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viii  RINGKASAN   
Enkapsulasi Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus  fermentum Indigenus 

Kakao Menggunakan Bahan Pengkapsul Sukrosa dan Laktosa; Lulus Kartika Ningtias, 111710101015;2018: 38 halaman; Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknology Pertanian Universitas Jember.  Fermentasi biji kakao melibatkan banyak jenis mikroorganisme diantaranya adalah bakteri asam laktat. Bakteri asam laktat yang umumnya terdapat dalam fermentasi biji kakao adalah Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum, yang memiliki kemampuan sebagai starter untuk memperbaiki kualitas biji kakao. Namun, kedua spesies tersebut kurang dapat bertahan pada kondisi banyak O2 atau lingkungan terbuka tanpa adanya pelindung. Untuk melindungi Lactobacillus 

plantarum dan Lactobacillus fermentum dari kondisi lingkungan yang kurang sesuai dapat dilakukan enkapsulasi terhadap keduanya. Enkapsulasi dapat dilakukan dengan berbagai metode namun, freeze-drying menjadi metode dengan kemampuan mempertahankan viabilitas sel terbaik. Enkapsulasi, memerlukan bahan pengkapsul seperti disakarida (sukrosa dan laktosa). Bahan tersebut mampu \ memberikan perlindungan yang baik sehingga menghasilkan viabilitas sel yang baik. Sukrosa dan laktosa juga mampu  mengurangi stres bakteri selama enkapsulasi. Inkubasi bakteri dan bahan pengkapsul selama satu jam dalam suhu ruang juga mampu mengurangi stres bakteri selama enkapsulasi (pengeringan). Penyimpaan hasil enkapsulasi merupakan hal yang perlu dilakukan untuk mendapatkan ketahanan sel terenkapsulasi. Tujuan  penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pengaruh jenis bahan pengkapsul (sukrosa dan laktosa)pada enkapsulasi dengan metode freeze-dry terhadap aktivitas Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum, produksi asam dan viabilitas sel selama penyimpanan suhu 30oC. Produksi asam, dan viabilitas Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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ix  sel Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum diamati sebelum dan sesudah proses enkapsulasi serta selama penyimpanan 1, 2, 3, dan 4 minggu.  Enkapsulasi Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum menggunakan laktosa menunjukkan viabilitas 93,81 (Lactobacillus plantarum  A ), 93,38 (Lactobacillus plantarum B) dan 87,87 (Lactobacillus  fermentum) yang lebih baik jika dibandingkan dengan menggunakan sukrosa yakni 84,22 (Lactobacillus 

plantarum A), 84,21 (Lactobacillus plantarum B) dan 69,12 (Lactobacillus 

fermentum) maupun control  19,23 (Lactobacillus plantarum  A ), 21,64 (Lactobacillus plantarum B ), 18,36 (Lactobacillus  fermentum). Lactobacillus 

plantarum dan Lactobacillus fermentum memiliki viabilitas yang cenderung menurun dan pertumbuhan yang cenderung melambat pada penyimpanan pada suhu 30oC selama 4 mnggu namun, memiliki kemampuan produksi asam yang cenderung sama yakni berkisar 3-4 (pH). Viabilitas Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus 

fermnetum terenkapsul memiliki viabilitas yang lebih baik jika dibandingkan dengan 
Lactobacillus fermentum terenkapsulasi menggunakan bahan pengkapsul laktosa, sukrosa maupun kontrol (aquades).                  Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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x  SUMMARY   
Encapsulation of Indigenous Cacao Lactobacillus plantarum and Lactobacillus 

fermentum Using Sucrose and Lactose as Encapsulant. Lulus Kartika Ningtias, 111710101015;2018: 38 pages; Agricultural Product of Technology Department, Faculty of Agricultural Technology, University of Jember.  In the cocoa fermentation there are many microorganism that plays role, one of them is lactic acid bacteria. The common Lactic acid bacteria which plays role in cocoa fermentation are Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum, so they can be used for the cocoa fermentation starter. The problem is that Lactobacillus 

plantarum and Lactobacillus fermentum can not stand out by self in O2 rich places or harsh environment. Encapsulation is one of method that can be used to conduct protection on Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum. there are many method of encapsulation but, freeze-drying is the best method for have good cell viability until today. During encapsulation, encapsulant like disaccharide (ex. sucrose and lactose) is needful.  Sucrose and lactose can give good protection  for have good cell viability. Beside that, sucrose and lactose can decrease bacterial stress during encapsulation. The decrease of bacterial stress during encapsulation also can be had by incubated bacteria and the encapsulant in room temperature for an hour.  After encapsulation, storage condition is the crucial matter for have good viability and activity.  Knowing the effect of the varieties of encapsulant (sucrose and lactose) on encapsulation of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum using freeze-drying method and the effect of storage in ±30oC on Lactobacillus plantarum and 
Lactobacillus fermentum growth curve, acid production and cell viability were the purpose of this study.  growth curve, acid production, and cell viability were observed before and after encapsulation, and after stored for 1,2,3,and 4 weeks.  Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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xi   Encapsulation of Lactobacillus plantarum and  Lactobacillus fermentum using lactose show viability better than that encapsulated using sucrose. There are 93,81 (Lactobacillus plantarum  A ), 93,38 (Lactobacillus plantarum B) and 87,87 (Lactobacillus  fermentum) for encapsulation using lactose and 84,22 (Lactobacillus 

plantarum A), 84,21 (Lactobacillus plantarum B) and 69,12 (Lactobacillus 

fermentum) for encapsulation using sucrose, for control are  19,23 (Lactobacillus 

plantarum  A ), 21,64 (Lactobacillus plantarum B ), and 18,36 (Lactobacillus  

fermentum) During storage, activity and viability of encapsulated  Lactobacillus 

plantarum and  Lactobacillus fermentum using sucrose and lactose got decrease activity and viability, but it did not effect acid production of encapsulated 
Lactobacillus plantarum and  Lactobacillus fermentum (have pH around 3-4).  The viability of encapsulated Lactobacillus plantarum have better result than encapsulated Lactobacillus fermentun when used sucrose, lactose, and destilated water (control) as encapsulant.                     Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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    BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang Kakao merupakan salah satu komodoti non-migas Indonesia yang menjadi penyumbang devisa negara cukup besar. Kakao tersebut banyak dihasilkan dari perkebunan rakyat, namun kualitas dari biji kakao kering Indonesia masih kalah bersaing dengan biji kakao kering dari negara-negara penghasil kakao lainnya. Hal ini banyak dipengaruhi oleh kurang terbentuknya prekursor flavor kakao dan beragamnya mutu kakao, sehingga akan banyak berpengaruh pada karakteristik flavor produk kakao yang dihasilkan. Biji kakao kering dari perkebunan rakyat di Indonesia jarang ada yang menerapkan metode fermentasi yang baik dalam proses pengolahan biji kakao kering atau fermentasi tersebut kurang optimal. Contohnya pada keberagaman kualitas kakao yang dihasilkan di Bali, dimana  Bali memiliki 14.865 Ha lahan kakao yang dapat menghasilkan kakao kering sebanyak 6.152 ton dan hanya 3,2% saja yang difermentasi (Dinas Perkebunan Bali,2012). Pada umumnya proses fermentasi kakao dilakukan selama 5-6 hari dengan metode fermentasi spontan. Pada penelitian sebelumnya digunakan starter cair, dimana fermentasi dengan penambahan starter terbukti mampu untuk mempercepat proses fermentasi. Selain itu dengan penambahan starter cair, aktivitas mikroorganisme semakin tinggi, disertai aerasi yang baik, suhu optimum akan tercapai. Pada kondisi tersebut biji kakao akan lebih cepat mati dan warna kotiledon akan semakin cepat berwarna coklat (Kustyawati dan Sri. 2008). Penggunaan starter cair ini mengalami kendala, yaitu kurang praktisnya starter tersebut apabila dibawa atau diaplikasikan, sehingga perlu adanya suatu inovasi untuk mengemas starter ini menjadi lebih praktis tanpa merusak starter tersebut. Salah satu metode yang dapat digunakan adalah dengan melakukan enkapsulasi pada starter tersebut. Pada fermentasi biji kakao, terdapat banyak mikroorganisme yang terlibat di dalamnya. salah satu jenis mikroba yang berperan dalam proses ini adalah bakteri asam laktat. Fermentasi dengan kondisi yang berbeda akan mempengaruhi kondisi bakteri asam laktat yang tumbuh. Pada umumnya jenis bakteri yang ditemukan Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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2    pada semua metode fermentasi biji kakao (menggunakan box maupun timbunan) adalah Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum (Meersman  et al. 2013). Dengan demikian penggunaan kedua bakteri tersebut sebagai starter diharapkan mampu untuk meningkatkan kualitas dari biji kakao.  Ada beberapa metode yang sering digunakan dalam enkapsulasi bakteri seperti metode ekstrusi, emulsi, pengeringan (freeze-drying dan spray-drying ) (Mortazavian et al. 2007). Umumnya pengeringan merupakan metode yang lebih banyak digunakan dalam enkapsulasi skala besar, karena penanganan yang lebih cepat serta mendapatkan ukuran partikel yang lebih kecil. Metode pengeringan yang mampu mempertahankan sel mikroba yang baik adalah freeze-drying. Hal ini dikarenakan metode pengeringan dengan menggunakan panas akan mampu merusak dinding sel mikroba selama enkapsulasi (Mansouripour et al. 2013).  Selain metode enkapsulasi, bahan pengisi juga merupakan variabel yang mampu menentukan viabilitas mikroba yang dienkapulasi. Terdapat berbagai bahan pengkapsul yang umumnya digunakan dalam enkapsulasi mikroba baik berupa karbohidrat maupun protein. Dalam enkapsulasi mikroba menggunakan metode freeze-drying, karbohidrat (seperti sukrosa dan laktosa) maupun protein (seperti susu skim) sering digunakan.   
1.2 Rumusan Masalah Enkapsulasi bakteri asam laktat umumnya ditujukan untuk produksi biomasa maupun sebagai probiotik yang mampu bertahan dalam lingkungan yang kurang mendukung bagi pertumbuhan bakteri (Anal dan Singh, 2007). Dalam enkapsulasi terdapat beberapa metode yang sering digunakan seperti freeze drying, spray drying, dan emulsi. Diantara semua metode tersebut metode freeze drying memiliki kemampuan mempertahankan sel bakteri yang baik karena selama prosesnya menggunakan suhu rendah. Dengan demikian kematian sel bakteri akibat suhu tinggi dapat dihindari. Dalam enkapsulasi bakteri dikenal istilah enkapsulan atau protektan, yaitu bahan penyalut yang akan memberikan perlindungan kepada bakteri dari lingkungan yang ekstrim. Enkapsulan pada bakteri asam laktat dapat Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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3    menggunakan berbagai bahan seperti  natrium alginat, karagenan, pati resistan, whey protein, susu skim, sukrosa, monosodium glutamat, dan laktosa. Sukrosa dan laktosa merupakan 2 disakarida yang banyak ditemukan secara komersial. Zhang et al (2012) melaporkan bahwa enkapsulasi bakteri Oenococcus oeni menggunakan sukrosa dan laktosa memiliki viabilitas yang baik yakni 50,8±1,2 % dan 58,9±1,8 %, sedangkan aquades hanya 12,1±1,8. Penggunaan Sukrosa dan laktosa juga mampu menguragi stress pada sel bakteri selama proses enkapsulasi (pengeringan) karena mampu meningkatkan tekanan turgor (Abee dan Wouters,1999). Pada enkapsulasi bakteri, konsentrasi laktosa yang dapat digunakan berkisar 1-10% (median 8%) dan konsentrasi sukrosa yang dapat digunakan berkisar 1-68% (median 10%) (Hubalek. 2003). Selama enkapsulasi, sel bakteri sering mengalami stress karena penambahan enkapsulan dengan konsentasi tinggi serta adanya proses pengeringan. Untuk mengurangi stress tersebut dapat dilakukan pendiaman sel bakteri bersama dengan bahan pengkapsul selama satu jam pada suhu ruang (Conrad et al.,2000). Pendiaman ini dilakukan untuk menyetimbangkan antara cairan dalam sel dengan lingkungan (konsentrasi enkapusulan). Waktu satu jam dipilih karena hal ini cukup efisien apabila dilakukan pada skala industri (Carvalho et al.,2002; Carvalho et al.,2004).  Lingkungan penyimpanan bakteri terenkapsulasi juga merupakan hal yang perlu diperhatikan, dimana penyimpanan suhu dingin memerlukan biaya yang tinggi. Indonesia terkenal sebagai negara tropis dengan suhu harian dapat mencapai suhu ±30oC. Pada suhu tersebut, bakteri akan bermetabolime, sehingga bakteri akan cepat berada pada fase stasioner atau bahkan kematian. Dengan demikian untuk menggunakannya kembali membutuhkan proses adaptasi yang lebih panjang. Oleh sebab itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui pengaruh sukrosa dan laktosa pada sel bakteri dalam proses enkapsulasi dan viabilitasnya pada suhu lingkungan.    Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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4     1.3 Tujuan Tujuan penelitian ini adalah :  a. mengetahui pengaruh bahan pengkapsul sukrosa dan laktosa terhadap aktivitas bakteri asam laktat, produksi asam dan viabilitas sel; b. mengetahui pengaruh suhu penyimpanan ±30oC terhadap aktivitas bakteri asam laktat,produksi asam dan viabilitas sel.  
1.4 Manfaat Penelitian ini diharapkan memberikan manfaat diantaranya: a. memberikan informasi mengenai pengaruh bahan pengkapsul terutama sukrosa dan laktosa terhadap bakteri asam laktat; b. memberi informasi mengenai bahan pengkapsul yang mampu melidungi bakteri asam laktatdari kondisi lingkungan tanpa mempengaruhi kinerja bakteri asal laktat selama proses fermentasi kakao; c. mampu membantu dalam memecahkan permasalah keanekaragaman kualitas fermentasi kakao di Indonesia; d. memberi pijakan pada peneliti lain untuk dapat mengembangkan kajian enkapsulasi bakteri yang berperan dalam fermentasi kakao.Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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    BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 
 
 

2.1 Bakteri Asam Laktat Pada Fermentasi Kakao Fermentasi pada biji kakao merupakan proses yang sangat penting. Proses ini umumnya dilakukan secara spontan. Mikroba yang berperan dalam proses ini merupakan mikroba yang alami berasal dari pulp kakao yang mengelilingi biji kakao. Dalam fermentasi, mikroba ini aktif dalam memecah senyawa makromoekul dan menghasilkan metabolit seperti alkohol dan asam organik. Alkohol dan asam organik tersebut akan masuk ke dalam biji kakao dan akan membunuh biji serta merangsang terjadinya reaksi biokimia dalam proses pembentukan warna, flavor dan aroma (Sulaiman et al. 2014). Bakteri asam laktat merupakan salah satu bakteri yang berperan penting dalam fermentasi biji kakao. Selama fermetasi biji kakao, bakteri asam laktat terdeteksi dari awal fermentasi (Ouattara et al. 2014), walaupun spesies dan jumlah bakteri asam laktat yang terdeteksi berbeda-beda selama proses fermentasi. Sebagai contoh Lactobacillus fermentum dan Lactobacillus plantarum tumbuhsejak awal proses fermentasi sedangkan Lactobacillus brevis mulai tumbuh pada jam ke-24 (Fahrurrozi. 2015). Ardhana dan Fleet (2003) melaporkan bahwa bakteri asam laktat mencapai populasi maksimum pada jam ke 36-48 fermentasi dengan total 108-109 CFU/g. Bakteri asam laktat yang terdeteksi dalam fermentasi biji kakao tersebut lebih banyak tergolong pada bakteri homofermentatif daripada bakteri heterofermentatif. Bakteri asam laktat yang berhasil dideteksi pada fermentasi biji kakao antara lain L.brevis, L. fermentum, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc pseudomesenteroides, L. celobiosus, dan Lactobacillus hilgardii (Meersman et al. 2013; Ardhana dan Fleet. 2003).   
2.2 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum merupakan salah satu spesies pada genus Lactobacillus yang terdiri dari 90 spesies yang telah divalidasi (Kandler dan Weiss.1986). Lactobacillus merupakan bakteri berbentuk batang dengan gram Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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6    positif seperti Gambar 2.1. Bakteri L. plantarum memiliki temperatur optimal pertumbuhan lebih rendah dari 37oC. Selain itu L. plantarum memiliki sifat katalase negatif, aerob atau fakultatif aerob, mampu mencairkan gelatin, cepat mencerna protein, tidak memproduksi nitrit, dan memproduksi asam laktat. Sedangkan pada media agar, L. plantarum membentuk koloni berukuran 2-3 mm, berwarna putih opaque dan  conveks (Sudarmadji.1997)   
Gambar 2.1 Lactobacillus plantarum (Mita.2016)  Bakteri ini memiliki kemampuan dalam memecah senyawa komplek menjadi senyawa yang lebih sederhana, sehingga banyak ditemukan dalam fermentasi.  Bakteri ini sering ditemukan dalam  fermentasi buah dan sayur seperti pada fermentasi mentimun dan kubis. Hal ini dikarenakan L. plantarum memiliki ketahanan terhadap asam dibandingkan dengan bakteri asam laktat lainnya (Fleming.1982; Pederson dan Albury.1969). Selain itu bakteri L. plantarum juga berperan dominan dalam fermentasi daging seperti pada salami (Drosinos et al. 2007). Bakteri L. plantarum juga menunjukkan aktivitas menghasilkan bakteriosin, seperti yang dilaporkan oleh Olasupo (1996), sehingga mampu untuk menghalangi aktivitas mikroba tertentu. Sampai saat ini L plantarum diketahui telah mampu memproduksi banyak plantarisin (bakteriosin yang dihasilkan oleh L. plantarum) dari berbagai fermentasi menggunakan L. plantarum, namun seperti halnya bakteriosin lainnya pada kelas II, plantarisin tahan terhadap panas (hingga diatas suhu 100oC atau autoklaf) dan berukuran kecil (>10Kda) (Todorov SD.2009) karena banyak tersusun atas double glycin (G-G), sehingga bakteriosin Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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7    jenis ini merupakan bakteriosin yang berpeluang besar digunakan dalam dunia industri.  Terdapat 3 grup Lactobacillus yaitu obligately homofermentative (Grup 1), facultatively heterofermentative (Grup 2) dan obligately heterofermentatively (grup 3). Lactobacillus pada Grup 1 hanya mampu memetabolisme satu jenis gula heksosa khususnya asam laktat, sedangkan grup 2 mampu untuk memetabolisme pentose dan/atau glukonat sedangkan grup 3 mampu memetabolisme gula heksosa seperti asam laktat, asam asetat dan/atau etanol dan CO2. Bakteri L. plantarum merupakan Lactobacillus yang tergolong dalam grup 2 (Kandler dan Weiss., 1986). Bakteri L plantarum memiliki perbedaan jika dibandingkan dengan Lactobacillus pada umumnya yaitu L. plantarum mampu untuk memetabolisme banyak jenis karbohidrat, membutuhkan manganese dalam jumlah yang banyak (Archibald dan Fridovich., 1981), memiliki toleransi yang tinggi terhadap pH rendah (Deschel dan Nes., 1995), mampu memetabolisme asam fenol dan memiliki tannase (Osawa et al. 2000; Vaquero et al. 2004; Barthelmebs et al. 2000), dan  mudah beradaptasi (Kleerebezem et al. 2003).  
2.3 Lactobacillus fermentum Lactobacillus fermentum (L. fermentum) merupakan bakteri yang termasuk dalam genus Lactobacilli dimana bakteri ini memiliki ciri-ciri berbentuk basil, gram positif, tidak berspora, non motil, aero toleran, dan katalase negatif (Kandler dan Weiss, 1986). L. fermentum memiliki ukuran koloni 1-2 mm, koloni berbentuk bulat, berwarna putih cream, basah, dan opaque (Adebayo et al.2014). Lactobacillus fermentum termasuk dalam golongan Lactobacillus obligate heterofermentatif dimana mampu memetabolisme gula heksosa seperti asam laktat, asam asetat dan/atau etanol dan CO2, sehingga sering ditemukan pada fermentasi pada produksi roti gandum dan rye (Kandler dan Weiss.1986; Spicher dan Schröeder. 1978; Grobbetti et al. 1994; Onno dan Rousel.1994). Dengan kemampuan tersebut L. fermentum juga dapat dijumpai pada fermentasi produk susu kedelai, keju, dan etanol dari tebu (Poullain.1994; Foschino et al. 2001).  Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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8    Seperti halnya bakteri yang termasuk dalam genus Lactobacilli, L. fermentum mampu menghasilkan asam laktat dan bakteriosin. Hal inilah yang mampu mengganggu pertumbuhan mikroorganisme seperti kapang dan bakteri pembusuk. Bakteriosin yang diproduksi oleh L. fermentum memiliki kemampuan aktif maksimum pada pH 2 dan 4 dengan aktifitas 1600AU/ml melawan Staphylococcus aureus (Adebayo et al. 2014). Selain itu bakteriosin yang dimiliki oleh L. fermentum memiliki aktifitas maksimum setelah pemanasan pada suhu 100oC selama 15 menit (6400AU/ml), dan selanjutnya mengalami penurunan dengan semakin tinggi dan lamanya pemanasan. Ketika dilakukan pemanasan 121oC selama 45 menit, aktifitas dari bakteriosin ini hanya 400AU/ml (Adebayo et al.2014). Bakteriosin ini juga memiliki stabilitas yang baik selama penyimpanan.   
2.4 Teknologi Enkapsulasi Enkapsulasi merupakan suatu metode yang digunakan untuk melindungi suatu komponen yang mudah mengalami kerusakan baik itu dalam bentuk senyawa ataupun mikroorganisme dari kondisi lingkungan yang tidak memungkinkan komponen tersebut bertahan. Pada mikrorganisme, enkapsulasi lebih banyak dilakukan untuk menciptakan lingkungan khusus bagi mikroorganisme untuk bertahan selama proses maupun selama penyimpanan.  Enkapsulasi umumnya dilakukan secara fisiko-kimia atau secara mekanik dengan memerangkap komponen aktif dalam suatu cangkang yang dapat melindunginya dari lingkungan seperti pada Gambar 2.2. Cangkang tersebut dapat berasal dari polimer, karbohidrat, lemak maupun lilin tergantung jenis komponen yang akan dikapsulkan.       

Gambar 2.2. Lapisan enkapsulasi Pengkapsul Bakteri Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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9      Pada dasarnya enkapsulasi dapat melindungi komponen aktif dari 4 kondisi yaitu: a. Kondisi proses seperti suhu dan oksidasi b. Desiccation c. Kondisi penyimpanan d. Degradasi oleh asam Dalam proses enkapsulasi mikroorganisme banyak digunakan berbagai metode antara lain: a. Spray-Freeze Drying Metode Spray-Freeze drying  merupakan penggabungan dari metode spray drying dan Lyophilization. Metode ini memiliki kelebihan dalam pengontrolan ukuran partikel dan memiliki ketahanan terhadap lingkungan yang sangat baik namun metode ini tergolong mahal. Metode ini dilakukan dengan cara membekukan bersama-sama biakan mikroorganisme dengan bahan pembawa (bahan pengkapsul: laktosa, trehalosa, sorbitol, sukrosa, protein susu dan skim milk) pada suhu -20oC sampai -30oC. Proses tersebut disertai dengan proses penyumbliman air dalam kondisi vakum pada tekanan 0,05-0,1 mBar, dengan suhu -50oC sampai -30oC. (Semyonov et al.2010) b. Metode emulsi Metode Emulsi dilakukan dengan suspensi hidrokoloid dan mikroorganisme dengan volume kecil pada minyak sayur sebagai fase pendispersi. Seperti pada emulsi pada umumnya, metode emulsi ini terdapat fase terdispersi (air), emulsifier, dan pendispersi (minyak). Ketika emulsi terbentuk, granula akan terbentuk (mikroorganisme terkapsulkan). c. Metode spray-drying Metode Spray-drying Merupakan metode enkapsulasi yang paling banyak digunakan pada skala industri  yang memproduksi dalam jumlah yang besar. Metode ini dilakukan dengan mencampurkan bahan pengkapsul dan Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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10    mikroorganisme menjadi satu larutan kemudian dilewatkan pada udara panas menggunakan nozzle sehingga ukuran partikel dapat dikendalikan dan seragam.  Untuk mendapatkan hasil yang optimal perlu mempertimbangkan: a) Arah aliran udara b) Strain dan kondisi mikroorganisme (Corcoran et al.2004) c) Bahan pengikat (bahan pengkapsul) d) Suhu pengeringan dimana harus berada pada suhu 150-170oC pada inlate sedangkan suhu lingkungan 80oC. e) Waktu pengeringan Kondisi penyimpanan : suhu 4oC, AW rendah (>0,25) (Zuidam dan Nedovic, 2010)  
2.5 Karakteristik Sukrosa Sukrosa merupakan gula yang paling umum digunakan sebagai pemanis. Umumnya sukrosa sebagai pemanis dibuat dari tebu dimana memiliki tingkat kemanisan mencapai 1 atau 100%. Sukrosa merupakan gula yang merupakan hasil ikatan dari glukosa dan fruktosa terlihat pada Gambar 2.3  

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2.3. Stuktur kimia sukrosa (Kusumaningrum.2010)  Dalam enkaspsulasi mikroba, sukrosa dikenal memiliki kemampuan yang cukup baik dalam mempertahankan viabilitas sel baik selama enkapsulasi. Selain karena mampu menggantikan air dalam sel selama pengeringan (enkapsulasi). Kemampuan sukrosa dalam mempertahankan viabilitas bakteri juga tidak terlepas CH2OH OH OH OH HO OH HO CH2OH Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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11    dari Water Binding Capacity (WHC) dan kemampuannya dalam mencegah pembentukan intraselular dan ektraselular kristal es (Schoug et al. 2006). Sukrosa yang merupakan disakarida mampu untuk meningkatkan tekanan turgor selama proses enkapsulasi sehingga stress terhadap perubahan tekanan osmotik dapat ditekan seminimal mungkin (Abee dan Wouters .1999). Kekurangan dari penggunaan sukrosa dalam proses enkapsulasi adalah sukrosa kurang mampu disimpan pada suhu tinggi karena matrik sukrosa memiliki nilai Tg (glass transition) berkisar 24,6. Bhandari dan Howes (1999) juga menyebutkan bahwa bakteri yang dienkapsulasi menggunakan sukrosa tidak mampu disimpan pada suhu lebih dari 35oC karena pengurangan total bakteri yang signifikan dalam waktu satu bulan.  
 

2.6 Karakteristik Laktosa Laktosa merupakan salah satu dari gula disakarida yang terbentuk dari ikatan Beta-(1,4) glukosida antara galaktosa dan glukosa. Laktosa banyak ditemukan pada susu, sehingga laktosa lebih sering dikenal sebagai gula susu. Dalam susu terdapat 2 jenis laktosa yaitu α-Laktosa dan β-Laktosa seperti pada 
Gambar 2.3.  (a) (b) 

Gambar 2.3 Struktur kimia (a) α-Laktosa (b) β-Laktosa (Najihullah.2015) Perbedaan kedua laktosa tersebut pada grup hidrogen dan hidroksil pada karbon no 1. Kondisi ini erat dipengaruhi oleh suhu, konsentrasi dan pH dari larutan. Komposisi keduanya pada susu juga dipengaruhi oleh suhu. Pada suhu ruang akan terdapat 40% α-Laktosa dan 60% β-Laktosa. α-Laktosa dan β-Laktosa yang memiliki struktur yang berbeda menyebabkan memiliki sifat kristal, dengan morfologi kristal dan solubility yang berbeda. Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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12       2.7 Enkapsulasi Menggunakan Sukrosa dan Laktosa Selama enkapsulasi (pengeringan) sangat penting untuk menjaga agar bahan tidak kehilangan air secara keseluruhan untuk menjaga tingkat survival dari bakteri yang dienkapsulkan. Zayed dan Roos (2004) melaporkan bahkan kadar air optimal untuk menjaga tingkat survival Lactobacillus salivarius adalah antara 2,8-5,6%.  Bahan pengkapsul umumnya akan berinteraksi dengan membran sel bakteri. Gugus OH- pada bahan pengkapsul akan berikatan dengan lemak pada pospholipida membran sel bakteri (Tsvetkova et al. 1998), sehingga bahan pengkapsul tersebut hanya akan menutup pori-pori sel bakteri. Dengan demikian bakteri akan terlindung dari kondisi lingkungan yang kurang mendukung. Selain itu akibat dari reaksi antara gugus OH- pada bahan pengkapsul dan gugus H+ pada pospolipida membran sel dapat menggantikan air dalam sel.  Enkapsulasi bakteri menggunakan sukrosa dan laktosa cukup banyak dilaporkan. Zhang et al (2012) melaporkan bahwa enkapsulasi bakteri Oenococcus oeni menggunakan sukrosa dan laktosa memiliki viabilitas yang baik yakni 50,8±1,2 % dan 58.9±1,8 %, sedangkan aquades hanya 12,1±1,8. Penggunaan Sukrosa dan laktosa juga mampu menguragi stress pada sel bakteri selama enkapsulasi (pengeringan) karena mampu meningkatkan tekanan turgor (Abee dan Wouters.1999). Kekurangan dari penggunaan sukrosa dan laktosa dalam enkapsulasi adalah sukrosa dan laktosa kurang mampu disimpan pada suhu tinggi karena matrik sukrosa dan laktosa memiliki nilai Tg (glass transition) berkisar 23oC dan 25oC. Bhandari dan Howes (1999) juga menyebutkan bahwa bakteri yang dienkapsulasi menggunakan sukrosa tidak mampu disimpan pada suhu lebih dari 35oC karena pengurangan total bakteri yang signifikan dalam waktu satu bulan. Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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 BAB 3. METODE PENELITIAN

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian Penelitian terdiri atas produksi, enkapsulasi dan analisa. Enkapsulasi dananalisis viabilitas sel serta aktivitas sel (growth curve) dilaksanakan diLaboratorium Animal Food Technology, Faculty of Life and EnvironmentalSciences, Prefectural University of Hiroshima. Analisis produksi asamdilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Laboratorium Kimia danBiokimia Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.Penelitian dilakukan pada bulan Maret 2015 – Agustus 2016. 
 

3.2 Bahan dan Alat Penelitian Bahan yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari kultur bakteri asamlaktat, bahan baku dan bahan kimia. Kultur bakteri asam laktat merupakan hasilisolasi dari lendir dan pulp kakao hasil fermentasi kakao di Kebun Kalikempit,Banyuwangi. Kultur Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentumtersebut merupakan hasil penelitian dari peneliti Hatiningsih (2015) yangdisimpan di Labolatorium Mikrobiologi pangan Hasil Pertanian, FakultasTeknologi Pertanian, Universitas Jember. Kultur tersebut dibiakkan pada mediaMRS Agar dengan penambahan 1% CaCO3 kemudian dibiakkan dalam MRSBroth pada suhu 37oC.  Sedangkan bahan lainnya meliputi MRS Broth, agar,sukrosa, laktosa, aquades, NaCl, HCl, NaOH, buffer phospat pH 4 dan 7. Alat yang digunakan pada penelitian ini terbagi menjadi alat utama danalat analisa. Alat utama dalam penelitian ini meliputi  Laminer Air Flow KenisCB-850K, Laminer Air Flow (LAF) CRUMAIR, Autoclave Sanyo MLS-3000,Hot Air Strerilizer Sakura HE-01, pH meter Horiba F-21, Sentrifuge Kubota 2410,Freeze Dryer Eyela Tokyo FDU-1200, Inkubator Eyela LTI-1000D dan Hot platestrirer merek Misung scientific tipe HS15. Alat untuk analisis dalam penelitian inimeliputi Spektrofotometer merek Shimadzu tipe UV-Mini 1240, Inkubator HareusInstrument, Inkubator Eyela SLI-600N dan pH meter.  Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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15       
3.3 Pelaksanaan Penelitian 3.3.1 Rancangan Penelitian Penalitian ini merupakan penelitian eksplorasi dengan menggunakan dua variabel yaitu bakteri asam laktat (A) dan bahan pengkapsul (B), sehingga diperoleh kombinasi sebagai berikut: A1:Lactobacillus plantarum A   B1:Aquades (Kontrol) A2: Lactobacillus plantarum B   B2:Sukrosa 10% A3: Lactobacillus fermentum    B3:Laktosa 10% A1B1  : Lactobacillus plantarum A, Aquades (Kontrol) A1B2  : Lactobacillus plantarum A, Sukrosa 10% A1B3 : Lactobacillus plantarum A, Laktosa 10% A2B1  : Lactobacillus plantarum B, Aquades (Kontrol ) A2B2 : Lactobacillus plantarum B, Sukrosa 10% A2B3 : Lactobacillus plantarum B, Laktosa 10% A3B1 : Lactobacillus fermentum, Aquades (Kontrol) A3B2 : Lactobacillus fermentum, Sukrosa 10% A3B3 : Lactobacillus fermentum, Laktosa 10% Masing-masing kombinasi perlakuan tersebut diulang tiga kali. Hasil pengamatannya diolah menggunakan statistik sederhana seperti rerata dan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik. 3.3.2 Pelaksanaan Penelitian Penelitian ini dilaksanakan dalam satu tahap yang dilanjutkan dengan analisa. Tahapan penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 3.1.       Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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16                    
Gambar 3.1 Alur pelaksanaan penelitian a. Pembiakan sel bakteri asam laktat dalam MRS Broth Pembiakan sel bakteri asam laktat dimulai dari peremajaan menggunakan MRS Agar (agar tegak) dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC. Media MRS Agar dibuat dengan melarutkan 52,2 gram MRS Broth dan 14 g Agar pada 1 L Aguades dan dikondisikan pada pH 6,2 menggunakan HCl 5M dan NaOH 5M.  Media MRS Agar tersebut dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian media tersebut  disterilisasi dengan suhu 121oC selama 15 menit dan didinginkan dalam posisi tegak.  Kultur dari media tegak MRS Agar, diambil 1 ose dan dimasukkan dalam 10 mL media MRS Broth dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Pembiakan dalam MRS Broth dilakukan pengulangan sebanyak 4 kali dengan kondisi sama, kemudian ditambahkan pada 90 mL MRS Broth yang telah dipreparasi dan disterilisasi dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC. Diagram alir pembiakan sel bakteri asam laktat dapat dilihat pada Gambar 3.2. Pembiakan sel bakteri L.plantarum A, L.plantarum B, dan L.fermentum pada media MRSB. Setelah itu dilakukan pengujian pertumbuhan bakteri pada jam ke-0,3,6,12 dan 24, total bakteri dan produksi asam. Dilanjutkan dengan pemisahan menggunakan sentrifuse. Enkapsulasi bakteri L.plantarum A, L.plantarum B, dan L. fermentum menggunakan metode freeze-dry dengan sukrosa 10% dan laktosa 10% sebagai penyalut. Dilanjutkan dengan pengujian pertumbuhan bakteri pada jam ke-0,3,6,12 dan 24, total bakteri dan produksi asam Penyimpanan pada suhu 30oC dan  pengujian pertumbuhan bakteri pada jam ke-0,3,6,12 dan 24, total bakteri dan produksi asam pada minggu ke-1, 2, 3 dan 4. Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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17                     
Gambar 3.2. Diagram alir pembiakan sel bakteri asam laktat b. Pemisahan sel dari media MRS Broth Kultur bakteri asam laktat yang telah ditumbuhkan dalam MRS Broth selama 24 jam pada suhu 37oC disentrifus selama 15 menit pada kecepatan 2000 rpm. Padatan hasil sentrifugasi dipisahkan dengan supernatannya dan dicuci dengan larutan fisiologis NaCl 0,85% sebanyak 2 kali, sehingga didapatkan padatan sel bakteri asam laktat. Diagram alir pemisahan sel bakteri asam laktat dengan media MRSB dapat dilihat pada Gambar 3.3.       uji kurva pertumbuhan dengan pengamatan pada jam ke 0,3,6,12 dan 24,uji total bakteri dan uji produksi asam 1 ose bakteri asam laktat Inokulasi pada 10 mL MRSB Inkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam Inkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam Inokulasi pada 90 mL MRSB Kultur  bakteri asam laktat 4 x  Pengulangan Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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18                     
Gambar 3.3 Diagram alir pemisahan sel bakteri asam laktat dengan media MRSB c. Enkapsulasi bakteri asam laktat Enkapsulasi dilakukan menggunakan metode freeze drying. Pada metode ini sel bakteri asam laktat ditambah dengan aquades atau larutan sukrosa 10% atau larutan laktosa 10% yang telah disterilisasi sebanyak volume awal media pembiakan sel. Selanjutnya sampel didiamkan selama satu jam sebelum dibekukan dalam freezer selama 24 jam, untuk dilanjutkan dengan freeze drying selama 24 jam pada suhu dibawah -40oC.  Sel mikroba hasil enkapsulasi dianalisis dan disimpan pada suhu 30oC. Diagram alir enkapsulasi bakteri L. plantarum dan L. fermentum dapat dilihat pada Gambar 3.4.     Kultur Bakteri Asam Laktat Pemisahan sel bakteri dan media menggunakan sentrifuge(2000 rpm, 15 menit) Media MRSB Homogenisasi Larutan fisiologis  2x pengulangan Sel bakteri asam laktat Penambahan Larutan fisiologis 0,85% Pemisahan sel bakteri dan media menggunakan sentrifuge(2000 rpm, 15 menit) Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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19                              Gambar 3.4 Diagram alir enkapsulasi bakteri L. plantarum dan L.fermentum     uji kurva pertumbuhan dengan pengamatan pada jam ke 0,3,6,12 dan 24,uji total bakteri dan uji produksi asam pada minggu ke 0, 1, 2, 3, dan 4 Sel L. fermentum dan L. plantarum Pendiaman selama 1 jam (T: suhu ruang) Penambahan 10% Laktosa Penambahan Aquades steril Penambahan 10% Sukrosa Pembekuan selama 24 jam Pengeringan menggunakan Freeze Drying (suhu -40oC, Waktu : 24 Jam) L. plantarum dan L. fermentum terenkapsulasi Penyimpanan selama 4 minggu pada inkubator suhu 30oC Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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20    d. Analisa Data Data yang didapatkan dari hasil pengamatan akan diolah dan dianalisa dari rata-rata tiga ulangan. Untuk mempermudah memahami data maka, data akan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik. 
3.4  Parameter pengamatan  Parameter pengamatan dalam penelitian ini meliputi parameter mikroorganisme yang terdiri dari viabilitas sel hasil enkapsulasi menggunakan metode Total Plate Count, aktifitas sel mikroba menggunakan metode spektrofotometri, produksi asam, dan efisiensi enkapsulasi.  
3.5 Prosedur Pengamatan 3.5.1 Total Bakteri Asam Laktat   Pengamatan terhadap total bakteri asam laktat dilakukan sebelum,sesudah enkapsulasi dan setelah penyimpanan 1,2,3,4 mnggu. Hasil enkapsulasi ditambahkan aquades steril sampai volume awal sebelum enkapsulasi. Kemudian diambil 0,5 mL sebagai sampel. Sampel tersebut diencerkan sampai 8 kali menggunakan larutan fisiologis NaCl 0,85%. Diambil 0,1 mL dari 5 pengenceran terakhir dan ditumbuhkan pada cawan petri berisikan MRSA serta diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37oC. Total bakteri bakteri asam laktat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut: Total koloni (CFU/mL) = ����� ��	
��� ��
� ����� ���
�������������  3.5.2 Kurva Pertumbuhan (Growth Curve)  Pengamatan terhadap kurva pertumbuhan dilakukan sebelum dan sesudah enkapsulasi. Pengamatan terhadap kurva pertumbuhan ini dilakukan sampai minggu ke-4 setelah enkapsulasi. Hasil enkapsulasi ditambahkan aquades steril sampai volume awal sebelum enkapsulasi. Diambil 0,5 mL Selanjutnya dilakukan pengenceran menggunakan aquades steril sampai didapatkan tingkat transmitance 80-95%. Hasil pengenceran tersebut diinokulasikan pada 10 mL MRS Broth dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC. Dilakukan  Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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21 pengamatan absorbansi pada jam ke 0, 3, 6, 12, dan 24 dengan spektrofotometerpada panjang gelombang 600 nm.  3.5.3 Viabilitas bakteri terenkapsulasi  Pengujian ini menggunakan metode Donthidi et al. (2010) dimana menggunakan rumus: Viabilitas bakteri terenkpasulasi (%)=��	��
�������
��	��������� �  ��	��
�����
���	��������  3.5.4 Produksi Asam Pengamatan terhadap produksi asam dilakukan sebelum enkapsulasi,sesudah enkapsulasi , dan setelah penyimpanan 1, 2 3 dan 4 minggu setelahenkapsulasi. Hasil enkapsulasi ditambahkan aquades steril sampai volume awalsebelum enkapsulasi, kemudian diambil 0,5 mL dan diinokulasikan pada 4,5 mLMRS Broth. Campuran diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC dan diukur pHsetelah fermentasi. Sebagai pembading dilakukan pengukuran total asammengunakan titrasi asam-basa. Pengujian dilakukan dengan caramenginokulasikan 50µL sampel pada tabung eppendorf 1-1,5 mL berisikan950µL media MRSB yang kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam.Media MRSB yang telah ditumbuhi oleh bakteri asam laktat tersebut disentrifuseselama 10 menit pada kecepatan 2000 rpm, yang bertujuan untuk memisahkan selbakteri asam laktat dengan hasil metabolit.  Sebanyak 1 mL supernatan hasilsentrifuse diencerkan dalam 50mL aquades, lalu ditambah 2-3 tetes indikatorfenolftalin 1% kemudian dititrasi menggunakan NaOH 0,01 N sampai titik titrasitercapai, yaitu terbentuk warna merah muda yang tidak memudar (tetap). Jumlahml NaOH yang digunakan setara dengan total asam yang dihasilkan oleh bakteriasam laktat sempel. Total asam dapat dihitung sebagai persen asam laktatmenggunakan rumus: 
% asam laktat  = ml NaOH x N NaOH (mol/L) x 1 L/1000 ml x BM Laktat x FP x 100% 

ml sampel 
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    BAB 5. PENUTUP 
 
 

5.1  Kesimpulan Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah: 1. Enkapsulasi Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum menggunakan laktosa memiliki viabilitas 93,81 (Lactobacillus plantarum  A ), 93,38 (Lactobacillus plantarum B) dan 87,87 (Lactobacillus  fermentum) yang lebih baik jika dibandingkan dengan menggunakan sukrosa yakni 84,22 (Lactobacillus plantarum A), 84,21 (Lactobacillus plantarum B) dan 69,12 (Lactobacillus fermentum) maupun control  19,23 (Lactobacillus plantarum  A ), 21,64 (Lactobacillus plantarum B ), 18,36 (Lactobacillus  fermentum) 2. Viabilitas Lactobacillus plantarum terenkapsul memiliki viabilitas yang lebih baik jika dibandingkan dengan Lactobacillus fermentum terenkapsulasi menggunakan bahan pengkapsul laktosa, sukrosa maupun kontrol (aquaddes) 3. Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum terenkapsulasi menggunakan laktosa, sukrosa, dan aquades(kontrol) mengalami penurunan viabilitas serta memiliki pertumbuhan yang cenderunng melambat pada penyimpanan suhu 30oC selama 4 minggu. 4. Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus fermentum terenkapsulasi menggunakan laktosa, sukrosa, dan aquades(kontrol) memiliki kemampuan produksi asam yang cenderung sama yakni berkisar 3-4 (pH) setelah penyimpanan pada suhu 30oC selama 4 minggu.  
5.2  Saran  Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut mengenai enkapulasi menggunakan bahan lain seperti protein dan gula alkohol yang memiliki nilai Tg lebih tinggi. Selain itu perlu dilakukan juga penelitian lebih lanjut mengenai kondisi penyimpanan bakteri terenkapsulasi untuk mendapatkan aktivitas bakteri dan viabilitas yang lebih baik. Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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39  Lampiran 4.1. Pertumbuhan Lactobacillus platarum dan Lactobacillus fermentum sebelum dan setelah enkapsulasi Sebelum Enkapsulasi Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 
Lactobacillus 
plantarum A-Kontrol   1 0,21 0,23 0,33 0,49 0,59 2 0,24 0,25 0,37 0,59 0,62 3 0,19 0,23 0,33 0,49 0,63 4 0,24 0,26 0,36 0,59 0,63 5 0,21 0,23 0,34 0,62 0,59 6 0,24 0,25 0,37 0,62 0,64 Rata-Rata 0,23 0,25 0,35 0,57 0,62 

Lactobacillus 
plantarum B-Kontrol 1 0,13 0,24 0,40 0,53 0,59 2 0,19 0,25 0,48 0,63 0,64 3 0,12 0,17 0,28 0,50 0,59 4 0,20 0,23 0,37 0,58 0,60 5 0,14 0,18 0,28 0,60 0,59 6 0,20 0,23 0,37 0,58 0,60 Rata-Rata 0,17 0,22 0,37 0,57 0,61 
Lactobacillus 
fermentum-Kontrol  1 0,11 0,18 0,38 0,63 0,59 2 0,20 0,22 0,46 0,69 0,64 3 0,11 0,18 0,39 0,62 0,60 4 0,22 0,23 0,46 0,66 0,64 5 0,22 0,23 0,35 0,63 0,59 6 0,24 0,25 0,46 0,64 0,65 Rata-Rata 0,19 0,22 0,42 0,65 0,63   Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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40     Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 Setelah enkapsulasi 
Lactobacillus 
plantarum A-Kontrol 1 0,21 0,23 0,29 0,56 0,56 2 0,29 0,32 0,33 0,53 0,53 Rata-Rata 0,54 0,27 0,31 0,55 0,55 
Lactobacillus 
plantarum A-Sukrosa 1 0,21 0,25 0,34 0,57 0,57 2 0,28 0,31 0,37 0,54 0,54 Rata-Rata 0,25 0,28 0,35 0,55 0,55 
Lactobacillus 
plantarum A-Laktosa 1 0,21 0,25 0,37 0,57 0,57 2 0,28 0,33 0,37 0,56 0,56 Rata-Rata 0,25 0,29 0,37 0,57 0,58 

Lactobacillus 
plantarum B-Kontrol 1 0,21 0,21 0,28 0,55 0,58 2 0,29 0,31 0,34 0,47 0,53 Rata-Rata 0,25 0,26 0,31 0,56 0,56 
Lactobacillus 
plantarum B-Sukrosa 1 0,21 0,23 0,38 0,56 0,62 2 0,28 0,31 0,38 0,55 0,58 Rata-Rata 0,25 0,27 0,38 0,55 0,60 
Lactobacillus 
plantarum B-Laktosa 1 0,21 0,24 0,41 0,56 0,65 2 0,28 0,31 0,26 0,55 0,61 Rata-Rata 0,25 0,27 0,38 0,56 0,63 Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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41  Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 
Lactobacillus fermentum-Kontrol 1 0,20 0,21 0,32 0,56 0,57 2 0,29 0,31 0,33 0,48 0,53 Rata-Rata 0,25 0,26 0,32 0,52 0,55 
Lactobacillus fermentum-Sukrosa 1 0,21 0,23 0,37 0,56 0,58 2 0,30 0,32 0,36 0,52 0,54 Rata-Rata 0,26 0,27 0,37 0,54 0,56 
Lactobacillus 
fermentum-Laktosa 1 0,22 0,22 0,42 0,60 0,62 2 0,29 0,31 0,38 0,55 0,58 Rata-Rata 0,25 0,26 0,40 0,57 0,60 Penyimpanan 1 Minggu 
Lactobacillus plantarum A-Kontrol 1 0,35 0,26 0,38 0,48 0,59 2 0,23 0,24 0,27 0,41 0,61  0,29 0,25 0,33 0,44 0,60 
Lactobacillus plantarum A-Sukrosa 1 0,25 0,25 0,29 0,52 0,60 2 0,22 0,27 0,33 0,54 0,62  0,24 0,26 0,31 0,53 0,61 
Lactobacillus plantarum A-Laktosa 1 0,24 0,27 0,29 0,52 0,60 2 0,23 0,26 0,27 0,52 0,59  0,23 0,27 0,28 0,52 0,60       Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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42  Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 
Lactobacillus 
plantarum B-Kontrol 1 0,25 0,26 0,27 0,51 0,59 2 0,23 0,23 0,25 0,41 0,58 Rata-Rata 0,24 0,25 0,26 0,47 0,58 

Lactobacillus 
plantarum B-Sukrosa 1 0,25 0,26 0,29 0,52 0,60 2 0,23 0,24 0,26 0,53 0,63 Rata-Rata 0,24 0,25 0,27 0,53 0,62 
Lactobacillus 
plantarum B-Laktosa 1 0,25 0,27 0,29 0,53 0,62 2 0,23 0,26 0,27 0,54 0,64 Rata-Rata 0,24 0,26 0,28 0,53 0,63 

Lactobacillus 
fermentum-Kontrol 1 0,29 0,26 0,28 0,52 0,59 2 0,26 0,24 0,27 0,51 0,61 Rata-Rata 0,28 0,25 0,27 0,52 0,60 

Lactobacillus 
fermentum -Sukrosa 1 0,26 0,32 0,28 0,50 0,58 2 0,23 0,27 0,27 0,53 0,57 Rata-Rata 0,24 0,29 0,28 0,51 0,57 

Lactobacillus 
Fermentum -Laktosa 1 0,24 0,28 0,33 0,56 0,59 2 0,23 0,27 0,30 0,59 0,58 Rata-Rata 0,23 0,27 0,32 0,57 0,58     Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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43  Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 Penyimpanan 2 Minggu 
Lactobacillus 
plantarum A-Kontrol 1 0,25 0,26 0,27 0,30 0,57 2 0,19 0,22 0,22 0,47 0,53 Rata-Rata 0,22 0,24 0,25 0,38 0,55 
Lactobacillus 
plantarum A-Sukrosa 1 0,26 0,26 0,28 0,55 0,57 2 0,20 0,22 0,23 0,53 0,58 Rata-Rata 0,23 0,24 0,25 0,54 0,57 
Lactobacillus 
plantarum A-Laktosa  0,25 0,25 0,26 0,56 0,59  0,19 0,23 0,23 0,57 0,59  0,22 0,24 0,25 0,57 0,59 
Lactobacillus 
plantarum B-Kontrol  0,21 0,22 0,26 0,30 0,51  0,22 0,22 0,24 0,25 0,53  0,21 0,22 0,25 0,27 0,52 
Lactobacillus 
plantarum B-Sukrosa  0,24 0,25 0,27 0,54 0,64  0,21 0,22 0,32 0,57 0,63  0,25 0,23 0,29 0,55 0,64 
Lactobacillus 
plantarum B-Laktosa  0,25 0,26 0,27 0,56 0,70  0,22 0,22 0,31 0,60 0,64  0,23 0,24 0,29 0,58 0,67  Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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44   Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 
Lactobacillus 
fermentum-Kontrol  0,22 0,22 0,25 0,40 0,56  0,21 0,22 0,22 0,36 0,54  0,21 0,22 0,23 0,38 0,55 
Lactobacillus 
fermentum-Sukrosa  0,22 0,25 0,28 0,53 0,58  0,21 0,22 0,32 0,57 0,61  0,22 0,23 0,30 0,55 0,59 

Lactobacillus 
fermentum-Laktosa 1 0,25 0,26 0,26 0,58 0,58 2 0,21 0,22 0,22 0,58 0,65 Rata-Rata 0,23 0,24 0,24 0,58 0,62 Penyimpanan 3 Minggu 

Lactobacillus 
plantarum A-Kontrol 1 0,22 0,23 0,26 0,32 0,59 2 0,22 0,22 0,23 0,36 0,55 Rata-Rata 0,22 0,23 0,24 0,34 0,57 
Lactobacillus 
plantarum A-Sukrosa 1 0,21 0,23 0,24 0,58 0,59 2 0,22 0,23 0,23 0,51 0,55 Rata-Rata 0,21 0,23 0,24 0,54 0,57 
Lactobacillus 
plantarum A-Laktosa 1 0,21 0,25 0,32 0,60 0,69 2 0,22 0,22 0,31 0,56 0,63 Rata-Rata 0,22 0,23 0,32 0,58 0,66   Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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45   Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 
Lactobacillus 
plantarum B-Kontrol  0,21 0,23 0,26 0,34 0,59  0,22 0,22 0,23 0,23 0,53  0,22 0,23 0,24 0,28 0,56 
Lactobacillus 
plantarum B-Sukrosa  0,21 0,24 0,25 0,5 0,6  0,22 0,23 0,24 0,5 0,57  0,21 0,23 0,24 0,5 0,58 

Lactobacillus 
plantarum B-Laktosa 1 0,23 0,25 0,27 0,58 0,62 2 0,23 0,22 0,24 0,54 0,63 Rata-Rata 0,22 0,23 0,25 0,56 0,62 
Lactobacillus 

fermentum-Kontrol 1 0,23 0,24 0,25 0,33 0,49 2 0,22 0,23 0,23 0,33 0,53 Rata-Rata 0,22 0,23 0,24 0,33 0,51 
Lactobacillus 
fermentum-Sukrosa 1 0,22 0,23 0,24 0,56 0,59 2 0,22 0,23 0,24 0,51 0,54 Rata-Rata 0,22 0,23 0,24 0,53 0,56 
Lactobacillus 
fermentum-Laktosa 1 0,23 0,24 0,33 0,59 0,60 2 0,22 0,23 0,23 0,60 0,64 Rata-Rata 0,22 0,24 0,28 0,59 0,62    Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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46   Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 Penyimpanan 4 Minggu 
Lactobacillus 
plantarum A-Kontrol  0,34 0,35 0,37 0,38 0,51  0,23 0,23 0,24 0,26 0,55  0,28 0,29 0,30 0,32 0,53 
Lactobacillus 
plantarum A-Sukrosa  0,33 0,35 0,36 0,49 0,53  0,22 0,22 0,23 0,55 0,65  0,27 0,28 0,29 0,52 0,59 
Lactobacillus 
plantarum A-Laktosa 1 0,34 0,35 0,36 0,49 0,64 2 0,22 0,23 0,23 0,55 0,67 Rata-Rata 0,28 0,29 0,30 0,52 0,65 
Lactobacillus 
plantarum B-Kontrol 1 0,34 0,36 0,36 0,42 0,50 2 0,22 0,23 0,23 0,25 0,56 Rata-Rata 0,28 0,29 0,30 0,33 0,53 

Lactobacillus 
plabtarum B-Sukrosa 1 0,34 0,359 0,36 0,48 0,54 2 0,22 0,23 0,23 0,48 0,57 Rata-Rata 0,28 0,29 0,30 0,48 0,56 

Lactobacillus 
plantarum B-Laktosa 1 0,32 0,35 0,35 0,51 0,56 2 0,22 0,22 0,24 0,58 0,63 Rata-Rata 0,27 0,28 0,30 0,55 0,59 Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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47   Sempel Ulangan ke- Jam ke- 0 3 6 12 24 
Lactobacillus 
fermentum-Kontrol  0,33 0,36 0,37 0,46 0,53  0,23 0,22 0,22 0,24 0,55  0,28 0,29 0,30 0,35 0,54 
Lactobacillus 
fermentum-Sukrosa 

 0,33 0,35 0,37 0,40 0,54  0,22 0,23 0,23 0,52 0,57  0,27 0,29 0,30 0,46 0,55 
Lactobacillus 
fermentum-Laktosa 1 0,34 0,36 0,30 0,52 0,54 2 0,22 0,23 0,37 0,55 0,61 Rata-Rata 0,28 0,29 0,24 0,53 0,58                 Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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48  Lampiran 4.2 Total dan viabilitas Lactobacillus platarum dan Lactobacillus fermentum sebelum dan setelah enkapsulasi  
Kontrol Masa Penyimpanan Populasi bakteri (CFU/ml) Viabilitas sel (%) 

L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum Sebelum enkapsulasi 1.3 x 108 1.4 x 108 3.1 x 108 2.2 x 108 3.4 x 108 2.6x108 100 100 100 Rata-rata 1,31 x 108±0,07 2,7 x 108±0,59 3,01x 108±0,55 Setelah enkapsulasi 1.1x 107 3.9 x107 7,4 x 107 4.2 x 107 9.2x 107 1.8x 107 19.23 21,64 18,36 Rata-rata 2.51 x 107±1,96 5,8 x 107±2,26 5,52 x 107±5,20 1 Minggu 3.5 x105 7.3 x105 5.8 x 105 5.7 x 105 3.6 x 106 7.2x106 0.41 1,17 1,79 Rata-rata 5.4 x 106±2,69 3,14 x 106±3,62 5,4 x 106±2,55 2 Minggu 1.2 x 105 1.0x105 5.1 x 105 2.7 x 104 3.6 x 105 4.2x104 0,08 0,10 0,06 Rata-rata 1,15 x 105±0,13 2,68 x 105±3,41 2,01 x 105±2,25 3 Minggu 9.8 x 104 4.6 x 104 4.5 x 103 2.0 x 104 1.3x104 1.2x104 0,05 0.0046 0,004 Rata-rata 7.2 x 104±3,68 1,25 x 104±1,14 1,3 x 104±0,03 4 Minggu 5.3 x 102 6.3 x102 2.0 x 104 1.9 x 103 4.4x103 5.0x103 0,0004 0,0041 0,001 Rata-rata 5,81 x 102±0,71 1.11 x 104±1,30 4,7 x 103±0,42 
Sukrosa Sebelum enkapsulasi 5.5x 108 1.2x108 2.7x108 1.0x108 7.5x108 1.4x108 100 100 100 Rata-rata 3,36 x 108±3,02 1,9 x 108±1,24 4.47 x 108±1,38 Setelah enkapsulasi 4.8x108 8.6x107 1.3x108 1.8x108 1.0x108 5.1x108 84,22 84,21 69,12 Rata-rata 2,83 x 108±2,78 1,6 x 108±0,39 3,09 x 108±2,84 Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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49     Masa Penyimpanan Populasi bakteri (CFU/ml) Viabilitas sel (%) 
L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum 1 Minggu 9.2x107 6.7x107 6.9x107 5.7x107 7.3x107 7.6x107 23,66  33,15  16,66  Rata-rata 7,95 x 107±1,77 6,3 x 107±0,85 7,45 x 107±0,21 2 Minggu 3.0x107 5.3x106 1.4x107 1.6x107 2.0x107 1.3x107 5,25  8.00 3,83  Rata-rata 1,77 x 107±1,75 1.52 x 107±0,11 1,17 x  107±0,46 3 Minggu 7.4x106 8.0x106 1.0x107 4.3x106 7.9x106 2.2 x 106 2,29 3,84 1,13  Rata-rata 7,0 x 106±0,42 7,3 x 106±4,24 5.08 x 106±3,98 4 Minggu 1.8x106 1.7x106 4.4x106 5.4x106 9.4x103 8.6x103 0,53  2,57 0,002  Rata-rata 1,79 x 106±0,04 4,9x 106±0,71 9,0 x 103±0,57 

Laktosa Sebelum enkapsulasi 5.5x108 1.9x108 3.5x108 1.7x108 1.2x108 7.5x108 100 100 100 Rata-rata 3.7 x 108±2,51 2,65 x 108±1,20 4.36 x 108±4,44 Setelah enkapsulasi 5,6x107 1.3x108 3.7x108 1.2x108 9.6x107 6.7x108 93,81  93,38 87,84  Rata-rata 3,49 x 108±2,98 2,47 x 108±1,73 3, 83 x 108±4,05 1 Minggu 3.8x108 1,27x108 1.1x108 3.6x108 3.5x107 3.8x108 68,14 90,17  47,59  Rata-rata 2,53x 108±1,79 2,39 x 108±1,72 2,07 x 108±2,44 2 Minggu 4.5x107 3.0x107 5.2x107 3.9x107 2.9x107 2.5x107 10,08 17,20 6,30 Rata-rata 3.8 x 107±1,06 4,5 x  107±0,92 2,75 x 107±0,23 3 Minggu 1.1x107 4.7x107 3.4x107 1.5x107 1.9x107 2.2x107 7,91 9,39  4,83  Rata-rata 2,94 x 107±2,48 2,48 x 107±1,29 2,11 x 107±0,25 4 Minggu 7.9x106 6,3x106 2.0x107 1.9x107 1.0x107 9.7x106 1,90  7,67 2,27 Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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50  Rata-rata 7,1 x 106±1,13 2,03 x 107±0,08 9,90 x 106±0,28 Lampiran 4.3 Produksi asam dan pH Lactobacillus platarum  dan Lactobacillus fermentum sebelum dan setelah enkapsulasi  
Kontrol Masa Penyimpanan Total Asam Laktat (%) pH 

L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum Sebelum enkapsulasi 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,18 4,1 4 4,3 4 4,24 4,34 Rata-rata 0,17±0,0 0,17±0,0 0,17±0,0 4,05±0,07 4,15±0,21 4,29±0,07 Setelah enkapsulasi 0,21 0,21 0,22 0,22 0,22 0,21 4,04 4,04 3,8 4,09 3,86 3,62 Rata-rata 0,21±0,0 0,22±0,0 0,22±0,01 4,04±0,00 4,01±0,21 3,74±0,17 1 Minggu 0,19 0,19 0,21 0,22 0,21 0,20 3,8 3,67 3,89 3,8 3,69 3,78 Rata-rata 0,19±0,00 0,22±0,01 0,21±0,01 3,73±0,09 3,84±0,06 3,73±0,06 2 Minggu 0,19 0,20 0,16 0,17 0,02 0,21 3,13 3,83 3,8 3,61 3,8 3,65 Rata-rata 0,19±0,0 0,16±0,0 0,11±0,14 3,48±0,49 3,70±0,13 3,72±0,11 3 Minggu 0,08 0,19 0,17 0,16 0,17 0,17 3,24 3,24 3,94 3,30 3,57 3,32 Rata-rata 0,18±0,01 0,16±0,01 0,17±0,0 3,24±0,00 3,62±0,45 3,44±0,18 4 Minggu 0,20 0,20 0,16 0,17 0,19 0,20 3,99 3,61 3,58 3,78 3,56 3,66 Rata-rata 0,20±0,0 0,17±0,01 0,19±0,01 3,8±0,27 3,68±0,14 3,61±0,07 
Sukrosa Sebelum enkapsulasi 0,17 0,17 0,17 0,16 0,19 0,19 4,4 4,2 4,1 3,8 4,03 4,20 Rata-rata 0,17±0,0 0,17±0,01 0,19±0,0 4,3±0,14 3,95±0,21 4,11±0,12 Setelah enkapsulasi 0,20 0,19 0,21 0,22 0,20 0,21 3,94 4,09 3,89 3,95 3,87 3,63 Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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51  Rata-rata 0,20±0,01 0,21±0,0 0,20±0,0 4,01±0,11 3,92±0,04 3,75±0,17 Masa Penyimpanan Total Asam Laktat (%) pH 
L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum L. plantarum A L. plantarum B L. fermentum 1 Minggu 0,21 0,22 0,20 0,20 0,20 0,20 3,79 4,22 4,45 4,00 4,84 3,6 Rata-rata 0,21±0,0 0,20±0,0 0,20±0,01 4,00±0,30 4,22±0,32 4,22±0,88 2 Minggu 0,21 0,22 0,19 0,19 0,20 0,20 4,16 4,53 4,43 4,35 3,19 4,2 Rata-rata 0,21±0,01 0,19±0,01 0,20±0,01 4,34±0,26 4,39±0,06 3,69±0,71 3 Minggu 0,21 0,21 0,16 0,16 0,17 0,16 3,09 3,25 3,92 4,55 3,62 3,13 Rata-rata 0,21±0,0 0,16±0,0 0,17±0,0 3,17±0,11 4,23±0,45 3,37±0,35 4 Minggu 0,19 0,19 0,18 0,19 0,19 0,19 4,05 3,83 3,57 3,78 3,27 3,66 Rata-rata 0,19±0,0 0,19±0,0 0,19±0,0 3,94±0,16 3,67±0,15 3,46±0,28 

Laktosa Sebelum enkapsulasi 0,18 0,19 0,16 0,16 0,20 0,19 4,30 3,90 3,70 3,80 4,11 3,89 Rata-rata 0,19±0,01 0,16±0,00 0,20±0,01 4,10±0,28 3,75±0,07 4,00±0,16 Setelah enkapsulasi 0,20 0,19 0,21 0,21 0,21 0,21 3,90 3,87 3,51 3,50 3,67 3,70 Rata-rata 0,20±0,01 0,21±0,0 0,21±0,0 3,88±0,02 3,50±0,01 3,68±0,02 1 Minggu 0,23 0,23 0,18 0,19 0,21 0,20 3,69 3,70 3,76 3,67 3,68 3,68 Rata-rata 0,23±0,0 0,19±0,0 0,21±0,01 3,69±0,01 3,71±0,06 3,68±0,00 2 Minggu 0,19 0,18 0,18 0,19 0,17 0,18 3,73 3,65 2,97 4,30 3,51 3,52 Rata-rata 0,18±0,0 0,19±0,0 0,18±0,0 3,69±0,06 3,60±0,94 3,51±0,01 3 Minggu 0,21 0,21 0,24 0,23 0,17 0,17 3,18 3,36 3,14 3,28 3,27 3,19 Rata-rata 0,21±0,0 0,23±0,01 0,17±0,0 3,27±0,13 3,21±0,10 3,23±0,06 4 Minggu 0,21 0,20 0,20 0,20 0,19 0,20 3,94 3,67 3,68 3,94 3,84 3,70 Rata-rata 0,21±0,01 0,20±0,0 0,19±0,01 3,80±0,19 3,81±0,18 3,77±0,10 Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember
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