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MOTTO

“If you can’t fly, then run. If you can’t run, then walk. If you can’t walk, then

crawl. But whatever you do, you have to keep moving forward’™)

“Jika kamu tidak mampu terbang, maka berlarilah. Jika kamu tidak mampu berlari
maka berjalanlah. Jika kamu tidak mampu berjalan maka merangkaklah. Namun
apapun yang kamu lakukan, kamu harus terus bergerak maju”

*) Martin Luther King Jr.
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Enkapsulasi Kombinasi Prebiotik Xilooligosakarida dan Probiotik
Lactobacillus acidophilus dengan Alginat-Pektin-Boraks sebagai Enkapsulan
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Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Probiotik merupakan organisme yang dapat dicerna untuk meningkatan
kesehatan. Probiotik yang umum digunakan ialah bakteri penghasil asam laktat.
Pertumbuhan dan aktivitas probiotik dapat dilakukan dengan menambahkan
prebiotik. Xilooligosakarida (XOS) merupakan karbohidrat yang dapat dijadikan
sebagai prebiotik (Grootaert et al., 2007). Kemampuan untuk hidup probiotik
dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan seperti keberadaan oksigen,
kerusakan mekanis, penyimpanan, suhu tinggi, pH yang terlalu asam dan
pengaruh makanan yang ditambahkan (Kailasapathy, 2002; Krasaekoopt dan
Watcharapoka, 2014; Garcia-Ceja et al., 2015). Enkapsulasi merupakan salah satu
pendekatan yang dilakukan untuk memastikan daya tahan hidup probiotik (de VVos
etal., 2010).

Enkapsulasi yang dilakukan dalam penelitian ini menggunakan metode
ekstruksi. Bahan inti dicampurkan dengan bahan enkapsulan kemudian
ditetesakan pada larutan CaCl, sehingga membentuk konfigurasi telur (egg box)
yang tidak larut. Bahan inti yang dienkapsulasi ialah kombinasi sinbiotik antara
prebiotik  xilooligosakarida dengan probiotik Lactobacillus acidophilus.
Xilooligosakarida ditambahkan sebagai sumber karbon sehingga selama
perjalanan dalam saluran pencernaan, bakteri Lactobacillus acidophilus akan
memfermentasi xilooligosakarida menjadi asam laktat.  Enkapsulan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah alginat-pektin dengan penambahan boraks
komposisi optimum dari hasil optimasi boraks variasi konsentrasi 1%, 3%, dan
5%. Kemampuan swelling yang tinggi menunjukkan kemampuannya yang baik
dalam pelepasan bahan inti pada saat target yang diinginkan, yaitu kolon. Boraks
komposisi optimum kemudian ditambahkan sebagai bahan enkapsulan. Analisa
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yang dilakukan ialah menghitung nilai efisiensi xilooligosakarida dan
Lactobacillus acidophilus dan uji in vitro kestabilan beads dalam simulasi
berbagai cairan simulasi cairan pencernaan berdasarkan kadar gula pereduksi dan
jumlah koloni.

Hasil optimasi swelling beads variasi konsentrasi boraks 1%, 3%, dan 5%
diperoleh tingkat swelling paling tinggi diperolen pada penambahan boraks
konsentrasi 1%, yaitu 756,93% pada buffer fosfat pH 7,4 sebagai cairan simulasi
usus besar. Boraks konsentrasi paling optimum kemudian digunakan sebagai
bahan enkapsulan. Analisa efisiensi enkapsulasi menunjukkan seberapa efisien
enkapsulan dalam mengkapsul bahan inti dalam sebuah enkapsulasi. Efisiensi
enkapsulasi dalam enkapsulan pektin-alginat-boraks diperoleh nilai efisiensi
enkapsulasi xilooligosakarida sebesar 69,692% dan efisiensi Lactobacillus
acidophilus sebesar 68,45%. Uji Kestabilan enkapsulan alginat-pektin-boraks
secara in vitro menunjukkan kadar gula pereduksi yang semakin menurun seiring
bertambahnya waktu dalam larutan simulasi saluran pencernaan. Kadar gula
pereduksi pada cairan HCI pH 3,5 dari jam pertama 0,035 mg/mL menjadi 0,025
mg/mL pada jam kedua. Pada cairan buffer fosfat pH 5.6 yang merupakan cairan
simulasi usus halus menunjukkan terjadinya penurunan kadar gula pereduksi dari
jam pertama sebesar 0,032 mg/mL menjadi 0,027 mg/mL pada jam kedua. Pada
cairan buffer fosfat pH 7.4 penurunan, yaitu sebesar 0,030 mg/mL pada jam
pertama dan menjadi 0,019 mg/mL pada jam kedua. Pengujian ketahanan beads
terhadap jumlah bakteri dalam cairan simulasi saluran lambung HCI pH 3,5
diperoleh jumlah koloni sebesar 6,16 log CFU/mL, buffer fosfat pH 5,6 dengan
diperoleh jumlah koloni sebesar 6,19 log CFU/mL, dan kolon menggunakan
buffer fosfat pH 7,4 diperolen jumlah koloni sebesar 7,43 log CFU/mL.
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PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Probiotik merupakan organisme hidup yang dapat dicerna untuk
meningkatan kesehatan. Probiotik yang dicerna dalam jumlah yang cukup akan
memberikan efek yang baik bagi kesehatan (FAO/WHO, 2001). Probiotik yang
umum digunakan ialah bakteri penghasil asam laktat. Bakteri asam laktat sering
ditemui pada peternakan sapi perah, tumbuhan, dan usus hewan (Muller, 2001).
Probiotik dalam pencernaan memberi manfaat seperti, meningkatkan kekebalan
tubuh, memelihara mikroflora mukosa, dan produksi enzim penting dalam
pencernaan (Holzapfel dan Schillinger, 2002). Pertumbuhan dan aktivitas
probiotik dapat dilakukan dengan menambahkan prebiotik. Prebiotik berperan
sebagai suplemen yang dapat merangsang pertumbuhan probiotik. Prebiotik
memberikan asupan karbohidrat yang dapat difermentasi oleh bakteri probiotik di
usus besar (Gibson et al., 2004).

Prebiotik merupakan bahan fermentasi selektif yang mampu memberikan
perubahan spesifik pada komposisi dan aktivitas dalam mikroflora gastrointestinal
(Gibson et al., 2004). Prebiotik dapat mempengaruhi inangnya secara selektif
dalam merangsang proses pertumbuhan dan aktivitas sejumlah bakteri di dalam
kolon (usus besar) (Gibson et al., 2010). Prebiotik yang sering dipelajari hingga
saat ini antara lain, inulin, fruktooligosakarida (FOS), oligosakarida kedelai
(SOS), ogalaktooligosakarida (GOS), xilooligosakarida (XOS), dekstrin,
isomaltooligosakarida (IMO) dan laktulosa (FAO, 2007). Xilooligosakarida
(XOS) merupakan karbohidrat yang dapat dijadikan sebagai prebiotik (Grootaert
et al., 2007). Xilooligosakarida berpotensi besar sebagai agen yang mampu
mempertahankan dan meningkatkan keseimbangan mikroflora dalam usus untuk
meningkatkan kesehatan (Aachary dan Prapulla, 2010).

Rahma (2016) telah melakukan fermentasi xilooligosakarida yang berasal
dari ampas singkong oleh Lactobacillus acidophilus. Xilooligosakarida dijadikan
sebagai media modifikasi dengan variasi konsentrasi 1%, 3%, dan 5%. Hasil yang
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diperoleh menunjukkan bahwa pertumbuhan Lactobacillus acidophilus tertinggi
sebesar 8,61 log CFU/ml pada konsentrasi XOS sebesar 5%. Fermentasi
xilooligosakarida oleh mikroorganisme dapat mengasilkan asam lemak rantai
pendek yang memiliki manfaat bagi tubuh seperti, melindungi usus dari bakteri
patogen, mengurangi kanker usus, radang usus, dan penyakit Chrons (Fukuda et
al., 2011 dalam Lim et al., 2014).

Prebiotik xilooligosakarida dikembangkan dengan mengkombinasikan
bakteri baik sebagai probiotik. Kombinasi prebiotik dan probiotik disebut
simbiosis (Yeo et al., 2010). Krasaekoopt et al., (2004) menyatakan bahwa harus
dilakukan penggabungan mikroorganisme dengan prebiotik alami untuk
meningkatkan perlindungan dan kelangsungan hidup mikroorganisme. Prebiotik
digunakan sebagai substrat metabolik yang menjadi sumber energi dan sumber
nutrisi mikro bagi mikroorganisme (Chavarri et al., 2010). Kemampuan untuk
hidup probiotik dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan seperti keberadaan
oksigen, kerusakan mekanis, penyimpanan, suhu tinggi, pH yang terlalu asam dan
pengaruh makanan yang ditambahkan (Kailasapathy, 2002; Krasaekoopt dan
Watcharapoka, 2014; Garcia-Ceja et al., 2015).

Enkapsulasi merupakan salah satu pendekatan yang dilakukan untuk
memastikan daya tahan hidup probiotik. Pendekatan ini mampu membantu
melindungi daya tahan hidup probiotik, fungsionalitas sel selama pemrosesan,
penyimpanan, dan pengiriman dalam saluran pencernaan manusia (de Vos et al.,
2010). Teknik enkapsulasi dibedakan berdasarkan ukuran partikel yang
dihasilkan. Partikel yang memiliki ukuran 0,2-5000 pum dapat menggunakan
teknik mikroenkapsulasi, partikel dengan ukuran >5000 um menggunakan teknik
makroenkapsulasi, sedangkan teknik nanoenkapsulasi digunakan apabila partikel
berukuran <0,2 pm (Jafari, 2017). Polisakarida banyak digunakan sebagai
enkapsulan karena mudah dimodifikasi sesuai sifat yang dibutuhkan vyaitu,
biodegradable dan biokompatibel. Karbohidrat yang umum digunakan dalam
enkapsulasi berdasarkan kemampuan menghantarkan antara lain selulosa, pati,

lipid, protein, alginat, dan gum (Jyothi et al., 2012)).
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Alginat merupakan polisakarida linier yang terdiri dari ikatan p-(1—4)-D
asam-mannuronat (M) dan o-(1—4)-L asam-guluronat (G). Alginat mampu
mengasilkan gel dengan kation divalen seperti kalsium karena memiliki toksisitas
yang rendah dalam bidang pangan (Nussinovitch, 1997). Pektin memiliki
kemampuan yang sama dengan alginat untuk membentuk beads. Pektin dan
alginat yang telah dilarutkan dapat menjadi bentuk yang tidak larut oleh ikatan
silang polimer dengan kation polivalen membentuk suatu konfigurasi telur (egg
box). Pektin telah banyak diterapkan sebagai matriks dalam pengiriman obat
spesifik kolon (H.H Gadalla et al., 2015) dan dapat mengaktifkan enzim pada
saluran pencernaan atas seperti amilase dan protease, sehingga ia dapat dicerna
oleh pektinase di dalam kolon . Lyer dan Kailashapaty (2005) telah melakukan
ko-enkapsulasi probiotik dengan prebiotik yang berasal dari amilum dengan
pelapis kitosan. Probiotik dengan adanya pati mampu bertahan lebih baik
dibandingkan enkapsulasi tanpa prebiotik.

Enkapsulasi antidiabetik repaglinid yang mudah terdegradasi telah
dilakukan dengan menggunakan matrik alginat-pektin dengan ikatan silang
(Awasthi et al., 2017). Hasil yang ditunjukkan tidak ada interaksi antara obat
dengan enkapsulan sehingga sistem enkapsulan tersebut berpotensi untuk agen
penghantar yang diserap sepanjang saluran pencernaan. Pektin stabil terhadap
enzim yang ada di lambung dan usus, namun terdegradasi sempurna oleh enzim di
kolon. Menurut Awashti et al., (2017) dan Wenzel et al., (1990) Portulaca atau
polisakarida yang menyerupai pektin bersifat hidrofilik dan memiliki kemampuan
membengkak (swelling) secara alami yang mengakibatkan terjadinya pelepasan
sebelum waktunya. Sehingga, Asnani et al., (2018) menambahkan boraks sebagai
pengikat silang pektin target pelepasan di kolon. Hasil yang diperoleh dari
penambahan boraks menunjukkan kemampuan membengkak (swelling) dengan
adanya boraks mampu mencapai 300% pada pH 7,4 (kolon). Uji in vitro
pelepasan dengan berbagai pH pencernaan menunjukkan pelepasan maksimum
(£100%) terjadi pada pH 7,4. Boraks yang dilarutkan akan menghasilkan asam
borat dan ion borat. lon borat merupakan agen pengikat silang yang efektif
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digunakan untuk polimer yang mengandung gugus hidroksi (Shibayama et al.,
1988).

Berdasarkan pernyataan tersebut, maka perlu dilakukan enkapsulasi
berbasis polisakarida menggunakan alginat-pektin dan boraks sebagai enkapsulan
agar distribusi dan pelepasan dapat terjadi secara tepat di kolon. Penelitian yang
akan dilakukan adalah melakukan enkapsulasi kombinasi prebiotik
xilooligosakarida dari ampas singkong dan probiotik Lactobacillus acidophilus
dalam enkapsulan pektin-alginat-boraks. Kemampuan enkapsulan dapat dianalisa
berdasarkan efisiensinya dalam memerangkap bahan inti, serta uji in vitro untuk
mengetahui kestabilan hasil enkapsulasi terhadap pH saluran pencernaan lambung
dan usus halus hingga mencapai target kolon. Nilai efisiensi dan uji in vitro

didasarkan oleh jumlah koloni bakteri dan kadar gula pereduksi.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah :

1. Berapakah konsentrasi paling optimum dari boraks konsentrasi 1%, 3%, dan
5% untuk meningkatkan swelling beads?

2. Bagaimana efisiensi enkapsulasi prebiotik xilooligosakarida dan probiotik
Lactobacillus acidophilus dalam enkapsulan alginat-pektin-boraks ditinjau
berdasarkan jumlah koloni dan kadar gula pereduksi ?

3. Bagaimana kestabilan enkapsulan alginat-pektin-boraks secara in vitro dalam
berbagai pH saluran pencernaan ditinjau berdasarkan jumlah koloni dan kadar

gula pereduksi ?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :
1. Untuk mengetahui konsentrasi paling optimum dari boraks konsentrasi 1%,
3%, dan 5% untuk meningkatkan swelling beads
2. Untuk mengetahui efisiensi enkapsulasi prebiotik xilooligosakarida dan
probiotik Lactobacillus acidophilus dalam enkapsulan alginat-pektin-boraks

ditinjau berdasarkan jumlah koloni dan kadar gula pereduksi
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3. Untuk mengetahui kestabilan enkapsulan alginat-pektin-boraks secara in vitro
dalam berbagai pH saluran pencernaan ditinjau berdasarkan jumlah koloni

dan kadar gula pereduksi

1.4  Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :

1. XOS yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari ampas singkong

2. XOS yang dikombinasikan dengan Lactobacillus acidophilus sebesar 5% dari
volume total larutan

3. Lactobacillus acidophilus yang digunakan merupakan isolat komersil dari
Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember

4. Lactobacillus acidophilus yang dikombinasikan dengan XOS sebesar 5% dari
volume total larutan

5. Pektin, alginat dan boraks yang digunakan komersial

1.5  Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah menjadi sumber informasi tentang
keuntungan enkapsulasi xilooligosakarida bersumber dari ampas singkong dan
Lactobacillus acidophilus dalam alginat-pektin-boraks berbasis enkapsulasi
pangan fungsional yang tahan terhadap pH saluran pencernaan lambung dan usus

halus, sehingga mencapai pelepasan yang tepat di kolon.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Sinbiotik

Sinbiotik merupakan proses penggabungan antara probiotik dengan
prebiotik (Winarti, 2010). Sinbiotik berarti terdapat dalam probiotik dan prebiotik
dalam suatu makanan. Prebiotik dalam hal ini memiliki dampak positif terhadap
mikroflora dalam usus. Kombinasi antara probiotik dengan probiotik akan
meningkatkan daya tahan hidup bakteri probiotik karena adanya prebiotik sebagai
substrat untuk fermentasi sehingga mampu meningkatkan kesehatan tubuh
(Collins dan Gibson, 1999)

2.1.1 Prebiotik

Prebiotik merupakan bahan makanan yang tidak dapat dicerna yang
memberikan pengaruh terhadap inang dengan memicu pertumbuhan atau aktivitas
sejumlah mikroorganisme di dalam kolon (Antarini, 2011). Prebiotik dapat
difermentasi secara selektif sehingga mampu mengalami perubahan komposisi
dan aktivitas dalam pencernaan, sehingga mampu memberikan manfaat bagi
kesehatan (Gibson et al., 2004). Bahan makanan dapat dijadikan prebiotik apabila
memenuhi syarat berbasis ilmiah, diantaranya:

a. Tahan terhadap keasaman lambung
b. Tidak terhidrolisis oleh enzim pada saluran pencernaan atas
c. Tidak diserap dalam usus halus
d. Mampu difermentasi oleh mikroorganisme pada usus besar
e. Mampu menstimulasi pertumbuhan atau aktivitas mikroorganisme pada
usus secara selektif sehingga mampu meningkatkan kesehatan
(Gibson dan Roberfroid, 2005).

Sumber utama prebiotik berasal dari jaringan dan karbohidrat, seperti pati,
dedak gandum, inulin atau oligosakarida rantai pendek lain yang memiliki ikatan
glikosida seperti fruktooligosakarida atau galaktooligosakarida (Gibson et al.,
2010). Fruktooligosakarida (FOS), galaktooligosakarida (GOS), dan laktulosa
sejauh ini telah digolongkan kedalam jenis prebiotik yang berasal dari karbohidrat
(Gibson et al., 2004). Xilooligosakarida (XOS), isomaltooligosakarida (IMO),
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laktitol, dan kelompok oligosakarida rafinosa (RFO) juga di evaluasi sebagai
sumber probiotik (Macfarlane et al., 2006).

Tabel 2. 1 Prebiotik oligosakarida, komposisi dan metode produksi

Nama Komposisi kimia  Metode produksi  Derajat
Polimerisasi
Inulin, B (2-1)Fruktan Ekstraksi akar 11-65

tanaman sawi putih
Fruktooligosakarida B (2-1)Fruktan Transfruktosilasi 2-10

(FOS) dari hidrolisis 3-5

inulin sawi putih
Galaktooligosakarida Oligogalaktosa Diproduksi dari 2-5
(GOS) (85%), laktosa dan  laktosa oleh [ —

glukosa galaktosidase

Xilooligosakarida B (1-4) Xilosa Hidrolisis 2-4
(X0S) enzimatik xilan
Isomaltooligosakarida o (1-4) glukosa Transgalaktosilasi  2-8
(IMO) dan bercabang o Maltosa

(1-6)glukosa
Oligosakarida kacang Campuran rafinosa Diekstrak dari biji ~ 3-4
kedelai (F-Gal-G) dan kedelai

stasiosa (F-Gal-

Gal-G)

Sumber: (Macfarlane et al., 2006).
a. Xilooligosakarida

Xilooligosakarida merupakan oligomer glukosa yang terdiri dari unit-unit
xilosa yang dihubungkan oleh ikatan B-(1—4) (Aachary dan Prapulla, 2008).
Xilooligosakarida merupakan karbohidrat yang memiliki sifat fisik berupa berat
molekul sebesar 282-810 (X2 hingga Xs), berbentuk padatan kristal yang memiliki
warna sesuai dengan sumber xilan. Struktur xilooligosakarida bermacam-macam
meliputi unit monomernya, derajat polimerisasinya, dan jenis ikatannya (Aachary
dan Prapulla, 2010). Nama xilooligosakarida berbeda-beda berdasarkan jumlah
monomernya dari 2-6 (Kumar et al., 2012). Berikut ini merupakan beberapa jenis

xilooligosakarida berdasarkan jumlah monomernya:
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Tabel 2. 2 Jenis xilooligosakarida berdasarkan jumlah monomernya

Derajat Polimerisasi (DP) Nama
2 Xilobiosa
3 Xilotriosa
4 Xilotetrosa
5 Xilopentosa
6 Xiloheksosa

(Sumber: Samanta et al., 2015).

Xilooligosakarida secara umum mempunyai rasa yang pahit namun tidak
berbau menyengat. Xilooligosakarida mempunyai titik pengurai pada suhu 120°C
dan titik leleh pada suhu 134T (Samanta et al., 2015). Xilooligosakarida
merupakan salah satu jenis oligosakarida yang berasal dari tumbuh-tumbuhan
seperti kacang kedelai yang diperoleh dengan cara hidrolisis (Murphy, 2001).
Struktur xilooligosakarida dari hasil hidrolisis xilan oleh enzim ditunjukkan pada
Gambar 2.1

OH
HO o HO 0 0
OH OH

Gambar 2. 1 Struktur dasar xilooligosakarida
(Sumber: Kumar et al., 2012).

Xilooligosakarida merupakan kelompok oligosakarida yang memiliki
banyak kegunaan dalam bidang teknologi, kesehatan, serta berbagai penelitian
tentang efek psikologisnya dalam bidang kesehatan (Gibson dan Roberfroid,
1995; Gibson et al., 2004). Oligosakarida merupakan kelompok polimer
karbohidrat penting yang dapat ditemukan dalam bentuk bebas ataupun bergabung
membentuk suatu organisme hidup. Menurut IUB-IUPAC oligosakarida dapat
didefinisikan sebagai oligomer yang tersusun atas 2-10 residu monosakarida yang
terikat oleh ikatan glikosidik. Oligosakarida dapat dihidrolisis oleh asam atau
enzim tertentu membentuk monomer-monomernya (Nakakuki T., 2002).
Oligosakarida secara alami dapat ditemukan dalam sayuran, buah-buahan, madu
dan susu (Aachary AA, 2009; Nakakuki T., 2002).
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Tabel 2. 3 Jenis-jenis oligosakarida berdasarkan sumbernya

Jenis Oligosakarida Sumber Proses Produksi dalam
Industri
Laktulosa Susu sapi Isomerisasi laktosa
Laktosukrosa, Bit Ekstraksi dan
glikosukrosa transglikosilasi sukrosa
Xilooligosakarida Kacang kedelai Hidrolisis polixilan
Stakiosa, Rafinosa Bit, kacang kedelai Sintesis dari pati
Fruktooligosakarida Buah-buahan, sayuran Sintesis dan ekstraksi
sakarosa
Galaktooligosakarida ASI, susu sapi Sintesis enzimatik dari
laktosa

(Sumber : Murphy, 2001).

Xilooligosakarida memiliki potensi luar biasa sebagai probiotik, selain itu
ia juga memiliki manfaat luar biasa dalam peningkatan fungsi usus (Swennen K et
al., 2006). Xilooligosakarida memiliki efek utama dalam meningkatkan
pertumbuhan bakteri probiotik (Okazaki et al., 1990). Bakteri probiotik yang
terbukti tumbuh efektif pada xilosa, xilobiosa, xilotrosa antara lain yaitu, B.
adolescentis, B. bifidum, B. infantis, B. longum, L. casei, dan L. acidophilus.
Namun, xilooligosakarida menghambat pertumbuhan Clostridium perfringens,
Bacteroides fragilis, E. coli, Staphylococcus aureus, dan Salmonella
typhumurium. Bakteri probiotik L. plantarum diketahui dapat memanfaatkan
xilooligosakarida secara in vitro (Kontula et al., 1998).

2.1.2 Probiotik

Probiotik merupakan organisme hidup yang dapat dicerna untuk tujuan
peningkatan kesehatan. Menurut WHO apabila probiotik dicerna dalam jumlah
yang cukup, maka ia akan memberikan efek yang baik bagi kesehatan bagi
inangnya (FAO/WHO, 2002). Probiotik dapat bersumber dari bakteri maupun
ragi. Probiotik merupakan sekumpulan/kelompok bakteri asam laktat yang
mampu meningkatkan kesehatan manusia apabila dikonsumsi secara teratur
dengan jumlah yang mencukupi. Jumlah konsumsi probiotik yang disarankan
adalah 10® sel (Ananta et al., 2005). Probiotik penghasil asam laktat yang umum
digunakan adalah Lactobacillus dan Bifidobacteria. Lactobacillus merupakan
salah satu jenis bakteri penghasil asam laktat. Ciri-ciri Lactobacillus secara umum

ialah merupakan bakteri gram positif, memiliki bentuk bulat atau membentuk
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sebuah rantai, non motil, tidak membentuk spora, anaerob fakultatif dan katalase
negatif. Secara fisik, Lactobacillus memiliki ukuran antara 0,6-0,9x1,5-6,0um,
berwarna krem atau putih susu, berbentuk bulat, halus dan cembung. Syarat
probiotik yang baik yaitu dapat bertahan pada kondisi lambung dan empedu,
sehingga ia dapat melewati usus halus dan mencapai usus besar untuk
mengerahkan efeknya.

Manfaat yang diberikan oleh probiotik bergantung pada profil pengaruh
mikroba usus dan mikrobiota dalam usus. Probiotik dapat memulihkan bakteri
non-patogen pada pencernaan, mencegah kolonisasi pada pencernaan oleh bakteri
pathogen, meningkatkan kekebalan tubuh, dan menurunkan hiperpermeabilitas
pada usus (Guarner F et al., 2012). Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang
dapat digunakan sebagai probiotik. Bakteri asam laktat digunakan sebagai
probiotik karena bersifat gram positif, non patogenik, nontoksik, tidak membentuk
spora, anaerob, dan mampu menghasilkan asam laktat sebagai produk fermentasi
dengan karbohidrat (Axelsson, 2004). Bakteri asam laktat yang termasuk
probiotik dan yang tidak termasuk probiotik dapat dibedakan. Bakteri asam laktat
yang termasuk probiotik memiliki keunggulan dalam menyerap nutrisi dan sisi
penempelan pada epitel usus, mampu menstimulasi sistem imun dan mengubah
aktivitas mikroba dalam sistem pencernaan (Antarini, 2011). Bakteri yang dapat

dijadikan sebagai probiotik dapat dilihat pada Tabel 2.4.
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Tabel 2. 4 Spesies bakteri sumber probiotik

11

Spesies bakteri asam laktat

Lactobacillus
Lactobacillus
acidophilus
Lactobacillus casei

Lactobacillus
amylovorus
Lactobacillus
delbrueckii
Bulgaricus
Lactobacillus
gallinarum
Lactobacillus
gasseri
Lactobacillus
johnsonni
Lactobacillus
paracasei
Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus
reuteri
Lactobacillus
rhamnosus

subsp.

Bifidobacterium
Bifidobacterium
adolescentis
Bifidobacterium
animalis
Bifidobacterium
bifidum
Bifidobacterium
breve

Bifidobacterium
infantis
Bifidobacterium
lactis
Bifidobacterium
longum

Spesies lainnya
Enterococcus
faecalis
Enterococcus
faecium
Lactococcus lactis

Leuconostoc
mesentetoides

Pediococcus
acidolactiti
Streptococcus
thermophilus
Sporolactobacillus
inulinus

Bukan spesies
bakteri asam laktat
Bacillus cereues
var. toyoi
Eschericia coli
Nissle 1917

Propionibacterium
freudenreichii
Saccharomyces
cereviceae

Saccharomyces
boulardii

(Sumber :Antarini, 2011).
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a. Lactobacillus acidophilus

Bakteri Lactobacillus acidophilus merupakan salah satu bakteri asam
laktat yang menghasilkan produk asam laktat dengan memfermentasi laktosa
(gula susu) yang digunakan sebagai probiotik. Lactobacillus acidophilus termasuk
kedalam spesies bakteri Lactobacillus. Bakteri Lactobacillus acidophilus
merupakan bakteri gram positif, anaerob fakultatif/ toleran pada kondisi aerob,
mesofilik, non motil, homofermentatif, katalase negatif, non motil, berbentuk
batang, dan tidak membentuk spora. Bakteri Lactobacillus acidophilus normal
dalam mikroflora intestinal, sehingga disebut sebagai bakteri yang mampu
memproduksi biotin dan vitamin K. Lactobacillus acidophilus pada beberapa
kondisi mampu mengalami penurunan dan populasinya habis secara drastis
(Rosenfeldt V et al., 2002). Lactobacillus acidophilus tumbuh baik pada suhu
30-45°C dan tidak mampu tumbuh pada suhu dibawah 15°C(Jones, 1999).
Lactobacillus acidophilus dapat memfermentasi substrat seperti galaktosa,
maltosa, selobiosa, glukosa, sukrosa, laktosa, aeskulin dan salikin. Penggunaan
Lactobacillus acidophilus telah banyak digunakan dalam dunia industri, salah
satunya dalam industri susu. Produk susu yang dihasilkan dari fermentasi oleh
bakteri Lactobacillus acidophilus memiliki efek terapeutik pada saluran

pencernaan (Hidayat et al., 2006).

Gambar 2. 2 Sel Lactobacillus acidophilus

(Sumber: www.sigmaldrich.com)

2.2 Fermentasi Xilooligosakarida

Xilooligosakarida merupakan salah satu jenis oligosakarida yang mampu
dijadikan sebagai prebiotik. Xilooligosakarida memiliki efek utama dalam
meningkatkan pertumbuhan bakteri probiotik. Xilooligosakarida sebagai sumber
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karbon mampu difermentasi oleh bakteri asam laktat menghasilkan produk asam
laktat. Lactobacillus acidophilus termasuk kedalam spesies bakteri Lactobacillus.
Lactobacillus sebagai probiotik mampu memutuskan ikatan B-1,4-glikosida pada
xilooligosakarida dengan adanya enzim B-D-xilosidase (Moura et al., 2008).
Xilooligosakarida sebagai prebiotik akan dibawa ke dalam sel mikroba.
Xilooligosakarida di dalam sel mikroba akan dipecah melalui ikatan B-1,4-
glikosida menyebabkan struktur xilooligosakarida menjadi monomer-monomer
D-xilosa. Monomer D-xilosa kemudian diubah menjadi D-xilulosa oleh D-xilosa
keto-isomerase. D-xilulosa kemudian diubah menjadi D-xilulosa 5-fosfat oleh
adanya ATP dan D-xilulosa 5-fosfotransferase (Kandler, 1983). D-xilulosa 5-
fosfat kemudian diubah menjadi asetil fosfat dan gliseraldehida 3-fosfat. Asetil
fosfat menghasilkan asetil-CoA dan diubah menjadi etanol, dan gliseraldehida

diubah melalui jalur glikolisis menjadi asam laktat (Aarnikunnas, 2006).
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2.3  Enkapsulasi

Enkapsulasi merupakan suatu teknologi yang bertujuan untuk melindungi
zat padat, cair ataupun gas dalam suatu matriks. Sehingga, pada kondisi tertentu
dapat melepaskan muatannya pada keadaan yang terkendali (Nedvoic et al.,
2010). Enkapsulasi merupakan metode pelapisan inti yang melibatkan bahan aktif.
Bahan yang dapat melapisi inti terdapat banyak di alam tergantung jenis dan
sifatnya. Kriteria yang penting dalam pemilihan bahan (enkapsulan) yaitu
fungsionalitas, potensial , konsentrasi, metode, stabilitas dan batasan biaya. Bahan
yang paling banyak digunakan yaitu polisakarida misalnya amilosa, amilopektin,
dekstrin, maltodekstrin, polydextrose, dan selulosa (Nedovic et al.,, 2011).
Enkapsulan yang digunakan harus food grade, biodegradable dan stabil dalam
penyimpanan. Mikroenkapsulasi probiotik dapat dilakukan dengan memanfaatkan
polimer sebagai enkapsulan untuk melindungi sel dan meningkatkan penyimpanan
sel (Capela et al., 2006).

Jenis teknik enkapsulasi dapat dibedakan berdasarkan ukuran partikel yang
dihasilkannya. Partikel yang memiliki ukuran 0,2-5000 pum dapat menggunakan
teknik mikroenkapsulasi, partikel dengan ukuran >5000 pm menggunakan teknik
makroenkapsulasi, sedangkan teknik nanoenkapsulasi digunakan apabila partikel
berukuran <0,2 um (Jafari, 2017). Mikroenkapsulasi merupakan salah satu
metode enkapsulasi yang dilakukan untuk melindungi sel-sel dalam membran
enkapsulasi untuk mengurangi kerusakan sel. Metode pembentukan beads secara
umum dikelompokkan menjadi 2 jenis yaitu metode ekstruksi dan metode emulsi.
Metode emulsi lebih menguntungkan karena metode ini mampu meninkatkan
pertumbuhan probiotik hingga 95% (Krasaekoopt et al., 2003).

2.2.1 Metode Ekstruksi

Metode ekstruksi merupakan metode enkapsulasi probiotik dengan
menggunakan alginat hingga terbentuk gel tidak larut (kalsium alginat) yang
berbentuk beads/manik-manik. Metode ekstruksi merupakan metode sederhana
yang digunakan dalam proses enkapsulasi dan tidak membutuhkan biaya yang
mahal dalam pembuatannya ( Krasaekoopt et al., 2003). Prinsip metode ekstruksi

adalah melewatkan larutan matriks/enkapsulan yang telah dicampur dengan bahan
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inti yang akan dienkapsulasi menggunakan syringe/suntikan hingga mengeluarkan
suatu tetesan yang dijatuhkan ke dalam larutan CaCl; steril akan terbentuk suatu

gel tidak larut/ beads.

Gambar 2. 4 Enkapsulasi dengan teknik ekstrusi
(Sumber: Krasaekoopt et al., 2003).
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Tabel 2. 5 Jenis-jenis teknik enkapsulasi

Teknologi

Proses

Morfologi Ukuran
(micrometer)

Spray-drying
Fluid bed
coating

Spray-chilling

Emulsification

Coacervation

Liposome
Entrapment

Inclusion
complexation

=N

= O Wb

w N

2

P wowdE ONhE Wb e

Dispersi larutan

Atomisasi

Dehidrasi

Bubuk fluida aktif
Penyemprotan lapisan
Dehidrasi

Dispersi

Atomisasi

Pendinginan

pengaktifan ~ larutan  dan
emulsi dalam fasa air atau
minyak

pencampuran air dan minyak

. preparasi pengemulsi dengan

lipofilic aktif pada fase
minyak

. campur pada kondisi turbulent
. induksi tiga fase

. pendinginan

. crosslink

. disperse. molekul  minyak Varioous 10-1000

dengan agen aktif

. reduksi ukuran
. perpindahan melekul aktif

. pencampuran carrier, molekul

aktif, dan air
diinkubasi dan dikeringkan

Matrix 10-400

Reservoir 5-5000

Matrix 20-200

Matrix 0,2-5000

Reservoir 10-800

Molecular 0,001-0,01
inclusion

Sumber: (Zuidamm dan Shimmoni, 2009).
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2.3  Alginat
Alginat merupakan polisakarida linier yang terdiri dari ikatan p-(1—4)-D

asam-mannuronat (M) dan a-(1—4)-L asam-guluronat (G). Alginat dapat
ditemukan dari dua sumber utama, yaitu:

a. Algayang banyak dapat ditemukan pada ganggang cokelat atau

b. Bakteri, seperti Pseudomonas aeruginosa.
Alginat memiliki struktur polimer yang kompleks. Terdapat sekuen dari
homopolimer blok M (asam manuronat) dengan kombinasi dengan homopolimer
blok G (asam guluronat) (Pawar, 2017).

o
o o
..0
e OH o] QH
o s
HO o _ “~
7-OH . 7 OH ©
e oH M o oM
o
OH
o i
o
G G

Gambar 2.5 Struktur Alginat

Sumber : Pawar, S. N., 2017)
Alginat sangat berlimpah di alam dan menempati tempat yang luas di area

perairan. Sekitar 30.000 ton alginat mampu diperoleh dari hasil panen setiap
tahunnya (Draget, 2009 dalam Pawar, 2017). Jumlah alginat yang cukup
melimpah memungkinkan untuk mengubah sifat fisikokimia pada alginat,
sehingga alginat dapat digunakan sesuai dengan kebutuhan yang diinginkan.
Alginat memegang peranan penting dalam dunia biomedis berdasarkan sifatnya
yang alami dan kemampuannya dalam membentuk hidrogel yang tidak larut
(kalsium alginat). Alginat mampu berikatan secara fisik membentuk hidrogel
dengan adanya kation mutivalen. Hidrogel sangat cocok untuk digunakan dalam
enkapsulasi sel maupun entitas biologis yang membutuhkan perlindungan (Pawar,
2017). Penggunaan alginat sebagai bahan matriks enkapsulasi karena biaya yang
digunakan rendah, sederhana dan biokompatibel (Pawar dan Edgar, 2012).

Alginat berinteraksi dengan ion multivalen dengan cara yang unik. Residu
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manuronat dan guluronat bertindak sebagai khelat pada tulang punggung dengan
kation multivalen, sehingga membentuk hidrogel alginat (Sikorski et al., 2007).
Blok G membentuk ikat silang yang kuat , sedangkan blok MG akan membentuk
ikatan yang lebih lemah (Donati et al., 2005). Counter ion berdasarkan afinitasnya
terhadap alginat adalah sebagai berikut:
Pb> Cu> Cd> Ba> Sr> Ca> Co, Ni, Zn> Mn
(Morch et al., 2006).

Counter ion yang paling sering digunakan selama ini adalah Ca?* Hal tersebut
dikarenakan Ca?* tidak berbahaya dan relatif mudah digunakan. Metode
pembentukan Ca-alginat ada 2 macam:
1. Metode difusi

Metode difusi melibatkan ion Ca?" dari luar, dimana ion tersebut akan
berdifusi ke dalam saat hidrogel terbentuk. Metode difusi menghasilkan beads
hidrogel yang mana konsentrasi ion Ca?* tersebar di seluruh gradien beads.
Metode yang paling umum digunakan untuk membentuk beads dengan cara difusi
adalah dengan meneteskan larutan Na-alginat pada wadah yang berisi CaCl>
(Pawar et al., 2017).
2. Metode Pengaturan Internal

Metode pengaturan internal merupakan metode yang melibatkan
pengenalan ion pengikat silang melalui sumber internal, dimana beads yang
diperoleh menghasilkan konsentrasi ion Ca?* yang konsisten di seluruh ketebalan
gel. Mekanisme pembentukan gel melibatkan pemicu terkontrol seperti pH untuk

memicu ion pengikat silang dalam larutan (Pawar et al., 2017).

W =PRI,

R N

(2.6) (2.7)
Catt caj Ca%§ Catt

(2.8)
(2.6) Gambar ikatan silang ionik alginat oleh blok GG/GG; (2.7)MG/MG; (2.8)GG/MG

(Sumber: Pavar et al., 2017. Hak Cipta: American Chemical Society, 2005).
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2.4 Pektin

Pektin merupakan metil ester dari asam poligalakturonik yang
mengandung residu ikatan 1,4-o-D-asam galakturonik. Pektin memiliki berat
molekul rata-rata 50.000-150.000. Pektin cenderung memiliki viskositas yang
lebih rendah dibandingkan polisakarida yang lain. Pektin merupakan polisakarida
anionik penting yang dipelajari dalam enkapsulasi probiotik. Pektin telah banyak
diterapkan sebagai matriks dalam pengiriman obat spesifik kolon (Gadalla, H.H
et al., 2015) dan dapat mengaktifkan enzim pada saluran atas pencernaan seperti

amylase dan protease, sehingga ia dapat dicerna oleh pektinase di dalam kolon.

2 cooH
o

HCr

oM
o

COOCH,
o
HO
OH
O COMH,

HO
oH

aeD)

Gambar 2. 9 Struktur Pektin

(Sumber: V.Pillay dan R. Fassihi, 1999).
Pektin dapat disiapkan dengan membentuknya sebagai kelompok

hidrofilik maupun hidrofobik. Pembentukan pektin sebagai kelompok hidrofilik
dan hidrofobik mempengaruhi kelarutan pektin (kecenderungan membentuk gel)
(Ashford M et al., 1993, 1994). Sifat fungsional pektin dapat ditentukan oeleh
banyaknya gugus karboksil yang mampu diesterifikasi atau dinyatakan dengan
DE. Pektin dengan metoksi rendah (DE<50%) mampu membentuk gel lebih
kokoh dengan adanya ion kalsium. lon kalsium mengikat silang asam
galakturonat pada pektin bermetoksi rendah. Semakin rendah DE pektin, maka
semakin sensitif pektin terhadap kalsium (C. Rollin et al., 1993). Pektin telah
digunakan oleh beberapa peneliti sebagai beads dengan target pengiriman pada
kolon (Rubinstein et al., 1993).
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2.5 Boraks

Boraks atau natrium tetraborat (Na:B4O7.10H.O) merupakan agen
pengikat silang yang telah banyak digunakan untuk polimer yang larut dalam air.
Struktur dasar boraks mengandung rantai BO>(OH) segitiga dan BO3z(OH)
tetrahedral yang terikat dengan rantai dari natrium dan air yang berbentuk

oktahedal (Collinet et al., 2007).

L ’_;,léa -5
+ ! B-~-
Na.-B..~ g0
D70 v
Gambar 2. 10 Struktur dasar Boraks

(Sumber: http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.8395345.html).
Boraks pada konsentrasi rendah mampu terdisosiasi menjadi asam borat dan ion

borat :

NazB407 + 7H20 — 2B(OH)3 + 2B(OH)s + 2Na* (2.1)
Borat telah terbukti menjadi agen pengikat silang yang efektif untuk polimer yang
mengandung gugus hidroksil seperti polivinil alkohol dan guar gum (Colinet et
al., 2006). Asnani et al., (2018) menambahkan boraks sebagai pengikat silang
pektin target pelepasan di kolon. Hasil yang diperoleh dari penambahan boraks

menunjukkan kemampuan membengkak (swelling).
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Gambar 2. 11 Konfigurasi telur polisakarida (Alginat) dengan adanya boraks
(Sumber: Benli, B., 2012)
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2019 sampai November
2019. Penelitian ini bertempat di Laboratorium CDAST (Centre of Development
for Advance Science and Technology) Universitas Jember.

3.2  Alatdan Bahan
3.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian dikelompokkan menjadi
peralatan gelas, peralatan bukan gelas dan instrumen. Peralatan gelas yang
digunakan meliputi erlenmeyer, gelas beaker, tabung reaksi, gelas ukur, labu ukur,
pipet mohr, pipet tetes, pengaduk gelas, corong gelas, dan cawan petri. Peralatan
non gelas yang digunakan adalah ball pipet, kawat ose, pipet mikro dan tip,
eppendorf, bunsen, anak stirrer, suntikan, dan botol semprot. Instrumen yang
digunakan adalah autoclave (Tomy ES-315), sentrifuge (HITACHI CF15RXII),
hot plate (Stuart UC-152) dan stirrer magnetic, vortex (vortex genie 2), oven
(Froilabo), pH-meter (Navih F-15), Spektrofotometer UV-VIS U-2900, lemari
asam (JAVVA FH180), laminar air flow (LAF), shaker inkubator, lemari
pendingin, watterbath, dry block, dan kamera digital.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian digolongkan menjadi bahan
utama, media, bahan kemikalia, dan bahan pendukung. Bahan utama yang
digunakan adalah xilooligosakarida, pektin, alginat, boraks dan probiotik
Lactobacillus acidophilus. Media yang digunakan adalah MRSB (deMan Ragosa
and Sharpe Broth) dan bacto agar (Oxoid).

Bahan kemikalia yang digunakan adalah Natrium Hidroksida (Merck, Mr:
39,99 g/mol), etanol 70%, xilosa (Merck, Mr: 150,13 g/mol, HCI 37%, CacCl;
1%(w/v) (merck), buffer fosfat pH 5,6 dan pH 7,4, Reagen Miller (DNS), NaCl
fisiologis 0,90%, Pepton Water 0,01 %, Natrium Sitrat 0,1 M. Bahan pendukung
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berupa akuades, akuabides, spiritus, alumunium foil, tisu, kasa, kapas, kertas
saring, label.
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3.3  Diagram Alir

Alginat-Pektin

ditambahkan boraks konsentrasi 1%, 3%,
dan 5%(w/v)

Pektin-Alginat- Boraks

L.acidophilus Xilooligosakarida

v

Pektin-Alginat- Boraks-
Xilooligosakarida-
L.acidophilus

lditeteskan ke dalam larutan CaCl, 1% w/v

Beads Pektin-Alginat-
Boraks-Xilooligosakarida-
L.acidoohilus

- dikeringkan pada suhu 37°C selama 2 jam
- dilakukan uji swelling

Pektin-Alginat-Boraks
Xilooligosakarida-

L.acidophilus
Optimum
/ dilakukan uji
Efisiensi In-Vitro

Enkapsulasi

y

Kadar gula pereduksi Jumlah koloni bakteri
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3.4 Prosedur Penelitian
3.41. Pembuatan alginat-pektin 2:1 (w/v)

Pektin dan alginat yang telah disiapkan dengan variasi perbandingan 1:2
(w/v) dilarutkan dengan akuades hingga 100 ml, kemudian diaduk dengan
magnetic stirrer hingga homogen pada suhu kamar.
3.4.2 Pembuatan beads alginat-pektin-boraks konsentrasi 1%, 3%, dan 5%

(w/v)- xilooligosakarida dan Lactobacillus acidophilus

Alginat dan pektin perbandingan 2:1 ditambahkan dengan boraks 1%; 3%;
dan 5% (w/v) dan diaduk menggunakan stirrer hingga homogen. Campuran
kemudian diaduk pada suhu kamar dan didiamkan selama 1 jam. Campuran
pektin-alginat-boraks dengan berbagai variasi konsentrasi boraks tersebut
ditambahkan  xilooligosakarida dan Lactobacillus acidophilus dengan
perbandingan komposisi pada Tabel 3.1 berikut

Tabel 3. 1 Komposisi pektin-alginat-boraks-xilooligosakarida; Lactobacillus acidophilus

Kode Alginat:Pektin Boraks  XOS (ml)  Lactobacillus Volume
Sampel (ml) (%)wiv acidophilus total (ml)
XPAB1 4,50 1 0,25 (()”;'g 5,00

~ XPAB3 | 4,50 3 0,25 0,25 5,00
~ XPAB5 | 4,50 5 0,25 0,25 5,00

Larutan kemudian diteteskan pada CaCl> 1%(w/v) untuk mendapatkan
bentuk beads. Beads tersebut disaring dan dibilas menggunakan NacCl fisiologis.
Beads kemudian dikeringkan pada suhu 37°C selama 2 jam dan dilakukan uji
swelling untuk mengetahui konsentrasi penambahan boraks paling optimum.

a. Uji swelling

Uji swelling dilakukan dengan menimbang beads kering sebanyak 0,50
gram sebagai berat mula-mula. Beads kemudian direndam dalam cairan simulasi
saluran pencernaan pada suhu 37°C selama 2 jam pada HCI pH 3,5, 2 jam pada
buffer fosfat pH 5,6 dan selama 5 jam pada buffer fosfat pH 7,4. Beads yang telah

diuji swelling pada waktu yang ditentukan kemudian disaring menggunakan
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kertas saring. Beads yang telah disaring kemudian ditimbang dan ditentukan

persen swelling nya berdasarkan rumus 3.1 berikut :

Swelling (%) = 2eadsbasah-beadskering y 990 (3.1)

beads Kkering
3.4.3 Pembuatan beads alginat-pektin-boraks swelling optimum-
xilooligosakarida dan Lactobacillus acidophilus
Alginat dan pektin perbandingan 2:1 ditambahkan dengan boraks swelling
beads paling optimum dan diaduk menggunakan stirrer hingga homogen.
Campuran kemudian diaduk pada suhu kamar dan didiamkan selama 1 jam.
Campuran yang telah homogen ditambahkan xilooligosakarida dan Lactobacillus
acidophilus dengan perbandingan komposisi pada Tabel 3.2 berikut

Tabel 3. 2 Komposisi pektin-alginat-boraks-xilooligosakarida; Lactobacillus acidophilus

Kode Alginat:Pektin Boraks  XOS (ml)  Lactobacillus Volume
Sampel (ml) (%)wiv acidophilus total (ml)
(ml)
XPAB 4,5 X 0,25 0,25 5,0

Larutan kemudian diteteskan pada CaCl, 1%(w/v) untuk mendapatkan
bentuk beads. Beads tersebut disaring dan dibilas menggunakan NacCl fisiologis.
Beads kemudian dikeringkan pada suhu 37°C selama 2 jam dan dilakukan uji
efisiensi dan kestabilan beads dalam cairan simulasi saluran pencernaan.

a. Efisiensi enkapsulasi

Efisiensi enkapsulasi dapat diketahui dengan mengukur kadar gula
pereduksi dan jumlah koloni bakteri. Kadar gula pereduksi diukur menggunakan
metode Miller dengan spektrofotometer menggunakan panjang gelombang 550
nm. Kadar gula pereduksi yang diukur ialah xilooligosakarida mula-mula dan
xilooligosakarida yang lepas pada larutan CaCl. dan cucian beads. Perhitungan

efisiensi xilooligosakarida yang terenkapsulasi adalah sebagai berikut :

xilooligosakarida semula—xilooligosakarida lepas

Efisiensi (%E) =

xilooligosakarida semula

Efisiensi bakteri yang terenkapsulasi dapat diketahui dengan mengukur
jumlah koloni bakteri mula-mula dan mengukur bakteri yang yang lepas. Bakteri
mula-mula dan larutan simulasi kemudian ditumbuhkan pada media MRSA

menggunakan metode ajar tuang dengan seri pengenceran. Koloni bakteri dihitung
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setelah didiamkan selama 24 jam pada suhu 37°C. Berikut adalah perhitungan
efisiensi bakteri yang terenkapsulasi :

bakteri semula—bakteri lepas

Efisiensi (%E) =

bakteri semula
b. Uji in vitro

Pelepasan bahan terenkapsulasi dari enkapsulan dilakukan dengan
melakukan studi release secara in vitro. Studi release bahan terenkapsulasi
dilakukan dengan mempertimbangkan cairan yang digunakan untuk simulasi.
Untuk mensimulasikan cairan di lambung digunakan HCI pH 3,5 selama 2 jam
pertama, kemudian untuk menyesuaikan cairan di usus halus digunakan buffer
fosfat pH 5,6 untuk 2 jam, berikutnya untuk menyesuaikan pH kolon dilakukan
dalam buffer fosfat pH 7,4 selama 5 jam. Pengujian pada masing-masing larutan
simulasi dilakukan dengan membuat beads dari masing-masing 5 mL larutan
campuran xilooligosakarida-L.acidophilus-pektin-alginat-boraks untuk tiap cairan
simulasi. Beads kemudian diuji pada masing-masing cairan simulasi dengan
waktu yang telah disesuaikan dengan pencernaan. Selama uji in vitro dilakukan
pengukuran kadar gula pereduksi tiap 1 jam selama waktu yang ditentukan, dan
dihitung jumlah bakteri saat waktu selesai.
C. Analisis kadar xilooligosakarida

Analisis kadar xilooligosakarida pada penelitian ini  dilakukan
menggunakan metode Miller berdasarkan banyaknya gula pereduksi. Sebanyak
500pL larutan simulasi diambil. Larutan tersebut kemudian disentrifugasi
menggunakan sentrifuge pada suhu 4° C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10
menit. Supernatan sebanyak 250 pL diambil lalu diuji gula pereduksinya dengan
menambahkan reagen Miller (DNS) sebanyak 750 pL. Campuran dipanaskan
pada suhu 100°C selama 15 menit, kemudian didinginkan selama 20 menit pada
air es. Campuran dihitung absorbansinya menggunakan spektrofotometer dengan

panjang gelombang 550 nm.
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d. Analisis populasi Lactobacillus acidophilus

Populasi L. acidophilus diamati dengan melakukan pengenceran dengan
larutan pepton water berseri 107, 102, 103 10410°, 10 107, dan 10%.
Sebanyak 1 mL sampel dari beads yang telah disuspensikan ditambahkan pada 9
mL larutan pepton water, dan dilakukan pengenceran secara bertingkat.
Pengenceran dua seri terakhir diambil masing-masing 1 mL lalu dilakukan
penumbuhan dengan metode tuang pada MRSA, kemudian diinkubasi pada suhu
37° C selama 24 jam. Jumlah koloni dihitung dengan menggunakan metode BAM
(Bacterilogical Analytical Manual) (FAO/WHO, 2001). Perhitungan koloni
bakteri ditunjukkan pada persamaan 3.4, yaitu:

_ e
N = s G - s . ... N\ (3.4)

Keterangan :
N = Jumlah total koloni bakteri
2'¢ =jumlah seluruh koloni yang dihitung
ni = jumlah cawan pada pengenceran pertama
n2 = jumlah cawan pada pengenceran kedua
d = tingkat pengenceran yang diperoleh dari cawan pertama yang dihitung
3.4.4 Pembuatan media, reagen, dan larutan
a. Pembuatan media MRSA

Media MRSA dibuat dengan menimbang MRSB sebanyak 5,22 gram dan
bacto agar 1,5 gram dilarutkan hingga mencapai volume 100 ml. Larutan
kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121° C selama 5 menit.
b. Pembuatan reagen DNS

Reagen DNS dibuat dengan cara mencampurkan beberapa bahan, yaitu 1
gram NaOH, 0,05 gram Na-Sulfit, 1 gram DNS, 18,2 gram K/Na-Tartat, dan 0,2
gram fenol. Campuran beberapa bahan tersebut kemudian dilarutkan kedalam 60
mL akuades dan di stirrer hingga larut. Kemudian ditambahkan akuades hingga
100 mL.
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C. Pembuatan HCI pH 3,5

Larutan HCI pH 3.5 dibuat dengan cara mengambil 0.0032 mL HCI
dengan konsentrasi 10,1 N kedalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan akuades
hingga tanda batas. Larutan HCI yang telah diencerkan kemudian di sesuaikan pH
nya dengan menggunakan alat pH meter.
d. Buffer fosfat pH 5,6

Buffer fosfat pH 5.6 sebanyak 100 mLdibuat dengan mencampurkan
NaHPO4.2H20 (dinatrium hidrogen fosfat dihidrat) dengan berat molekul 177.99
gram/mol sebanyak 1.78 gram dengan NaH:POs; (Natrium dihidrogen fosfat)
dengan berat molekul 119.4 gram/mol sebanyak 1.19 gram. Masing-masing bahan
dilarutkan hingga 100 mL di dalam labu ukur dengan akuades. Kedalam beaker,
dimasukkan sebanyak 93,5 mL larutan Na,HPO4 dan 6,5 mL larutan NaH2PO4
diaduk menggunakan stirrer homogen. Sesuaikan pH hingga diperoleh pH 5.6
dengan menggunakan larutan HCI atau NaOH.
e. Buffer fosfat pH 7,4

Buffer fosfat pH 7.4 sebanyak 100 mL dibuat dengan mencampurkan
Na2HPO4.2H20 (dinatrium hidrogen fosfat dihidrat) dengan berat molekul 177.99
gram/mol sebanyak 1.78 gram dengan NaH2PO. (Natrium dihidrogen fosfat)
dengan berat molekul 119.4 gram/mol sebanyak 1.19 gram. Masing-masing bahan
dilarutkan hingga 100 mL di dalam labu ukur dengan akuades. Kedalam beaker,
dimasukkan sebanyak 19 mL larutan Na,HPO4 dan 81 mL larutan NaH2PO4
diaduk menggunakan stirrer homogen. Sesuaikan pH hingga diperolenpH 7.4
dengan menggunakan larutan HCI atau NaOH.
f. Etanol 70%

Etanol 70% dibuat dengan cara mengencerkan etanol 95% sebanyak 73.6
mL hingga 100 mL dalam labu ukur dengan akuades.
g. Larutan NacCl fisiologis 0,90%

Larutan NaCl fisiologis merupakan larutan yang digunakan untuk membilas

beads . NaCl fisiologis dibuat dengan menimbang sebanyak 0,90 gram NaCl
kemudian dilarutkan dengan akuades dalam labu ukur 100 mL hingga tanda batas.
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Larutan kemudian kemudian disterilisasi dengan menggunakan autoklaf 121°C
selama 15 menit.
h. Larutan pepton water 0,1 %(w/v)

Larutan pepton water merupakan larutan yang digunakan dalam seri
pengenceran bakteri untuk menghitung banyak koloni bakteri dalam beads.
Pepton water dibuat dengan menimbang sebanyak 0,1 gram pepton kemudian
dilarutkan dengan akuades dalam labu ukur 100 mL hingga tanda batas. Larutan
kemudian kemudian disterilisasi dengan menggunakan autoklaf 121°C selama 15
menit.

I. Larutan natrium sitrat 0,1 M

Larutan natrium sitrat 0.1 M dibuat dengan menimbang sebanyak 2,6 gram
padatan natrium sitrat kemudian dilarutkan dengan akuades dalam labu ukur 100
mL hingga tanda batas. Larutan natrium sitrat kemudian disterilisasi dengan
menggunakan autoklaf 121°C selama 15 menit.

J. Larutan CaClz 1%(w/v)

Larutan CaClz 1% digunakan sebagai kation pembentuk beads yang akan
berikatan dengan gugus-gugus pada alginat dan pektin. Larutan ini dibuat dengan
menimbang 1 gram CaCl, kemudia dilarutkan dengan akuades dalam labu ukur
100 mL hingga tanda batas. Larutan kemudian disterilisasi dengan menggunakan

autoklaf 121°C selama 15 menit.
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BAB 5. PENUTUP

Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah:

Konsentrasi penambahan boraks paling optimum dalam meningkatkan
kemampuan swelling beads diperoleh bahwa penambahan 1%(w/v) pada
cairan simulasi kolon berupa buffer fosfat pH 7,4, boraks mampu
mencapai persen sweeling beads paing tinggi hingga mencapai 756,93%.
Efisiensi menunjukkan seberapa effisien enkapsulan dalam mengkapsul
bahan inti dalam sebuah enkapsulasi. Efisiensi enkapsulasi prebiotik
xilooligosakarida dan probiotik Lactobacillus acidophilus dalam
enkapsulan pektin-alginat-boraks diperoleh nilai efisiensi enkapsulasi
xilooligosakarida sebesar 69,834% dan efisiensi Lactobacillus acidophilus
sebesar 68,45%.

Uji Kestabilan enkapsulan alginat-pektin-boraks secara in vitro
menunjukkan kadar gula pereduksi yang semakin menurun seiring
bertambahnya waktu dalam larutan simulasi saluran pencernaan. Kadar
gula pereduksi pada cairan HCI pH 3,5 dari jam pertama 0,035 mg/mL
menjadi 0,025 mg/mL pada jam kedua. Pada cairan buffer fosfat pH 5.6
yang merupakan cairan simulasi usus hal us menunjukkan terjadinya
penurunan kadar gula pereduksi dari jam pertama sebesar 0,032 mg/mL
menjadi 0,027 mg/mL pada jam kedua. Pada cairan buffer fosfat pH 7.4
penurunan, yaitu sebesar 0,030 mg/mL pada jam pertama dan menjadi
0,019 mg/mL pada jam kedua. Pengujian ketahanan beads terhadap jumlah
bakteri dalam cairan simulasi saluran lambung HCI pH 3,5 diperoleh
jumlah koloni sebesar 6,16 log CFU/mL ketahanan beads dalam cairan
simulasi saluran pencernaan usus halus buffer fosfat pH 5,6 dengan
diperoleh jumlah koloni sebesar 6,19 log CFU/mL. Pengujian ketahanan
beads dalam cairan simulasi saluran pencernaan kolon menggunakan
buffer fosfat pH 7,4 diperoleh jumlah koloni sebesar 7,43 log CFU/mL.
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52  Saran

Saran yang diberikan untuk penelitian  selanjutnya adalah
mempertimbangkan kembali jumlah xilooligosakarida dan Lactobacillus
acidophilus dengan melakukan optimasi Xxilooligosakarida dan Lactobacillus
acidophilus yang akan ditambahkan dalam enkapsulasi, sehingga hasil efisiensi
yang diperoleh maksimal dan diperoleh jumlah pelepasan yang diharapkan.
Peneliti harus selektif dalam pemilihan bahan yang digunakan baik sebagai

enkapsulan maupun bahan inti.
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LAMPIRAN

3.1 Pembuatan Media, Reagen dan Larutan
3.1.1 Pembuatan Media
a. Media Cair MRSB
Pembuatan Media MRSB dilakukan dengan mencampurkan 5,22 gram
serbuk MRSB yang tersusun atas campuran dari beberapa bahan, antara lain :
e 1,000 g tripton
e 0,800 g meat extract;
e 0,400 g yeast extract;
e 0,200 g K2HPOy;
e 0,100 g Tween 80;
e 0,200 g natrium asetat;
e 0,004 g mangan sulfat;
e 0,200 g (NH4)COs3
e 0,020 g magnesium sulfat
Dilarutkkan hingga 100 mL dengan akuades dan diaduk hingga homogen. Larutan
yang telah homogen kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C.
b. Media Padat MRSA
Pembuatan media padat MRSA dibuat dengan mencampurkan 1,5 gram
bacto agar dan 5,22 gram MRSB yang tersusun atas campuran beberapa bahan,

antara lain :

1,000 g tripton

0,800 g meat extract;
e 0,400 g yeast extract;
e 0,200 g K2HPO;

e 0,100 g Tween 80;

e 0,200 g natrium asetat;
e 0,004 g mangan sulfat;
e 0,200 g (NH4)COs3
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e 0,020 g magnesium sulfat

54

Dilarutkan hingga 100 mL dengan akuades dan diaduk hingga homogen. Larutan

yang telah homogen kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C.

3.1 2 Perhitungan pembuatan larutan
a. HCI pH 3,5

pH  =-log[H+]
[H+] =1039)
=0.00032 N
N1.V1 =N2.V2
0.00032 N.100=10,1 N.V2
V2 =0.0032 mL

b. Etanol 70%

M1.V1 = M2.V2
95%.V1 = 70%.100 mL
V1 = 73,6 mL
€. CaCl2 1% sebanyak 100 mL
o _ _massa (gram)
0 V larutan (mL)

1lg _ X

100mL 100 mL
x = massa = 1 gram

1 gram CaCl dilarutkan hingga volume 100 mL

d. Pepton Water 0,1% sebanyak 100 mL

0 _ massa (gram)
N o So———
V larutan (mL)

019 _ X
100mL 100 mL

x = massa = 0,1 gram
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0,1 gram pepton water dilarutkan hingga volume 100 mL
e. Natrium sitrat 0,1M

NasCsHs07 0,1 M sebanyak 100 mL

01M = —

’ T 0,1L
m

00lM = —
mr

0,01M = —2

’ ~ 258,06

m = 2,6 gram

2,6 gram dilarutkan hingga volume 100 mL

4. 1 Kurva Standar Penelitian
4.1 1 Kurva Standar Xilosa

55

[Xilosa] Absorbansi Rata-rata Standar
(mg/ml) Deviasi
il 2 3
0 0 0 0 0 0
0.06 0.173 0.166 0.156 0.165 0.009
0.12 0.365 0.425 0.377 0.389 0.032
0.18 0.524 0.551 0.490 0.522 0.031
0.24 0.839 0.800 0.768 0.802 0.036
0.30 0.967 0.921 0.943 0.944 0.023
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Absorbansi

1.2

y = 3.2205x - 0.0128

0.6
R?=0.9931
0.4
0.2
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Konsentrasi Xilosa (mg/mL)

Kurva standar xilosa
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4.2  Optimasi Swelling Boraks konsentrasi 1; 3; dan 5% (w/v)
4.2.1 Data Optimasi Swelling beads

beads basah — beads kering
X

Swelling (%) = 100

beads kering

[Boraks] Larutan Berat awal/kering (gram) Berat akhir/basah (gram) Swelling (%) Rata-rata =
SD
Ulangan 1 Ulangan2 Ulangan3 Ulangan1l Ulangan2 Ulangan3 Ulangan1l Ulangan2 Ulangan 3

1% HCI pH 3,5 0,51 0,51 0,50 1,23 1.20 1,15 141,70 135,76 129,54 135,33+5,59
Buffer FosfatpH | 0,51 0,51 0,51 1,66 1,35 1,67 232,00 167,33 228,09 209,14+36,26
5B,Sffer FosfatpH | 0,51 0,50 0,50 4,57 4,83 3,57 796,08 862,15 612,57 756,93+129,1

3% 7Hél pH 3,5 0,50 0,50 0,51 0,82 0,79 0,80 63,93 57,62 58,10 59,89 +3,51
Buffer FosfatpH | 0,50 0,50 0,50 1,19 1,19 1,17 136,96 137,38 133,81 136,05+1,95
E,Sffer FosfatpH | 0,50 0,50 0,51 2,22 2,38 2,58 341,09 375,52 410,89 375,83+34,90

5% 7Hél pH 3,5 0,51 0,50 0,50 0,67 0,67 0,67 31,35 33,97 33,36 32,89 +1,37
Buffer FosfatpH | 0,50 0,50 0,50 0,98 0,96 0,97 95,06 91,88 93,11 93,35 +1,60
%szfer FosfatpH | 0,50 0,50 0,50 2,08 2,06 2,06 315,00 311,26 310,11 312,13 +2,56
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4.2.2 Perhitungan persen swelling beads

a. Konsentrasi 1% boraks
1) HCI pH 3,5 Ulangan 3
Ulangan 1 Swelling (%)
Swelli 0 1,15 - 0,50
welling (%) _ £ 100
1,23 - 0,51 100 0,50
~ T o051 — 255 100
0,72 050
=051 X 100 =129,54%
= 140,70%
Ulangan 2 Rata — rata
Swelling (%) B (140,70 + 135,76 + 129,54)%
1,20 — 0,51 3
= TX 100 _ 407,300%
0,70
= o5 ¥ 100 = 135,33%
= 135,76%
800 - 757
700
= 600
S
%) 500
S
=l 400 m Boraks [1%]
E 300 m Boraks [3%]
[«5]
& 200 = Boraks [5%]
100
0
HCIpH 3.5 Buffer Fosfat pH 5.6  Buffer Fosfat pH 7.4
(2 jam) (2 jam) (5 jam)

Waktu Swelling (Jam)

Grafik Swelling Beads Variasi Boraks 1%; 3%; dan 5%
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4.3  Data Hasil Pengamatan

4.3.1 Efisiensi Enkapsulasi (%E)

a. Efisiensi Enkapsulasi Bakteri Lactobacillus acidophilus
bakteri semula — bakteri lepas

Effisiensi (%E) = AT — x 100

Bakteri/ Mula-mula Mula-mula Lepas Lepas Efisiensi  Rata-rata
Pengulangan CFU/mL (log CFU/mI) CFU/mL (log CFU/mI) (%) (%) £SD
1 1.80x10° 9.26 9.12x10? 2.96 68.03  68.45+0,54
2 2.02x10° 9.31 7.58x102 2.88 69.07
3 2.47x10° 9.39 9.54x10? 208 68.26

1) Perhitungan Effisiensi
Ulangan 1

(9,26 — 2,96) log CFU /mL
9,26 log CFU /mL

Efisiensi (%E) =

__6,30logCFU/mL

= x 100
9,26log CFU/mL

= 68,0%
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Ulangan 2

(9,31 —2,88) log CFU /mL

Efisiensi (%E) =

__6,43logCFU/mL
" 9,31log CFU/mL

=69,07%

Ulangan 3

(9,39 — 2,98) log CFU /mL

Efisiensi (%E) =

9,31log CFU/mL

x 100

__6,41logCFU/mL

" 9,39l0g CFU/mL

= 68,26%

9,39log CFU/mL

x 100

x 100

Rata-rata

(68,03 + 68,07 + 68,26)%

Rata — rata = 3

_205,30%
3

= 68,45%
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b. Efisiensi Enkapsulasi Xilooligosakarida
X0S semula — XOS lepas

oo
Effisiensi (%E) = YOS sermila x 100
Xilooligosakarida/  Mula-mula Mula-mula Lepas Lepas Efisiensi  Rata-rata (%)
Pengulangan (Abs) (mg/ml) (Abs) (mg/ml) (%) +SD
1 0.307 0.993 0.104 0.364 63.343  69.834+6,042
2 0.289 0.937 0.075 0.273 70.864
3 0.287 0.931 0.061 0.230 75.295

1) Perhitungan Effisiensi

Ulangan 1
(0,993 — 0,364)mg/mlL
Efisi i (%E) = 100
fisiensi (%E) 0,093 mg/mL x
_ 0,629mg/mLx 100
0,993 mg/mL
= 63,343%
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Ulangan 2

(0,937 = 0,277)mg/mL
Efisi i (%E) = 1
fisiensi (%E) 0,993 mg/mL x 100

__0,660mg/mL
"~ 0,937mg/mL

x 100
=70,438%

Ulangan 3

(0,931 — 0,230)mg/mL
Efisi i (%E) = 1
fisiensi (%E) 0,031 mg/mL x 100

__0,701mg/mL
"~ 0,931mg/mL

x 100
=75,295%

Rata-rata

(63,343 + 70,384 + 75,295)%
3

Rata — rata =

_209,076%
3

=69,692%
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4.3.2 Ujiinvitro

a. Jumlah Koloni Bakteri
Rata-rata Rata-rata +
Larutan Waktu Pengulangan >C CFU/mL CFU/mL log CFU/mL SD
Terenkapsulasi -
mula-mula 1 218 1.98x108 6.30
2 297 2.70x1068 2.41x108 6.43 6.38 + 0.07
3 280 2.55x108 6.41
HCI pH 3.5 1 165 1.50x108 1.45 x108 6.18 6.16 + 0.06
2 jam 2 136 1.24 x10° 6.09
3 176 1.60 x10° 6.20
Buffer fosfat
pH 5.6 1 184 1.67 x10° 1.55 x108 6.22 6.19 + 0.06
2 jam 2 185 1.68 x10° 6.23
3 144 1.31 x10° 6.12
Buffer Fosfat
pH 7.4 1 275 2.50 x107 2.68 x107 7.40 7.43 +0.03
S Jam 2 287 2.61 x107 7.42
3 321 2.92 x107 7.47
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1) Perhitungan Koloni Bakteri

Terenkapsulasi mula-mula Ulangan 2 Ulangan 3
Ulangan 1 N(CFU) 1 2.C N(CFU) _ 2.C
5 mL’  {(1xn1) + (0,1xn2)xd} mL’  {(1xn1) + (0,1xn2)xd}
CFU C
NC—) =
mL {(1xn1) + (0,1xn2)xd} CFU \ 297 AL CFU b 280 A
NG = [ + oy 10" NGAD = D) + (o3 ¥10"
N(CFU) 218 e
— X —
mL {(1x1) + (0,1x1)} N(CFU) _ 297 N(CFU) _ 280
mL 1,1x10" — 4 mL 1,1x10" — 4
N(CFU) _ 218
mL’~  1,1x10" — 4 N =270x106=" N =255x100="
- ¢ CH0
N 1,98x10°7 N  =log270x106Y N  =log255x1065Y
mL mL
CFU
N = log 1,98x106 — A CFU y CFU
mL N =6,43 logE N = 6,41 log —
N  =630log
mL
Rata — rata
/ (6,30 + 6,43 + 6,41) log CFU/mL
y 3
= 6,38 log CFU/mL
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Buffer Fosfat pH 7,4

Ulangan 1

N CFYs _ C
(mL) ~ {(1xn1) + (0,1xn2)xd}

CFU 275

NG = [ + oy 10" 0
GCFU 275
(mL) "~ 1,1x107 =5
N  =250x1072
mL
N  =log2,50x107 2
mL
N  =740log 2
mL

Ulangan 2

\ CFU_ yC
(mL) ~ {(1xn1) + (0,1xn2)xd}

CFU 287

NGD = @D + oy 10" 0

; CFU_ 287
(mL) ~ 1,1x10~ =5
N = 2,61x107 Y
mL
A 78
N =log 2,61x10 7
N  =742log 2
mL

Ulangan 3

N CFU_ yC
(mL) "~ {(1xn1) + (0,1xn2)xd}

CFU 321

NG = D + oy <10 0
4 CFU_ 321
(mL) "~ 1,110~ =5
N =2,92x107 Y
mL
- 7CEU
N =10g 2,92x107 —
N  =747log 2
mL
Rata — rata
_ (7,40 + 7,42 + 7,47) 1og CFU/mL
N 3

= 7,43 log CFU/mL
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(o]
)

7.43

[e)] ~N
1 1

w
1

w
1

Jumlah Koloni L.acidophilus
(log CFU/mL)
N e

[EEY
1

o
L

HCI pH 3.5 Buffer Fosfat pH 5.6 Buffer Fosfat pH 7.4
(2 jam) (2 jam) (5 jam)

Waktu inkubasi dalam cairan simulasi (jam)

Grafik uji in vitro berdasarkan jumlah koloni Lactobacillus acidophilus
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b. Kadar Gula Pereduksi

Larutan Waktu Xilosa (Abs) XOS (mg/mL) Rata-rata £ SD
(Jam) Ulangan1l Ulangan2 Ulangan 3 Ulangan 1 Ulangan2  Ulangan 3
Mula-mula - 0,307 0,289 0,287 0,993 0,937 0,931 0,954 + 0,034
HCI pH 3,5 1 0,014 0,018 0,014 0,033 0,038 0,033 0,035+ 0,003
2 0,009 0,007 0,006 0,027 0,025 0,023 0,025 + 0,002
Buffer Fosfat pH 5,6 1 0,010 0,017 0,013 0,028 0,037 0,032 0,032 £ 0,004
2 0,008 0,012 0,008 0,025 0,030 0,025 0,027 £ 0,003
Buffer Fosfat pH 7,4 1 0,014 0,013 0,027 0,027 0,027 0,036 0,030 + 0,005
2 0,003 0,001 0,002 0,019 0,016 0,021 0,019 + 0,002
3 ND ND ND ND ND ND -
4 ND ND ND ND ND ND -
5 ND ND ND ND ND ND -

ND: Not Detected
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1) Perhitungan kadar gula pereduksi

Mula-mula
Ulangan 1
y =3,225x-0,0128

0,307 =3,225x-0,0128
0,307+0,0128 = 3,225x
0,3198: 3,225 =x

X =0,993 mg/mL
Ulangan 2
y =3,225x-0,0128

0,289 =3,225x-0,0128
0, 289+0,0128 = 3,225x
0,3018: 3,225 =x

X = 0,937 mg/mL
Ulangan 3
y =3,225x-0,0128

0,287 =3,225x-0,0128

0, 287+0,0128 = 3,225x

0,32998: 3,225 =X

X = 0,931 mg/mL

(0,993 4+ 0,937 + 0,931)mg/mL
3

Rata — rata =

= 0,954mg/mL
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Konsentrasi xilooligosakarida

(mg/mL)

0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005

0.035

I

0.025

0.032

0.027

0.030

0.019

|

HCIpH 3.5 HCIpH3.5 Buffer fosfat Buffer fosfat Buffer fosfat Buffer fosfat

(1 jam)

(2 jam)

pH 5.6
(1 jam)

pH 5.6
(2 jam)

pH7.4
(1 jam)

Waktu inkubasi dalam cairan simulasi (jam)

pH7.4
(2 jam)

Grafik uji in vitro berdasarkan kadar gula pereduksi

69


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

4.4  Dokumentasi penelitian
4.4.1 Pembuatan enkapsulan/beads

Campuran Alginat:Pektin

Campuran Alginat:Pektin:Boraks
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Beads

Alginat:Pektin:Boraks: XOS:L.acidophilus
Pembentukan Beads dengan CaCl;

4.4.2 Bahan Inti

Xilooligosakarida dari ampas singkong L.acidophilus

L

4.4.3 Uji Swelling dan In Vitro

o ¥
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Beads mula-mula setelah pengeringan Beads mula-mula sebelum dilakukan
suhu 37°C 120 menit uji swelling dan in vitro

Inkubasi beads dengan cairan simulasi Beads setelah inkubasi pada pH 7.4
saluran pencernaan pada suhu 37°C (kiri ke kanan)

1% : 3%:; 5%

4.4.4 Koloni Lactobacillus acidophilus

Mula-mula 108 Mula-mula 107
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CaCl; 10°

HCI pH 3.5 103

HCI pH 3.5 10*
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Buffer Fosfat pH 7.4 10*

Buffer Fosfat pH 7.4 10°
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