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RINGKASAN

PERISTIANTO. Pengaruh Perbedaan Konsentrasi Kitosan sebagai Coating Pada
Mikroenkapsulasi Kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan Maltodekstrin
Terhadap Viabilitas Lactobacillus acidophilus (dibawah Bimbingan Dr. Ir. Dwi
Setijawati, M.Kes).

Mikroenkapsulasi merupakan salah satu teknik yang efektif untuk
melindungi bahan inti dari pengaruh lingkungan disekitarnya. Salah satu
komponennya yaitu bahan inti yang berasal dari probiotik. Probiotik yang dipilih
pada umumnya berasal dari bakteri asam laktat (BAL) karena mampu
menghasilkan asam laktat yang bermanfaat untuk menjaga keseimbangan
mikroflora pada saluran pencernaan pada manusia. Bakteri asam laktat (BAL)
yang umum digunakan berasal dari jenis strain Lactobacillus acidophilus.

Selain bahan inti, penyusun dari mikroenkapsulasi adalah bahan penyalut.
Bahan penyalut dapat berasal dari rumput laut merah yang diekstraksi untuk
menghasilkan bahan penyalut yaitu, kappa Semi Refined Carrageenan (SRC).
Penyalut ini mempunyai kelebihan yaitu bersifat kuat, namun juga dapat menjadi
kelemahan karena penyalut jenis ini mudah mengalami keretakan. Untuk menutupi
kelemahan tersebut diperlukan penyalut tambahan yang bersifat hidroskopis,
bahan penyalut tersebut yaitu maltodekstrin.

Pada penelitian sebelumnya kombinasi penyalut kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin menghasilkan nilai viabilitas sebesar 6,30
CFU/gr untuk penyalut kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dengan
konsentrasi 5% dan 6,51 CFU/gr untuk maltodekstrin dengan konsentrasi 6%.
Untuk meningkatkan nilai viabilitas probiotik dilakukan proses coating agar dapat
melindungi probiotik dari pengaruh lingkungan disekitranya. Bahan tersebut salah
satunya adalah kitosan, karena bahan ini dapat memperkuat lapisan struktur dari
mikroenkapsulasi.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh perbedaan
konsentrasi kitosan sebagai coating pada mikroenkapsulasi kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin berprobiotik Lactobacillus acidophilus
terhadap viabilitasnya.

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari-Mei 2018 di Laboratorium
llImu Teknologi Hasil Perikanan Divisi Keamanan Hasil Perikanan, Divisi
Perekayasaan Hasil Perikanan, Divisi Nutrisi Ikan Fakultas Perikanan dan Iimu
Kelautan, dan Laboratorium Terpadu Fakultas Teknologi Pertanian Universitas
Brawijaya, Malang.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini merupakan metode
eksperimen yang terdiri dari 2 variabel yaitu variabel bebas dan variabel terikat.
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi kitosan yang berbeda yaitu,
0%, 2,25%, 2,5%, 2,75%, 3%, dan 3,25%, sedangkan parameter uji yang
digunakan meliputi viabilitas, kadar air, diameter, water activity, yield dan
pewarnaan gram. Berdasarkan hasil penelitian dari 6 perlakuan tersebut, dapat
dinyatakan bahwa pemberian konsentrasi kitosan sebagai coating yang berbeda
pada mikroenkapsulasi kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan
maltodekstrin memberikan pengaruh terhadap nilai viabilitas bakteri Lactobacillus
acidophilus. Hasil penelitian didapatkan nilai viabilitas, kadar air, diameter, water
activity, dan yield terbaik terdapat pada perlakuan dengan konsentrasi kitosan
sebesar 3,25% dengan nilai rata-rata secara berturut-turut adalah 6.84 log CFU/qg,
7,17%, 48.05 um, 0.76, dan 49,85%.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mikroenkapsulasi merupakan teknik yang efektif dalam melindungi bahan
inti dari faktor lingkungan luar seperti bakteri patogen atau kondisi yang dapat
menurunkan kualitas dan kuantitas dari bahan inti (Chavarri et al., 2010). Salah
satu bahan yang umum untuk dijadikan sebagai bahan inti mikroenkapsulasi
adalah probiotik. Probiotik dipilih dikarenakan mempunyai manfaat untuk saluran
pencernaan manusia salah satunya adalah dapat menjaga keseimbangan
mikroflora usus manusia (Rizqgiati et al., 2009). Jenis probiotik yang sering
digunakan sebagai bahan inti mikroenkapsulasi adalah bakteri asam laktat (BAL)
seperti Lactobacillus acidhophilus (Malago et al., 2011). Bakteri ini termasuk
kedalam bakteri gram positif, bersifat anaerob fakultatif dan dapat tumbuh pada
suhu 37-42°C (Bull et al., 2013).

Mikroenkapsulasi terbentuk dari berbagai bahan penyalut salah satunya
adalah kappa Semi Refined Carrageenan (SRC). Bahan penyalut ini merupakan
hasil ekstraksi dari rumput laut merah. Bahan penyalut ini dipilih karena memilki
sifat yang kuat daripada jenis karaginanan lainnya (Rowe et al., 2009), selain itu
pada bahan penyalut ini terdapat kandungan ion K* yang dapat dimanfaatkan oleh
probiotik sebagai sumber nutrisi. Gel yang dihasilkan dari kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) memiliki tipe gel yang mudah pecah dengan dicirikan adanya
sineresis yang tinggi (Pebrianata, 2005). Untuk mengatasi kelemahan tersebut
perlu ditambahkan bahan penyalut yang bersifat hidroskopis. Bahan penyalut
tersebut adalah maltodekstrin. Maltodekstrin adalah produk modifikasi pati
(Yuliawaty dan Susanto, 2015).

Pada penelitian sebelumnya kombinasi kappa Semi Refined Carrageenan

(SRC) dan maltodekstrin menghasilkan nilai viabilitas sebagai berikut, penyalut



kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) sebesar 6,30 CFU/gr dengan
konsentrasi 5%, maltodekstrin sebesar 6,51 CFU/gr dengan konsentrasi 6%
(Mahara, 2016). Untuk meningkatkan nilai viabilitas probiotik dilakukan suatu
penambahan perlakuan dengan cara proses coating. Bahan yang dapat dijadikan
sebagai coating adalah kitosan. Bahan ini memiliki sifat yang mudah larut dalam
asam sehingga ketika mikroenkapsulasi masuk kedalam organ pencernaan
manusia maka bagian yang terdegradasi terlebih dahulu adalah bagian kitosan
dan mempermudah probiotik untuk sampai dan rilis tepat pada bagian usus
manusia.

Kitosan adalah produk deasetilisasi dari kitin. Kitosan bersifat non polar
(Sashiwa et al., 2003). Kitosan juga polimer yang bersifat polikationik. Adanya
gugus hidroksil dan amino mengakibatkan kitosan dengan mudah mengikat kation
dari zat-zat organik seperti protein dan lemak. Selain itu kitosan juga dapat
membentuk sebuah membran yang berfungsi sebagai absorben (Agustina et al.,
2015). Peran kitosan sebagai coating dalam mikroenkapsulasi yaitu dapat
memperkuat manik-manik pada lapisan (Ansari et al., 2017).

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian tentang pengaruh
perbedaan konsentrasi kitosan sebagai coating pada mikroenkapsulasi kappa
Semi Refined Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin berprobiotik Lactobacillus
acidophilus belum dilakukan, sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut

terhadap nilai viabilitasnya.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang mendasari penelitian ini adalah apakah
perbedaan konsentrasi kitosan sebagai coating pada mikroenkapsulasi kappa
Semi Refined Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin berprobiotik Lactobacillus

acidophilus berpengaruh terhadap viabilitasnya.



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh perbedaan
konsentrasi kitosan sebagai coating pada mikroenkapsulasi kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin berprobiotik Lactobacillus acidophilus

terhadap viabilitanya.

14 Hipotesis
Hipotesa yang mendasari penelitian ini adalah:

Ho = Pengaruh perbedaan konsentrasi kitosan sebagai coating pada
mikroenkapsulasi  kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan
maltodekstrin berprobiotik Lactobacillus acidophilus tidak berpengaruh
terhadap viabilitasnya.

H. = Pengaruh perbedaan konsentrasi kitosan sebagai coating pada
mikroenkapsulasi kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan
maltodekstrin  berprobiotik  Lactobacillus acidophilus ~ berpengaruh

terhadap viabilitasnya.

1.5 Kegunaan Penelitian

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
pengaruh perbedaan konsentrasi kitosan sebagai coating pada mikroenkapsulasi
kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin terhadap viabilitas

Lactobacillus acidophilus.

1.6 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari-Mei 2018. Pelaksanaan
penelitian di Laboratorium limu Teknologi Hasil Perikanan Divisi Keamanan Hasil

Perikanan, Divisi Perekayasaan Hasil Perikanan, Divisi Nutrisi lkan Fakultas



Perikanan dan Ilmu Kelautan, dan Laboratorium Terpadu Fakultas Teknologi

Pertanian Universitas Brawijaya, Malang.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mikroenkapsulasi

Mikroenkapsulasi merupakan suatu teknik yang efektif dalam melindungi
bahan inti dari lingkungan yang ekstrim, seperti kondisi pada lambung manusia.
Salah satu bahan inti yang dapat digunakan adalah probiotik, hal ini dikarenakan
probiotik dapat memberikan manfaat pada bagian saluran pencernaan manusia.
Mikroenkapsulasi melindungi bakteri dengan cara membentuk matriks (Chavarri
et al., 2010).

Mikroenkapsulasi merupakan metode yang paling efisien dari sudut
pandang mikrobiologi. Mikroenkapsulasi dapat diartikan sebagai suatu jebakan
bagi sel mikroorganisme dengan cara melapisinya dengan bahan hidrokoloid. Hal
ini dapat melindungi sel-sel mikroorganisme dari lingkungan sekitarnya
(Mortazavian et al., 2007).

Mikroenkapsulasi dapat menjaga bahan inti dengan baik dari lingkungan
sekitarnya selama proses menuju tempat tujuan, sehingga hal ini dapat
meningkatkan kestabilan bahan inti. Bahan yang melindungi bahan inti disebut
sebagai dinding mikroenkapsulasi. Dinding ini dirancang untuk melindungi bahan
inti. (Kailasapathy, 2002).

2.1.1 Bahan Inti
2.1.1.1 Probiotik

Probiotik diartikan sebagai mikroorganisme hidup yang dapat memberikan
manfaat pada inangnya ketika diberikan dalam jumlah yang cukup. Lactobacillus
dan Bifidobacterium adalah jenis probiotik yang disarankan untuk digunakan.
Probiotik jenis ini dapat melakukan pencegahan terhadap virus dan juga diare

(FAO/WHO, 2002).



Probiotik adalah jenis mikroba hidup yang bermanfaat untuk menjaga
keseimbangan mikroflora usus manusia. Manfaat tersebut berupa kesehatan
pada manusia. Jumlah mikroba hidup harus cukup memberikan efek yang positif
dan dapat berkolonisasi sehingga dapat mencapai jumlah tertentu yang
dibutuhkan (Rizqiati et al., 2009).

Jenis probiotik yang umum digunakan adalah bakteri dari jenis bakteri
asam laktat (BAL). Bakteri ini dapat menghasilkan asam laktat yang dapat
melindungi bagian saluran pencernaan (usus) dari bakteri patogen. Jenis
golongan bakteri ini terdiri dari, strain Lactobacillus (Lactobacillus casei, L.
plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp), strain Bifidobacteria
(Bifidobacterium longum, B. breve, B. infantis), dan strain Streptococcus salivarius
subsp (Malago et al., 2011).
2.1.1.2 Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus spp. merupakan kelompok bakteri penghasil asam laktat,
selain itu memiliki ciri-ciri anaerob fakultatif, gram posisitf, tidak berspora,
berbentuk batang yang tumbuh baik dibawah kondisi mikroaerofilik. Bakteri ini
mempunyai beragam bentuk seperti batang pendek, bulat batang, silinder dalam
rangkaian rantai. Morfologi koloni bervariasi dari kecil sampai sedang yang
berwarna abu-abu. Lactobacillus mampu tumbuh pada media Mann Rogosa
Sharpe Agar (MRSA) (Goldstein et al., 2015).

Lactobacillus acidophilus termasuk bakteri gram positif, berukuran antara
(2-10 pm), berbentuk batang dan dapat tumbuh secara optimal pada suhu 37-
42°C. bakteri ini dapat tumbuh pada kondisi asam yaitu pada pH 5.5-6.0 dan dapat
berhenti pertumbuhannya pada pH 4.0 kebawah. Bakteri ini juga toleran terhadap
oksigen (Bull et al., 2013).

Lactobacillus acidophilus memiliki karakteristik antara lain yaitu, golongan

gram positif, non spora, berbentuk kokus atau batang. Bakteri ini juga bersifat



anaerob fakultatif atau dapat tumbuh baik ada atau tidaknya oksigen di
lingkungannya. Pada umumnya bakteri ini tumbuh secara anaerobik (Jafarei dan
Ebrahimi 2011).

Lactobacillus acidophilus adalah salah satu strain bakteri dari golongan
bakteri asam laktat (BAL) yang sering digunakan sebagai probiotik. Hal ini
dikarenakan bakteri ini dapat menekan pertumbuhan bakteri patogen pada saluran
pencernaan manusia. Kelebihan itulah yang menjadi faktor penting untuk
menjadikan bakteri ini sebagai probiotik (Mariana dan Susanti, 2012).

2.2 Bahan Penyalut
2.2.1 Eucheuma cottoni

Eucheuma cottoni merupakan salah satu jenis rumput laut merah yang
dapat menghasilkan karaginan berjenis kappa sebagai pembentuk gel. Klasifikasi
Eucheuma cottoni menurut Amora dan Sukesi (2013) adalah:

Divisi : Rhodophyta

Kelas : Rhodophyceae

Ordo : Gigartinales

Famili : Soliariaceae

Genus : Eucheuma

Spesies: Eucheuma cottoni

Penampakan Eucheuma cottoni dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Eucheuma cottoni (Koleksi Pribadi)



Eucheuma sp dapat menghasilkan karaginan dan dapat berfungsi juga
sebagai stabilizer, thickener, pembentuk gel dan pengemulsi. Ciri fisik Eucheuma
cottonii yaitu mempunyai talus silindris, bagian permukaannya licin, warna tidak
selalu tetap, kadang-kadang berwarna hijau, hijau kuning, abu-abu atau merah.
Perubahan warna sering terjadi karena dipengaruhi oleh faktor lingkungan.
Kejadian ini merupakan suatu proses penyesuaian antara proporsi pigmen dengan
berbagai kualitas pencahayaan (Prasetyowati et al., 2008).

2.2.2 Karaginan

Karaginan adalah kelompok polisakarida yang diekstraksi dari rumput laut.
Karaginan kompleks, bersifat larut dalam air, dan berantai linier. Senyawa tersebut
terdiri dari sejumlah unit-unit galaktosa dan 3,6-anhidrogalaktosa yang berikatan
dengan gugus sulfat atau tidak dengan ikatan a 1,3-D-galaktosa dan 3 1,4-3,6-
anhidrogalaktosa. Berdasarkan subtituen sulfatnya pada setiap monomer maka
karaginan dapat dibedakan dalam beberapa tipe yaitu kappa, iota, lamda, mu, nu
dan xi- karaginan (Diharmi et al., 2011).

Sumber utama untuk mendapatkan karaginan secara umum berasal dari
rumput laut genus Eucheuma. Senyawa tersebut dapat diekstraksi dengan mudah
menggunakan air atau larutan alkali. Total karaginan yang dihasilkan dipengaruhi
oleh spesies rumput laut (Widyastuti, 2010).

Karaginan mempunyai peranan penting sebagai pembentuk gel. Sifat ini
banyak dimanfaatkan dalam industri makanan serta obat-obatan. Selain itu juga
berfungsi sebagai pensuspensi, pengikat, protective (melindungi koloid), film
former (mengikat suatu bahan), dan syneresis inhibitor (mencegah terjadinya

pelepasan air) (Fathmawati et al., 2013).



2.2.3 Kappa Semi Refined Carrageenan (SRC)

Kappa karaginan dapat dibuat dari rumput laut dari spesies Eucheuma,
Hypochondrus, dan Furcellaria (Prajapati et al., 2014). Kappa karaginan
mempunyai tekstur yang kuat serta akan membentuk gel yang keras ketika
ditambahkan dengan ion K*. Kappa karaginanan memiliki tipe gel yang mudah
pecah yang dicirikan dengan adanya sineresis (Pebrianata, 2005). Pembentukan
gel terjadi pada kisaran suhu 60°-80°C (Mustapa et al., 2011).

Metode pembuatan kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dapat
dilakukan dengan cara ekstraksi pada rumput laut kering menggunakan larutan
KOH. Setelah itu didinginkan pada suhu ruang dan dicuci dengan air distilasi
untuk menghilangkan residu KOH. Setelah itu didapatkanlah kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) (Bono et al., 2014).

Kappa karaginan dimungkinkan dapat melakukan pembesaran sel karena
kappa karaginan adalah polimer yang mengandung gel. Selain itu, mengandung
ester sulfat 25% dan 3,6 anhidrogalaktosa sebesar 34% (Rowe et al., 2009).

Struktur kimia kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dapat dilihat pada Gambar

Gambar 2. Struktur Kimia Kappa Karaginan (Rowe et al., 2009)
2.2.4 Maltodekstrin

Maltodekstrin adalah produk modifikasi pati yang bersifat hidroskopis.

Maltodekstrin juga merupakan hasil hidrolisis secara kimia maupun enzimatis.
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Hasil hidrolisis dapat dilakukan dengan DE (dextrose equivalent) (Yuliawaty dan
Susanto, 2015).

Maltodekstrin  mempunyai rumus kimia (CsH100s)aH20. Maltodekstrin
merupakan produk degradasi bahan baku pati yang mengandung unit a-D-glukosa
yang saling berikatan oleh ikatan glikosidik. Kelebihan produk ini dapat bercampur
dengan air membentuk cairan koloid bila dipanaskan dengan mempunyai

kemampuan sebagai perekat, dan tidak bersifat toksik (Husniati, 2009).

2.3 Coating

Coating merupakan suatu langkah yang efektif untuk melindungi bahan inti
yang berada di dalam mikoenkapsulasi. Proses ini dilakukan dengan cara
melapisi suatu bahan inti yang telah diperangkap oleh bahan penyalut. Selain itu,
pelapisan ini bertujuan agar mikroorganisme atau bahan inti yang telah disalut
tidak terkontaminasi dengan patogen yang berada di luar lingkungan
mikroenkapsulasi (Pereira et al., 2018).

Pembuatan mikroenkapsulasi coating dapat dilakukan dengan dua tahap.
Tahap pertama bahan inti yang sudah dienkapsulasi dimasukkan kedalam bahan
coating untuk membentuk membran atau jaringan. Tahap kedua dengan cara
meneteskan bahan inti kedalam larutan coating (Gaserod et al., 1998).
2.3.1 Kitosan

Peran kitosan sebagai coating dalam mikroenkapsulasi yaitu dapat
memperkuat manik-manik pada lapisan. Selain itu kitosan juga dapat mencegah
lepasnya bahan inti atau probiotik yang telah dienkapsulasi oleh bahan penyalut
pada saat masuk ke dalam saluran pencernaan manusia. Hal tersebut bertujuan
untuk meningkatkan jumlah dan viabilitas probiotik (Ansari et al., 2017).

Kitosan adalah produk N-deasetilisasi dari kitin. Kitosan adalah

biomakromolekul yang bersifat non polar (Sashiwa et al., 2003). Kitosan juga
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polimer yang bersifat polikationik. Adanya gugus hidroksil dan amino
mengakibatkan kitosan dengan mudah mengikat kation ion logam berat dan
kation dari zat-zat organik seperti protein dan lemak. Selain itu kitosan juga dapat
membentuk sebuah membran yang berfungsi sebagai abseorben (Agustina et al.,

2015).

2.4 Metode Gel Partikel

Metode gel partikel merupakan penggabungan dari teknik ekstruksi dengan
teknik emulsifikasi. Teknik ekstruksi yaitu mencampurkan hidrokoloid dengan sel
probiotik. Campuran antara hidrokoloid dimasukkan kedalam ekstruder
menggunakan jarum syringe dan akan keluar membentuk tetesan. Sedangkan
metode emulsifikasi dilakukan dengan penambahan bahan baku seperti agen
pengemulsi (Gbassi dan Vandamme, 2012).

Teknik ekstruksi atau teknik emulsifikasi dapat diterapkan untuk
menghasilkan manik-manik polimer. Langkah pertama yaitu mencampurkan kultur
bakteri dengan larutan polimer untuk menciptakan suspensi bakteri polimer,
kemudian  diekstruksi dengan jarum untuk menghasilkan tetesan
mikroenkapsulasi. Langkah selanjutnya mikroenkapsulasi dicampurkan dengan
bahan pengemulsi (Manajlovic et al., 2010).

Pengeringan vakum merupakan cara pengeringan suatu bahan di suatu
ruangan yang memiliki tekanan lebih rendah daripada tekanan udara atmosfer.
Proses pengeringan dapat berlangsung secara efektif meskipun pada suhu yang
lebih rendah daripada pengeringan atmosfer. Dengan kondisi tekanan uap air
dalam udara yang lebih rendah, air pada bahan akan menguap pada suhu rendah

(Astuti, 2008). Metode Gel Partikel dapat dilihat pada Gambar 3.
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3. METODE PENELITIAN

3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari perlaan yang
digunakan untuk proses pembuatan kappa Semi Refined Carrageenan (SRC),
pembuatan kitosan, pembuatan mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus, uiji
viabilitas, uji kadar air, uji pengukuran diameter mikroenkapsulasi, dan uji
pewarnaan gram. Alat yang digunakan dalam pembuatan kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) terdiri dari timbangan digital, disk mill, pH meter, loyang, oven,
penyaring, ayakan 100 mesh, waterbath, spatula, beaker glass 500 mL, gelas ukur
100 mL, dan labu ukur 500 mL. Alat yang digunakan dalam pembuatan kitosan
terdiri dari timbangan digital, hot plate, magnetic stirer, spatula, pH meter, nampan,
beaker glass 500 mL, gelas ukur 100 mL, dan labu ukur 100 mL. Alat yang
digunakan dalam pembuatan mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus terdiri
dari timbangan digital, sendok bahan, magnetic stirer, spatula, syringe, tabung
reaksi, sentrifuge, autoklaf, hot plate, penyaring, cuvet 15 mL, beaker glass 100
mL, 250 mL, 500 mL, gelas ukur 100 mL. Alat yang digunakan dalam uji viabilitas
terdiri dari spatula, sendok bahan, tabung reaksi, cawan petri, bunsen, pipet
serologis, 250 mL, 500 mL, gelas ukur 100 mL. Alat yang digunakan dalam uji
kadar air terdiri dari botol timbang, crushable tank, loyang, desikator, timbangan
digital, dan oven. Alat yang digunakan dalam uji pengukuran diameter
mikroenkapsulasi terdiri dari mirkoskop, sendok bahan, object glass, cover glass,
dan kaca arloji. Alat yang digunakan dalam uji pewarnaan gram terdiri dari object

glass, cover glass, bunsen, jarum ose, pipet tetes, mikroskop.
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3.1.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam pembuatan kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) terdiri dari rumput laut Eucheuma cottoni basah yang berasal
dari perairan Kabupaten Sumenep, Pulau Madura, Jawa Timur, kain blancu,
akuades, larutan KOH 6%, KCI 0,75%, alumunium foil, kertas label, kaca arloji,
dan plastik klip. Bahan yang digunakan dalam pembuatan kitosan terdiri dari kulit
udang basah berjenis udang vaname (Litopenaeus vannamei) yang berasal dari
Kawasan Home Industri Kabupaten Sidoarjo, alumunium foil, kertas label, kaca
arloji, kain blancu, akuades, larutan HCI 1N, NaOH 3N, NaOH 50% dan plastik klip.
Bahan yang digunakan dalam mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus terdiri
dari kappa Semi Refined Carrageenan (SRC), maltodekstrin, kitosan, akuades,
NaCl, kultur bakteri Lactobacillus acidophilus yang berasal dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya, Malang, de Mann
Rogosa Sharpe Broth (MRSB), kapas, plastik wrab, KCI 3,9 M, asam asetat 1%,
kertas label, kaca arloji, dan plastik klip. Bahan yang digunakan dalam uiji viabilitas
terdiri dari de Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA), kapas, plastic wrab, kertas
koran, NacCl, tali, akuades, spirtus, kertas label, kaca arloji, dan plastik klip. Bahan
yang digunakan dalam uji kadar air dan uji pengukuran diameter mikroenkapsulasi
terdiri dari kertas label. Bahan yang digunakan dalam uji pewarnaan gram terdiri
dari alkohol, spirtus, kristal violet, iodin, safranin, dan akuades.
3.2 Metode Penelitian
3.2.1 Metode

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen,
metode ini digunakan dengan tujuan untuk mengetahui sebab akibat dua variabel

atau lebih dengan mengendalikan pengaruh variabel lain.
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3.2.2 Variabel Penelitian

Dalam penelitian ini diberikan variabel bebas secara sengaja kepada obyek
penelitian untuk mengetahui adanya akibat terhadap variabel terikat. Adapun
variabel-variabel dalam penelitian ini adalah:

1. Variabel bebas merupakan variabel yang mempengaruhi atau menjadi
sebab perubahan atau timbulnya variabel terikat. Variabel bebas pada
penelitian ini adalah perbedaan konsentrasi kitosan sebagai coating.

2. Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi. Variabel terikat pada
penelitian ini adalah viabilitas Lactobacillus acidophilus yang terenkapsulasi

kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin.

3.3  Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian ini dibagi menjadi dua tahap yaitu penelitian
pendahuluan dan penelitian utama.
3.3.1 Penelitian Pendahuluan

Penelitan pendahuluan dilakukan dengan pembuatan kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC) dan kitosan serta menentukan konsentrasi bahan penyalut
kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) yang terbaik dengan penambahan
maltodekstrin  yang dicoating menggunakan kitosan berdasarkan nilai
viabilitasnya.

Pada peneliian pendahuluan ini diberikan beberapa konsentrasi kappa
Semi Refined Carrageenan (SRC) yaitu 4% dan 5% dari volume akuades untuk
mengetahui konsentrasi yang tepat saat dicampurkan dengan maltodekstrin dan
saat di coating menggunakan kitosan dalam pembuatan mikroenkapsulasi.
Penentuan konsentrasi tersebut berdasarkan hasil pada penelitian sebelumnya

dimana konsentrasi kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) yang terbaik adalah
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5%, sedangkan model rancangan pada penelitian pendahuluan dapat dilihat pada

Tabel 1.
Tabel 1. Model Rancangan Penelitian Pendahulan
Ulangan
Perlakuan 1 > 3 Rata-Rata
Al (Al): (Al), (Al)s
A2 A2), (A2) (A2)3
Keterangan:

Al = konsentrasi kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) 4%, maltodekstrin 3%,
dan kitosan 2%.

A2 = konsentrasi kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) 5%, maltodekstrin 3%,
dan kitosan 2%.

Setelah didapatkan perlakuan yang terbaik berdasarakan nilai viabilitasnya
maka konsentrasi kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) tersebut digunakan
sebagai acuan pada penelitian utama dalam pembuatan mikroenkaspsulasi
probiotik Lactobacillus acidophilus.

3.3.2 Penelitian Utama

Penelitian utama dilakukan dengan menentukan konsentrasi kitosan yang
terbaik untuk mengetahui pengaruh penambahan kitosan sebagai coating
mikroenkapsulasi berdasarkan nilai viabilitas Lactobacillus acidophilus yang
tertinggi. Rancangan percobaan yang digunakan untuk penelitian utama ini adalah
Rancangan Acak Lengkap Sederhana (RALS). Perlakuan yang diberikan terdiri
dari 6 kosentrasi kitosan yang berbeda yaitu A1 (0%), A2 (2,25%), A3 (2,5%), A4
(2,75%), A5 (3%), dan A6 (3,25%) dengan menggunakan 3 kali ulangan,

sedangkan model rancangan pada penelitian utama dapat dilihat pada Tabel 2.



Tabel 2. Desain Perlakuan dan Ulangan Penelitian Utama

Perlakuan Ulangan
1 5 3 Rata-Rata
Al (A1): (Al): (Al)s
A2 A2): (A2)2 (A2)3
A3 A3)1 (A3)2 (A3)s3
A4 Ad); (A4): (Ad)s3
A5 A5): (A5)2 (A5)s3
A6 AB)1 (AB)2 (AB)3
Keterangan:

Al = konsentrasi kitosan 0%

A2 = konsentrasi kitosan 2,25%

A3 = konsentrasi kitosan 2,5%

A4 = konsentrasi kitosan 2,75%

A5 = konsentrasi kitosan 3%

A6 = konsentrasi kitosan 3,25%
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Penentuan konsentrasi diatas berdasarkan pada penelitian sebelumnya,

dimana hasil terbaik yaitu konsentrasi kitosan sebesar 2% dari jumlah aquades

yang digunakan. Analisis dalam penelitian ini menggunakan analisis data statistik

metode Analysis of Variance (ANOVA) untuk mengetahui besarnya nilai F

menggunakan program SPSS V.20, jika hasil analisis keragaman menunjukkan

adanya perbedaan pada taraf 5% maka dilanjutkan dengan menggunakan uji BNT

5%, sedangkan model analisis menurut Siska dan Rudy (2012) adalah sebagai

berikut:
Yij= p + Ti+ €
Dimana:
Yij = hasil pengamatan (viabilitas Lactobacillus acidophilus)
Il = nilai rata-rata umum
Ti = pengaruh konsentrasi pada taraf ke-I terhadap viabilitas Lactobacillus
acidophilus
€ij = pengaruh galat percobaan dari perlakuan ke-i dan perlakuan ke-j

[ = perbedaan konsentrasi
J = ulangan (1,2,3)
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Penelitian Pendahuluan
3.4.1.1Prosedur Pembuatan Kappa Semi Refined Carrageenan (SRC)

(Setijawati et al., 2012 termodifikasi)

Rumput laut jenis Eucheuma cottoni kering ditimbang sebesar 5% dari
larutan yang digunakan, dibersihkan lalu dicuci. Kemudian rumput laut Eucheuma
cottoni direbus dalam larutan KOH dengan konsentrasi 6% (w/v) dan ditambahkan
dengan 0,75% KCI selama 2 jam lalu direbus dengan suhu 70-74°C. Setelah
direbus kemudian rumput laut disaring dengan kain blancu, dan dicuci dengan air
mengalir sampai pH netral (pH=7). Setelah itu rumput laut dikeringkan pada oven
dengan suhu 60°C sampai kering dan diblender hingga halus, selanjutnya
dilakukan pengayakan menggunakan ayakan 100 mesh. Diagram alir pembuatan
kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dapat dilihat pada Lampiran 1.
3.4.1.2 Prosedur Pembuatan Kitosan (Hanafi et al., 2000 termodifikasi)

Kulit udang berjenis udang vaname (Litopenaeus vannamei) kering
dihaluskan dan dilakukan proses demineralisasi dengan penambahan larutan
asam klorida 1 N (1:10), diaduk diatas hot plate pada suhu sekitar 75°C selama 1
jam, kemudian disaring. Residu dicuci dengan air hingga netral, dan ditambahkan
larutan basa NaOH dengan konsentrasi 3 N sebanyak 6 kali bahan baku (1:6),
dipanaskan pada suhu sekitar 75°C selama 1 jam, filtrat kemudian dibuang dengan
cara disaring dan menghasilkan kitin. Kitin yang dihasilkan dicuci dengan akuades
hingga pH netral, kemudian dilakukan proses deasetilasi dengan menambahkan
larutan NaOH 50% sebanyak 5 kali bahan baku kulit udang (1:5) lalu diaduk
menggunakan magnetic stirrer, dicuci dengan air mengalir sampai pH netral (pH=
7) dan dikeringkan dalam oven selama 6 jam pada suhu 50°C. Diagram alir

pembuatan kitosan dapat dilihat pada Lampiran 2.
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3.4.2 Penelitian Utama
3.4.2.1Prosedur Pengujian Fourier Transform Infared Spectrometer (FT-IR)

(Pereira et al., 2009)

Pengujian Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) dilakukan di
Laboratorium Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
(FMIPA) Universitas Brawijaya untuk mengetahui gugus fungsional dari kappa
Semi Refined Carrageenan (SRC), maltodekstrin dan kitosan. Spectrum infrared
dihasilkan dari pentransmisian cahaya yang melewati sampel, kemudian diplot
sebagai intensitas fungsi energi, panjang gelombang (um) atau bilangan
gelombang (cm™). Pita absorbansi pada spectrum infrared yang terbentuk
menggunakan tabel korelasi sehingga analisis gugus fungsi sampel dapat
dilakukan. Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) adalah metode yang
dilengkapi transformasi fourier untuk hasil spektrumnya. Metode spektroskopi
inframerah yang digunakan adalah metode absorbsi dimana terdapat perbedaan

penyerapan radiasi inframerah pada hasilnya.

3.4.2.2Prosedur Pembuatan Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus
dengan Metode Gel Partikel (Manojlovic et al., 2010 termodifikasi)

Pembuatan mikroenkapsulasi dengan menggunakan metode gel partikel
dilakukan dengan menimbang sol kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan
maltodekstrin. Setelah ditimbang kemudian dimasukkan kedalam beaker glass
berukuran 100 mL dan ditambahkan akuades sebanyak 30 mL. Setelah itu larutan
diaduk hingga homogen dan dipanaskan diatas hot plate stirrer dengan suhu
97°C, kemudian beaker glass yang berisi larutan diangkat dari hot plate diturunkan
suhunya menjadi 45°C dan diaduk, hal itu bertujuan agar larutan tidak cepat
membentuk gel. Disiapkan kultur Lactobacillus acidophilus padatan yang telah di
sentrifuge dengan kecepatan 1000 rpm dengan lama waktu 10 menit, dan
endapan dicuci menggunakan NaFis 0,9 steril sebanyak 0,1 mL dan diaduk

dengan menggunakan jarum ose sehingga didapatkan kultur bakteri Lactobacillus
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acidophilus, kemudian dimasukkan kedalam beaker glass yang telah berisi larutan
kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin lalu diaduk sampai
homogen dengan magnetic stirrer kecepatan 100 rpm. Setelah itu, siapkan larutan
KCl 3.9 M sebanyak 75 mL dan masukkan campuran kappa Semi Refined
Carrageenan (SRC), maltodekstrin beserta larutan kultur bakteri yang telah
homogen kedalam larutan KCI 3.9 M menggunakan syringe 5 mL dengan jarum
diameter 1 mm. Selanjutnya dilakukan penyaringan dengan dengan ayakan untuk
mendapatkan residu dari mikroenkapsulasi. Dikeringkan pada oven vakum dengan
suhu 40°C selama 24 jam dan didapatkan mikroenkapsulasi Lactobacillus
acidophilus. Diagram alir pembuatan mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus
dengan metode gel partikel oven vakum dapat dilihat pada Lampiran 4.

3.4.2.3Prosedur Pembuatan Coating Mikroenkapsulasi Lactobacillus
acidophilus (Gaserod et al., 1998 termodifikasi)

Mikroenkapsulasi yang berisi bakteri Lactobacillus acidophilus dimasukkan
ke dalam larutan kitosan 0%, 2,25%, 2,5%, 2,75%, 3%, dan 3,25% dan
ditambahkan asam asetat 1% lalu diaduk dengan kecepatan 300 rpm dan
didiamkan selama 2 jam, kemudian mikroenkapsulasi disaring dan dikeringkan
dalam oven vakum dengan suhu 40 °C selama 24 jam. Diagram alir pembuatan
coating mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus dapat dilihat pada Lampiran 5.
3.4.2.4 Prosedur Pengujian Viabilitas Sel (Chavarri et al., 2010 termodifikasi)

Pengujian viabilitas dilakukan dengan cara bahan kering mikroenkasulasi
kering diambil 1 gr, kemudian dimasukkan kedalam 9 ml Na-Fis dan dicatat
sebagai pengenceran 10?!. Langkah selanjutnya, dilakukan pengenceran
bertingkat dari 10' sampai 10" Selanjutnya dilakukan penanaman secara duplo
dari pengenceran 10 sampai 10”7 dengan metode Pour Plate dalam media Mann
Rogosa Sharpe Agar (MRSA). Kemudian diinkubasi dalam kondisi anaerob pada

suhu 37°C selama 48 jam di dalam inkubator. Selanjutnya dilakukan perhitungan
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Total Plate Count (TPC) dalam satuan CFU/g. Diagram alir prosedur pengujian
vabilitas sel dapat dilihat pada Lampiran 6.
Perhitungan angka lempeng total menurut SNI (2006), adalah dengan
rumus sebagai berikut.
>C
[Axny)+(0,1xn)]xd

N =

Keterangan:

N = jumlah koloni produk (koloni/g)

> C = jumlah koloni yang dapat dihitung pada semua cawan

ni: = jumlah cawan yang dapat dihitung pada pengenceran pertama
n. = jumlah cawan yang dapat dihitung pada pengenceran kedua

d = pengenceran pertama yang dihitung

3.4.2.5 Prosedur Pengujian Kadar Air (SNI, 2006)

Pengujian kadar air dilakukan untuk mengetahui kandungan kadar air yang
terkandung dalam bahan. Dalam pengujian kadar air langkah awal yang dilakukan
adalah dengan mengeringkan botol timbang pada oven dengan suhu 40 °C selama
2 jam, kemudian didinginkan dalam desikator selama 30 menit dan selanjutnya
ditimbang menggunakan timbangan digital. Sampel dimasukkan kedalam botol
timbang sebanyak 2 gr dan dioven pada suhu 105 °C selama 24 jam, pindahkan
botol timbang menggunakan crushable tank ke dalam desikator selama 30 menit
lalu ditimbang dengan timbangan digital. Kadar air dihitung berdasarkan
kehilangan berat yaitu selisih berat botol timbang berisi sampel basah dengan
berat botol timbang berisi sampel kering, sehingga didapatkan presentase nilai
kadar air yang terkandung dalam suatu bahan. Diagram alir prosedur pengujian
vabilitas sel dapat dilihat pada Lampiran 7. Perhitungan persentasi kadar air

adalah sebagai berikut:
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%Kadar air = B-C x100%
B-A

Keterangan:

A = berat botol timbang kosong dinyatakan dalam gr
B = berat botol timbang + sampel awal, dinyatakan dalam gr
C = berat botol timbang + sampel kering, dinyatakan dalam gr

3.4.2.6 Prosedur Pengujian Diameter Mikroenkapsulasi (Rahmadevi et al.,
2013, termodifikasi)

Penguijian diameter mikroenkapsulasi menggunakan mikroskop elektron.
Penggunaan mikroskop ini bertujuan agar hasil perbesaran dapat lebih akurat dan
jelas dibandingkan mikroskop optik. Analisa diameter mikroenkapsulasi juga
menggunakan object glass dan cover glass yang diletakkan pada mikroskop
elektron. Object glass dan cover glass dibersihkan dengan akuades terlebih
dahulu, hal tersebut agar mencegah adanya kotoran pada object glass dan cover
glass yang mempengaruhi hasil perbesaran sampel, lalu serbuk mikroenkapsulasi
ditebarkan pada object glass dan diratakan dengan sendok bahan lalu ditutup
dengan cover glass. Sampel diamati dengan perbesaran 40 kali dan didapatkan
hasil. Diagram alir prosedur pengujian vabilitas sel dapat dilihat pada Lampiran 8.
3.4.2.7 Prosedur Pengujian Water Activity (aw) (Susanto, 2009)

Pengujian water activiity (aw) dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui
aktivitas air bebas yang terkandung dalam bahan pangan. Pengukuran aktivitas
air ini dilakukan dengan alat aw meter. Pengujian dengan cara memasukkan BaCl,
2H,0 pada aw meter, terlebih dahulu aw meter dikalibrasi agar mendapatkan hasil
yang maksimal. Setelah itu ditutup dan dibiarkan selama 3 menit, kemudian aw
meter dibaca dan dicatat hasilnya dengan memperhatikan faktor koreksi dan skala
temperatur. Skala temperatur diatas 20°C maka pembacaannya ditambahkan
sebanyak kelebihan temperatur dikalikan faktor koreksi 0.0002° serta juga sama

dengan hasil dibawah 20°C.
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3.4.2.8 Prosedur Pengujian Yield Mikroenkapsulasi (Chavvari et al., 2010)

Yield mikroenkapsulasi adalah nilai efisiensi dari penyalut dengan jumlah
bakteri yang mampu bertahan hidup setelah melalui proses mikroenkapsulasi,
tujuan dari pengujian yield ini adalah untuk mengetahui seberapa besar bakteri
dapat bertahan hidup setelah dilakukan proses enkapsulasi. Rumus perhitungan
yield adalah sebagai berikut:

EY =N/ No X 100%

Keterangan :
N = Jumlah sel hidup yang terlepas
No = Jumlah sel hidup yang ditambahkan (kepadatan awal)

3.4.2.9 Prosedur Pengujian ~Pewarnaan Gram (lbrahim et al.,, 2015
termodifikasi)

Pengujian pewarnaan gram bertujuan untuk memastikan bahwa bakteri
yang tumbuh pada media Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA) merupakan bakteri
dari golongan gram positif. Prosedur pengujian pewarnaan gram diawali dengan
membersihkan preparat glass menggunakan alkohol 70% kemudian difiksasi di
atas bunsen, dipijarkan jarum ose dan diambil sampel bakteri dari media Mann
Rogosa Sharpe Agar (MRSA) yang telah ditumbuhi bakteri lalu diratakan di atas
preparat glass, dikeringkan dan dianginkan preparatnya, diteteskan larutan zat
warna crystal violet sebanyak 2-3 tetes dan didiamkan selama 1 menit, dikeringkan
dan dianginkan preparatnya, dibilas dengan akuades mengalir dan dikeringkan,
diteteskan dengan larutan iodin dan dibiarkan selama 1 menit lalu dibilas dengan
akuades megalir dan dikeringkan. Kemudian dibilas dengan alkohol 95% selama
30 detik, lalu dibilas dengan akuades mengalir dan dikeringkan, diberi larutan
safranin selama 2 menit dan dibilas dengan akuades mengalir dan dikeringkan
kemudian diamati dibawah mikroskop. Diagram alir prosedur pengujian vabilitas

sel dapat dilihat pada Lampiran 9.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penelitian Pendahuluan
4.1.1 Viabilitas Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus

Hasil penelitian pendahuluan tentang nilai viabilitas bakteri Lactobacillus
acidophilus dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 1. Viabilitas Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus

Ulangan Standart

Perlakuan 1 2 3 Rata-rata Deviasi
Al 6,68 6,78 6,71 6,72 0,05
A2 6,84 6,72 6,80 6,78 0,06

Data Hasil Analisis Viabilitas Lactobacillus acidophilus dalam bentuk log CFU/g

Dari hasil diatas menunjukkan bahwa nilai rata-rata viabilitas terbaik
terdapat pada perlakuan A2 yaitu konsentrasi kappa Semi Refined Carrageenan
(SRC) sebesar 5% dengan nilai rata-rata sebesar 6,78 CFU/g, hal ini menunjukkan
bahwa konsentrasi tersebut mampu melindungi viabilitas probiotik Lactobacillus
acidophilus dengan baik, sehingga hasil ini dijadikan sebagai acuan untuk
penelitian utama. Hal ini juga dinyatakan pada penelitian sebelumnya, bahwa nilai
viabilitas pada kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) sebesar 6,30 CFU/gr
dengan konsentrasi 5%, maltodekstrin sebesar 6,51 CFU/gr dengan konsentrasi
6% (Mahara, 2016).
4.2 Penelitian Utama
4.2.1 Spektra FT-IR SRC Eucheuma cottoni, Maltodekstrin, dan Kitosan
4.2.1.1 Semi Refined Carrageenan (SRC) Eucheuma cottoni

Analisa spektra FT-IR Semi Refined Carrageenan (SRC) Eucheuma
cottoni dilakukan untuk mengetahui gugus fungsional dari karaginan yang
dihasilkan dari proses semi murni (semi refined). Hasil nilai uji FT-IR Semi Refined
Carrageenan (SRC) Eucheuma cottoni dapat dilihat pada Lampiran 18,
sedangkan hasil analisa spektra FT-IR Semi Refined Carrageenan (SRC)

Eucheuma cottoni dapat dilihat Gambar 4.
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Gambar 1. Spektra FT-IR Semi Refined Carrageenan (SRC) Eucheuma cottoni
Semi Refined Carrageenan (SRC) Eucheuma cottoni memiliki hasil gugus
fungsi ester sulfat pada bilangan gelombang 1262.12 cm™. Gugus fungsi glikosidik
pada bilangan gelombang 1073.11 cm™. Gugus fungsi Anhidro-Galaktosa (AG)
pada bilangan gelombang 930.39 cm?. Gugus fungsi galaktosa sulfat pada
bilangan gelombang 849.38 cm™. Gugus fungsi galaktosa 2 sulfat pada bilangan
gelombang 772.24 cm™. Hasil gugus fungsonal pita serapan FT-IR Semi Refined
Carrageenan (SRC) Eucheuma cottoni dapat dilihat pada Tabel 4.
Tabel 2. Gugus Fungsional Pita Serapan Semi Refined Carrageenan (SRC)

Eucheuma cottoni
Namazkar dan

Setijawati (2017)

Gugus Duguan Ahmad (2013) ) Hasil (cm™)
4 (cm™)
(cm™)

Ester sulfat 1263 1210-1260 1262.12
Ikatan glikosidik 1050 1010-1080 1073.11
3,6-anhidro- 926 928-933 930.39
galaktosa

D-galaktosa-4- 847 840-850 849.38
sulfat

D-galaktosa-2 - 800-805 772.24

sulfat
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Berdasarkan hasil yang terdapat pada Tabel 4. dari hasil identifikasi
dengan spektroskopi inframerah dan uraian dari bilangan gelombang, maka dapat
disimpulkan bahwa karagenan yang dianalisis merupakan tipe kappa karaginan.
Hal ini didapatkan dengan adanya D-galaktosa 2-sulfat, galaktosa 4-sulfat dan 3,6-
anhidrogalaktosa, hal ini juga didukung oleh Setijawati (2017), yang menyatakan
bahwa Eucheuma cottonii yang mengandung kappa caragenan yang tersusun dari
D-galaktosa-4-sulfat dan 3,6-anhidro-galaktosa.
4.2.1.2 FT-IR Maltodekstrin

Analisa spektra FT-IR Maltodekstrin dilakukan untuk mengetahui gugus
fungsional dari maltodekstrin yang telah dihasilkan. Hasil nilai uji FT-IR
Maltodekstrin dapat dilihat pada Lampiran 18., sedangkan hasil analisa spektra
FT-IR SRC maltodekstrin dapat dilihat Gambar 5.
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Gambar 2. Spektra FT-IR Maltodekstrin

Berdasarkan hasil karakterisasi dengan FT-IR maltodekstrin pada Gambar
5. muncul puncak pada serapan 3391 cm? yang menunjukkan adanya gugus

alcohol O-H, muncul puncak pada serapan 1651 cm* yang menunjukkan adanya
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gugus alifatik C=C, muncul puncak pada serapan 2928 cm™ yang menunjukkan
adanya gugus alkane C-H. Hasil gugus fungsonal pita serapan FT-IR Semi
Refined Carrageenan (SRC) maltodekstrin dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 3. Gugus Fungsi Serapan FT-IR Maltodesktrin

Gugus Fungsi Radhiyatullah et al., Hasil cm?
2015
Alkohol O- H 3200-3500 3391
Alifatik C=C 1600-1680 1651
Alkana C-H 2850-3000 2928

Berdasarkan hasil yang terdapat pada Tabel 5. hasil identifikasi dengan
spektrokopi inframerah dan uraian dari bilangan gelombang, maka dapat
disimpulkan bahwa yang dianalisis memang benar kitosan. Hal ini didapatkannya
adanya gugus alcohol O-H, gugus alifatik C=C dan gugus alkane C-H.
4.2.1.3 FT-IR Kitosan

Analisa spektra FT-IR Kitosan dilakukan untuk mengetahui gugus
fungsional dari Kitosan yang dihasilkan. Hasil uji FT-IR Kitosan dapat dilihat pada
Lampiran 18, sedangkan hasil analisa spektra FT-IR Kitosan dapat dilihat Gambar

6.
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Gambar 3. FT-IR Kitosan

Berdasarkan hasil karakterisasi dengan FT-IR kitosan pada Gambar 6.
muncul puncak pada serapan 897 cm® yang menunjukkan adanya gugus C-H
Alkana, muncul puncak pada serapan 1262.12 cm™ yang menunjukkan adanya
gugus C-O, muncul puncak pada serapan 1321.91 cm™*yang menunjukkan adanya
gugus C-N amina/amida, muncul puncak pada serapan 1453.06 cm™ yang
menunjukkan adanya gugus NO..
Gugus fungsi pada spektrum FT-IR yang dilakukan pada kitosan sebagai
bahan penelitian yang dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh

Setijawati (2017), tentang FT-IR kitosan didapatkan hasil gugus fungsi spektrum

infra merah pada kitosan dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 4. Gugus Fungsi Serapan FT-IR Kitosan

Gugus Fungsi

Setijawati et al., 2017 Hasil (cm™)
(cm™)
C-H Alkena 675-995 897.6
C-O 1050-1300 1262.12
C-N Amina/amida 1180-1360 1321.91
NO2 1500-1570 1453.06
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Berdasarkan hasil yang terdapat pada Tabel 6. hasil identifikasi dengan
spektrokopi inframerah dan uraian dari bilangan gelombang dapat disimpulkan
bahwa yang dianalisis merupakan jenis kitosan. Hal ini didapatkan adanya gugus
C-N amina/amida dan gugus C-H alkane serta gugus O-H alkohol ikatan hidrogen.

Derajat Deasetilasi (DD) kitosan dapat ditentukan berdasarkan spektrum
FT-IR dengan metode base line. Hasil derajat deasetilisasi pembuatan kitosan
didapatkan nilai derajat deasetilisasi (DD) sebesar 81,96% berpedoman pada
rumus perhitungan (Khan et al., 2002). Nilai tersebut menunjukkan bahwa polimer
tersebut adalah polimer kitosan, hal ini didukung dengan pernyataan dari Rifai
(2010), bahwa jika nilai derajat deasetilasi > 60% maka polimer tersebut disebut
dengan kitosan, hal serupa juga dinyatakan oleh Kusumaningsih et al., (2004),
bahwa nilai derajat deasetilasi kitosan berkisar antara 70-100%. Hasil nilai derajat
deasetilisasi dapat dilihat pada Lampiran 19.

4.2.1.4 Jaringan Interpenetrating Polymer Network (IPN)
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Gambar 4. Jaringan Interpenetrating Polymer Network (IPN)
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Pada Gambar 7. menunjukkan bahwa kappa Semi Refined Carrageenan
(SRC), maltodekstrin, dan kitosan dapat berikatan silang membentuk jaringan
polimer interpenetrasi atau Interpenetrating Polymer Network (IPN). Ketiga bahan
polimer tersebut dapat berinterpenerating atau saling bertautan satu dengan yang
lainnya dan saling mengayam (entanglement) membentuk chain interlocking
(rantai yang saling mengunci). Jaringan polimer interpenetrasi atau
Interpenetrating Polymer Network (IPN) adalah polimer campuran dimana
kombinasi dari dua jenis polimer atau lebih terikat dalam bentuk jaringan tanpa
ikatan kovalen antarjaringan atau dengan kata lain dua atau lebih jaringan tersebut
akan terjerat sedemikian rupa dan tidak dapat dipisahkan, tetapi tidak terikat satu
sama lain oleh ikatan kimia (hanya terikat secara fisika) (Banerjee et al., 2010).

Bentuk penjeratan polimer dalam struktur jaringan IPN dapat dilihat pada Gambar

7}
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Gambar 5. Bentuk Penjeratan dalam Struktur Jaringan Interpenetrating
Polymer Network (IPN) (Ahmed et al., 2017)

8.

Ikatan silang IPN yang terbentuk dipengaruhi oleh konsentrasi bahan
enkapsulasi. Peningkatan konsentrasi bahan akan meningkatan jumlah ikatan
silang IPN terdekat, selanjutnya jumlah ikatan silang IPN akan mempengaruhi
struktur matriks mikroenkapsulasi. Semakin banyak jumlah ikatan silang maka
semakin baik kualitas mikroenkapsulasi yang dihasilkan hal ini dikarenakan
adanya ikatan silang IPN yang terbentuk di antara jaringan bahan mampu

mengurangi rongga-rongga yang tidak berikatan, sehingga mampu menghambat
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sineresis dan autohidrolisis ketika menghadapai pH rendah dari lingkungan luar
(Setijawati, 2014).
4.2.2 Viabilitas Lactobacillus acidophilus

Berdasarkan tabel sidik ragam (ANOVA) viabilitas Lactobacillus
acidophilus dengan konsentrasi coating kitosan yang berbeda memberikan
pengaruh nyata (F hitung > dari F tabel 5%) dari masing-masing perlakuan,
sehingga perlu dilakukan uji lanjut BNT. Hasil uji nilai viabilitas Lactobacillus
acidophilus dapat dilihat pada Gambar 9.

Gambar 6. Viabilitas Lactobacillus acidophilus

Viabilitas
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Viabilitas sel yang dilakukan perlakuan coating akan lebih besar nilai
viabilitasnya dari pada viabilitas sel yang tidak dicoating, terbukti pada
mikrokenkapsulasi yang tidak dilapisi kitosan mendapatkan nilai rata-rata sebesar
4.08 log CFU/g pada perlakuan Al yaitu dengan konsentrasi kitosan sebesar 0%,
sedangkan mikroenkapsulasi yang dilakukan proses coating mendapatkan nilai
rata-rata sebesar 6.84 log CFU/g pada perlakuan A6 yaitu dengan konsentrasi
kitosan sebesar 3,25%. Purwandhani (2007) menyatakan bahwa adanya

perlakuan coating sebagai pelindung akan menghasilkan jumlah sel yang lebih

banyak jika dibandingkan dengan mikroenkapsulasi yang tidak dilakukan proses
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coating, hal ini disebabkan karena kappa Semi Refined Carrageenan (SRC)
membentuk gel yang kuat dan stabil yang mengakibatkan terjadinya cross-linked
melalui proses gelasi eksternal. Kandungan ester sulfat pada kappa karaginan
pada hasil penelitian didapatkan kandungan sulfat kappa karaginan yang rendah
sehingga mempengaruhi kekuatan gel dan viskositas, dengan kadar sulfat yang
rendah dapat meningkatkan gelasi pada struktur mikroenkapsulasi.

Semakin tingginya gelasi menurut Wang et al.,, (2011) maka akan
meningkatkan pemadatan dari struktur mikroenkapsulasi serta dapat mengurangi
kebocoran sel dan untuk meningkatkan perlindungan terhadap sel didalamnya.
Untuk meminimalisir kebocoran sel pada mikroenkapsulasi ditambahkan kitosan
sebagai coating. Kitosan memiliki gugus amino reaktif dan gugus fungsional
hidroksil. Kitosan merupakan salah satu matriks imobilisasi yang paling
menjanjikan karena memiliki kemampuan membentuk membran (Irianto dan
Muljanah, 2011).

Hal ini juga didukung oleh Zanjani et al., (2014) yang menyatakan bahwa
pelapisan kitosan pada mikroenkapsulasi yang sudah terlapis alginat mampu
melindungi sel yang ada di dalam mikroenkapsulasi tersebut. Sel yang terlapisi
kitosan akan mampu bertahan sampai pada saluran pencernaan manusia, begitu
juga sebaliknya sel yang tidak terlapisi kitosan tidak akan mampu bertahan hingga
saluran pencernaan manusia. Hasil uji viabilitas mikroenkapsulasi Lactobacillus

acidophilus dapat dilihat pada Gambar 10.
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Gambar 7. Hasil Viabilitas Mikroenkapsulasi

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Pyar dan Peh (2014),
menunjukkan bahwa pada pertumbuhan Lactobacillus acidophilus secara aerob
dan anaerob tidak mengalami perbedaan, hal ini dikarenakan bakteri tersebut
memiliki sifat anaerob fakultatif yaitu dapat tumbuh baik meskipun ada atau
tidaknya kandungan oksigen disekitarnya. Oleh karena itu, kedua kondisi aerob
dan anaerob dapat memberikan pertumbuhan yang sesuai untuk pertumbuhan
Lactobacillus acidophilus. Morfologi dari bakteri ini berbentuk seperti pasir
berwarna putih, hal ini juga dinayatakan oleh Goldstein et al., (2015) dimana
bakteri ini jika ditumbuhkan pada media Mann Rogosa Sharpe Agar (MRSA) akan
berwarna putih.

4.2.3 Kadar Air Mikroenkapsulasi

Berdasarkan tabel sidik ragam (ANOVA) kadar air dengan konsentrasi
coating kitosan yang berbeda memberikan pengaruh nyata (F hitung > dari F tabel
5%) dari masing-masing perlakuan, sehingga perlu dilakukan uji lanjut BNT. Hasil
uji nilai kadar air mikroenkapsulasi coating kitosan berprobiotik Lactobacillus

acidophilus dapat dilihat pada Gambar 11.
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Gambar 8. Kadar Air Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus

Kadar air mikroenkapsulasi dengan hasil tertinggi diperoleh pada perlakuan
A6 yaitu dengan konsentrasi kitosan sebesar 3,25%, dengan nilai rata-rata
sebesar 7,17%, sedangkan hasil terendah diperoleh pada perlakuan Al yaitu
dengan konsentrasi kitosan sebesar 0%, dengan nilai rata-rata sebesar 4,67%.
Kadar air menunjukkan persentase air dalam mikroenkapsulat. Air merupakan
salah satu faktor yang penting, karena semakin rendah kadar air dari
mikroenkapsulat maka peluang mengalami kerusakan akan semakin tinggi.
Penentuan kadar air merupakan analisis paling penting yang dilakukan dalam
pengolahan dan pengujian pangan. Kadar air berpengaruh secara langsung
terhadap stabilitas dan kualitas pangan (Sundari et al., 2015).

Hal ini dimungkinkan karena rasio konsentrasi coating kitosan yang lebih
banyak sehingga tinggkat gelasi dari kappa Semi Refined Carrageenan (SRC)
coating kitosan lebih tinggi dari pada konsentrasi lainya, Tripathi dan Giri, (2014)
menyatakan bahwa tingginya kekentalan akan menyebabkan air yang
terperangkap dalam struktur mikroenkapsulasi semakin tinggi sehingga akan sulit
menguap pada proses pengeringan. Kadar air yang dihasilkan berbanding lurus

dengan hasil viabilitas Lactobacillus acidophilus. Apabila kadar air yang dihasilkan
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terlalu rendah maka dapat menyebabkan terbentuknya rongga pada dinding
mikroenkapsulasi sehingga dapat menurunkan laju viabilitas.
4.2.4 Diameter Mikroenkapsulasi

Berdasarkan tabel sidik ragam (ANOVA) diameter mikroenkapsulasi
dengan konsentrasi coating kitosan yang berbeda memberikan pengaruh nyata (F
hitung > dari F tabel 5%) dari masing-masing perlakuan. Sehingga perlu dilakukan
uji lanjut BNT. Hasil uji nilai diameter mikroenkapsulasi dapat dilihat pada Gambar

12.
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Gambar 9. Diameter Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus

Diameter mikroenkapsulasi didapatkan rata-rata hasil yang tertinggi pada
perlakuan A6 yaitu dengan konsentrasi kitosan sebesar 3,25%, dengan nilai rata-
rata sebesar 48,05 um, sedangkan hasil terendah diperoleh pada perlakuan Al
yaitu dengan konsentrasi kitosan sebesar 0%, dengan nilai rata-rata sebesar 15.40
pum. Hasil serupa juga dilaporkan oleh Burgain et al., (2011) enkapsulasi dengan
menggunakan teknik emulsi akan menghasilkan ukuran mikroenkapsulasi yang
bervariasi, antara 0,1-5000 pm. Bentuk mikroenkapsulasi yang dihasilkan
keseluruhan berbentuk bulat, hal serupa juga dilaporkan oleh Fahimdanesh et al.,

(2012) yang melaporkan bahwa ciri fisik mikroenkapsulasi adalah bulat.
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Mikroenkapsulasi yang dihasilkan yang dihasilkan dalam penelitian cenderung
tidak seragam. Mikroenkapsulasi yang terbentuk dapat berupa partikel atau bentuk
agregat, dan biasanya memiliki rentang ukuran partikel antara 5 — 5000 ym
(Sholihat et al., 2016). Ukuran tersebut bermacam-macam tergantung pada
metode dan ukuran partikel bahan inti yang digunakan. Hasil uji diameter

mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus dapat dilihat pada Gambar 13.

10,0

Gambar 10. Hasil Uji Diameter Mikroenkapsulasi
4.2.5 Water Activity (aw) Mikroenkapsulasi
Berdasarkan tabel sidik ragam (ANOVA) water activity (aw) dengan
konsentrasi coating kitosan yang berbeda memberikan pengaruh nyata (F hitung
> dari F tabel 5%) dari masing-masing perlakuan. Sehingga perlu dilakukan uji
lanjut BNT. Hasil uji nilai nilai water activity (aw) mikroenkapsulasi dapat dilihat

pada Gambar 14.
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Gambar 11. Water Activity (aw) Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus

Nilai water activity (aw) didapatkan rata-rata hasil yang tertinggi pada
perlakuan A6 yaitu dengan konsentrasi kitosan sebesar 3,25%, dengan nilai rata-
rata sebesar 0.76%, sedangkan hasil terendah diperoleh pada perlakuan Al yaitu
dengan konsentrasi kitosan sebesar 0%, yaitu dengan nilai rata-rata sebesar
0.60%. Menurut (Supriyadi dan Ruijita, 2013), hal ini menunjukkan bahwa semakin
rendah konsentrasi bahan inti, maka semakin rendah nilai water activity (aw) yang
dihasilkan oleh produk dan begitu pula sebaliknya. Produk dengan bahan inti
tinggi, air yang ada lebih susahdiuapkan selama proses pengeringan. Sebagai
akibatnya kadar air produk dannilai aw menjadi lebih tinggi.

Water activity (aw) untuk mikroenkapsulasi diperoleh dalam kisaran normal
untuk produk mikroenkapsulasi dan juga dengan dalam batas yang
direkomendasikan untuk memastikan stabilitas mikrobiologi. Secara umum,
mikroorganisme bertahan terbaik dengan aktivitas air rendah. Namun, kelebihan
pengeringan dapat mengurangi stabilitas dan kelangsungan hidup

mikroorganisme (Li et al., 2011).
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4.2.6 Yield Mikrokaenkapsulasi

Berdasarkan tabel sidik ragam (ANOVA) yield mikroenkapsulasi dengan
konsentrasi coating kitosan yang berbeda memberikan pengaruh nyata (F hitung>
dari F tabel 5%) dari masing-masing perlakuan. Sehingga perlu dilakukan uji lanjut

BNT. Hasil uji nilai nilai yield mikroenkapsulasi dapat dilihat pada Gambar 15.
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Gambar 12. Yield Mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus

Pada gambar diatas didapatkan nilai rata-rata tertinggi pada perlakuan A6
yaitu dengan konsentrasi kitosan sebesar 3,25%, dengan nilai rata-rata sebesar
49,85%, sedangkan hasil terendah diperoleh pada perlakuan Al yaitu dengan
konsentrasi kitosan sebesar 0%, yaitu dengan nilai rata-rata sebesar 42,01%.
Rendahnya kenaikan presentase yield mikroenkapsulasi ini dimungkinkan karena
perbandingan konsentrasi coating kitosan yang relatif lebih kecil sehingga
menghasilkan nilai perbandingan yield antar perlakuan yang relatif kecil. Hasil
serupa dinyatakan oleh dari Chavvari et al., (2010), bahwa nilai uji yield sebesar
40%, hal ini menunjukkan bahwa bakteri mampu bertahan hidup setelah

mengalami proses mikroenkapsulasi dan pengeringan.
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4.2.7 Pewarnaan Gram Bakteri Lactobacillus acidophilus

Pewarnaan gram yaitu pewarnaan yang menggunakan suatu macam zat
warna dengan tujuan untuk melihat bentuk sel bakteri dan mengetahui morfologi.
Pewarnaan ini dapat menggunakan pewarnaan basa seperti, kristal violet, iodin,
dan safranin. Hasil uji pewarnaan gram bakteri Lactobacillus acidophilus dapat

dilihat pada Gambar 16.

Gambar 13. Hasil Uji Pewarnaan Gram Bakteri Lactobacillus acidophilus
Berdasarkan hasil uji pewarnaan gram diperoleh bentuk batang (basil).
Bakteri asam laktat berbentuk batang warna koloni yang terbentuk berwarna ungu
yang menunjukkan bahwa bakteri tersebut dapat menyerap warna kristal violet
secara maksimal, hal ini didukung dengan pernyataan dari (Goldstein et al., 2015)
bahwa bakteri Lactobacillus spp. merupakan jenis bakteri gram positif. Hal serupa
juga diungkapkan oleh (Bull et al., 2013) yang menyatakan bahwa bakteri

Lactobacillus acidophilus termasuk bakteri gram positif.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tersebut didapatkan kesimpulan bahwa
penambahan kitosan sebagai coating mikroenkapsulasi Lactobacillus acidophilus
yang terenkapsulasi kappa Semi Refined Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin
memberikan pengaruh nyata terhadap viabilitas Lactobacillus acidophilus. Hasil
nilai viabilitas tertinggi terdapat pada perlakuan A6 dengan konsentrasi kitosan
sebesar 3,25% yaitu dengan nilai rata-rata sebesar 6,84 log CFU/g. Hal ini
menunjukkan bahwa konsentrasi kitosan yang semakin tinggi dapat melindungi
bakteri Lactobacillus acidophilus yang berada di dalam mikroenkapsulasi dan

menyebabkan nilai viabilitasnya menjadi tinggi.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan dari hasil penelitian ini adalah perlunya
penelitian lebih lanjut tentang penambahan konsentrasi yang lebih besar pada
kitosan sebagai coating mikroenkapsulasi berprobiotik dengan penyalut kappa
Semi Refined Carrageenan (SRC) dan maltodekstrin, agar dapat mengetahui
berapa konsentrasi yang optimum untuk meningkatkan viabilitas Lactobacillus

acidophilus yang terenkapsulasi saat melalui saluran pencernaan manusia.
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