sifat Lactobacillus acidophilus yang hanya tahan pada pH
rendah. Hal serupa dilaporkan oleh Kos et al. (2000) yaitu penambahan garam
empedu dalam larutan simulasi pancreas mengakibatkan penurunan jumlah
viabilitas Lactobacillusacidophilus.Ketidakmampuan Lactobacillus acidophilus
mempertahankan viabilitasnya setelah pH 7 dimungkinkan kerapatan agregat
mikroenkapsulasi pada larutan simulasi usus dengan kondisi pH 7 mengalami
pengenduran ikatan ionik pada bahan penyalut karena adanya ion OH" sehingga
terjadi gaya tolak-menolak dengan gugus ester sulfat OSO;s;. Guiseley et al.
(1980) menyatakan dalam kondisi pH basa gugus ester sulfat dikelilingi OHyang
mengakibatkan terjadinya daya tolak menolak dari gugus sulfat yang bermuatan
negatif disepanjang rantai polimernya, sehingga menyebabkan rantai polimer
kaku dan tertarik kuat.Sehingga meningkatkan viskositas karaginan. Peningkatan

viskositas akan mengakibatkan kekuatan gel menurun (Moirano 1977).
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Penurunan kekuatan gel akan mengakibatkan pemecahan ukuran
mikroenkapsulasi.

Fungsi utama mikroenkapsulasi adalah untuk memberikan perlindungan
terhadap tinggi keasaman cairan lambung dan pH basa pada usus oleh garam
empedu. Mikrokapsul yang mengandung probiotik tidak boleh mengalami
keretakan sebelum sampai pada kolon. Mikrokapsul digunakan sebagai lapisan
yang tahan pada pH rendah dan dapat melepaskan inti pada pH tinggi atau pada
pH basa yang menyerupai dengan pH kolon (Gibson2005).

Hasil penelitian ini memenuhi standar minimal viabilitas probiotik pada
produk makanan. FAO/M/HO menyatakan produk makanan yang ditambahkan
probiotik harus mengandung minimal 10° - 10’ CFU/mL. Hal ini diduga
karena konsentrasi dalam proporsi karaginan dari Eucheuma cottonii dan
Eucheuma spinosum yang digunakan mampu memberikan perlindungan
terhadap Lactobacillus acidophilus. Salah satu yang mempengaruhi
pembentukan mikrokapsul dan viabilitas bahan inti adalah konsentrasi bahan
penyalut. Semakin tinggi konsentrasi bahan, semakin besar jumlah viabilitasnya
(Audet et al.1991). Ding dan Shah (2008) menyatakan probiotik yang disalut
dengan karaginan mempunyai kemampuan melindungi viabilitas probiotik yang
tinggi.

Campuran antara Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum karaginan
dalam perbandingan 75%Eucheuma cottonii dan 25%Eucheuma spinosumakan
menghasilkan gel dengan kekuatan gel yang lebih baik sehingga mampu
melindungi bahan inti dari pengaruh luar, mikroenkapsulasi probiotik mampu
untuk mempertahankan dan meningkatkan viabilitas dalam saluran pencernaan

dengan melindungi sel di dalam gel dari kondisi yang merugikan (Lo 2007).
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5. KESIMPULAN dan SARAN

51 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan
bahwa:

Campuran karaginan dari Eucheuma cottonii dan Eucheuma spinosum
sebagai bahan penyalut berpengaruh nyata terhadap viabilitas Lactobacillus
acidophilus. Perlakuan tertinggi pada campuran karaginan 75%Eucheuma
cottonii : 25%Eucheuma spinosum yang berpengaruh nyata terhadap perlakuan
pH simulasi saluran pencernaan manusia dengan hasil 1,16 x 10° hingga 5,84 x

10% CFU/mL.

5.2 Saran
Hasil penelitian ini telah mencapai jumlah minimum syarat probiotik
dalam produk pangan. Sehingga perlu dilakukan penelitian lanjut untuk

pengaplikasikan secara nyata terhadap produk pangan.
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