BAB IV
BAHAN DAN METODE PENELITIAN

4.1. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah susu UHT
Full Cream Ultra Milk Ultra Jaya, kultur bakteri Lactobacillus acidophilus
FNCC 0051, akuades, larutan NaCl merk Riedel-de Haen 31434 0,85%,
larutan Na-sitrat 0,1 M teknis, Na Alginat murni merk Zigma A2033-100G,
larutan CaCl, 1% teknis, air pepton 0,1% (Peptone from meat merk
“MERCK 1.07224.1000"), alkohol 96%, larutan Crystal Violet modifikasi
Hucker, larutan iodin, larutan alkohol aseton, larutan Safranin Gram Stain,
minyak immerse, kertas lensa, sumbat kapas, aluminium foil, kertas coklat
dan korek api.

Media yang digunakan untuk analisa mikrobiologi adalah deMan,
Rogosa, Sharpe bouillon (yang selanjutnya disebut MRS) Broth (Pronadisa
Cat. 1215.00), Bacto Agar (MERCK 214010), dan MRS Agar (Pronadisa
Cat. 1043.00). Komposisi dan cara pembuatan media dan larutan yang

digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Lampiran 1.

4.2. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah erlenmeyer,
beker glass, tabung reaksi, rak tabung reaksi, cawan petri, pipet ukur, kawat
ose, batang pengaduk, sendok porselen, sendok plastik, thermometer O-
100°C, bunsen, kaki tiga, kassa asbes, penangas air, sumbat kapas, spiritus,
syringe “Termuno”, spuit injeksi “Terumo Needle” single use
(1,20x38mm), cup plastik PP Lionstar kapasitas 145 mL, plastik PP
Lionstar kapasitas 100 mL, cup plastik PP Lionstar kapasitas 45 mL, enkast,
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timbangan digital “Mettler Toledo GB 1302”, vortex “ThermolyneSybron
Type 37.600 mixer”, inkubator “WTB Binder” dan “Memmert”, autoklaf
“All American Model No.25X”, oven “WTB Binder”, laminar flow “Telstar
AV-100", lemari es “Rotary Compressor Mitsubishi”, Mikroskop “Nikon”,
Mikrometer “Link’s Brand”, Texture Profile Analyzer “Stable Micro
Systems Texturometer model TA-XT2i”. Spesifikasi cup dan cara sterilisasi

cup dapat dilihat pada Lampiran 2.

4.3.  Waktu dan Tempat Penelitian
4.3.1. Waktu Penelitian
Penelitian pendahuluan dilaksanakan pada bulan Juni 2013 sampai

dengan bulan Oktober 2013. Penelitian utama dilaksanakan pada bulan
November 2013 sampai dengan bulan Desember 2013.
4.3.2. Tempat Penelitian

Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Industri
Pangan, Laboratorium Kimia, Laboratorium Teknologi Pengolahan Pangan,
Laboratorium Analisa Pangan, Laboratorium Biokimia Pangan dan Gizi
Pangan, dan Laboratorium Penelitian Program Studi Teknologi Pangan,
Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Katolik Widya Mandala

Surabaya.

4.4. Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak
Kelompok (RAK) faktorial yang terdiri dari dua faktor yaitu konsentrasi Na
alginat yang terdiri dari 3 (tiga) level dan lama penyimpanan yang terdiri
dari 3 (tiga level), sehingga diperoleh 9 kombinasi perlakuan. Masing-

masing kombinasi perlakuan akan dilakukan pengulangan sebanyak tiga
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kali sehingga akan diperoleh total 27 unit eksperimen. Rancangan penelitian
yang dilakukan dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Parameter yang akan diuji adalah viabilitas sel imobil, diameter, dan
tekstur beads. Data yang diperoleh dari masing-masing pengujian akan
dianalisa secara statistik menggunakan uji ANOVA (Analysis of Varians)
pada a=5%, untuk mengetahui apakah perlakuan memberikan pengaruh
nyata pada setiap parameter pengujian. Apabila hasil uji ANOVA
menunjukkan perbedaan nyata, maka dilanjutkan dengan uji beda jarak
nyata Duncan (Duncan’s Multiple Range Test/ DMRT) pada a = 5% untuk

menentukan taraf perlakuan mana yang memberikan perbedaan nyata.

Tabel 4.1. Rancangan Penelitian Pembuatan Sel Imobil

Perlakuan Konsentrasi Na alginat (A)
Ay Ay As
LiA: (1) LiA2 (1) LiAs (1)
L. LA (2) LA (2) L:1As (2)
LA (3) LA (3) L1As (3)
Lama LoAx (l) LA, (l) LAs3 (1)
penyimpanan L, L,A1(2) LAz (2) L.As(2)
(L) L.A; (3) L.A: (3) LoAs (3)
LsA; (1) LsA(1) LsAs (1)
Ls LsA1(2) LsA2(2) LsAs (2)
LsA1 (3) LsA2 (3) L3A3(3)
Keterangan:
A : Konsentrasi Na alginat 1%
A, : Konsentrasi Na alginat 1,5%
Ag : Konsentrasi Na alginat 2%
Ly : Lama penyimpanan 0 hari
L, : Lama penyimpanan 10 hari
Ls : Lama penyimpanan 20 hari
1) : Ulangan 1
@) : Ulangan 2

3) : Ulangan 3
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4.5. Pelaksanaan Penelitian
4.5.1. Pembuatan Sel Imobil

Tahapan pembuatan sel imobil dapat dilihat pada Gambar 4.3.

2ml kul_tur | 100 mL larutan Na-alginat dan isomalt 3%
Lactobacillus S0 0 o
. ; (b/v) steril (1% (b/v), 1,5% (b/v), 2% (b/v)
acidophilus
FNCC 0051 v
dalam resuspensi Homogenisasi
MRSB
A 4

Penetesan dalam 300 ml larutan CaCl,
1% suhu 5+2°C dengan menggunakan
syringe

\ 4
Penyimpanan pada suhu

5+1 °C selama 15 menit

A 4

Pencucian dengan larutan
garam NaCl 0,85% (3 kali
pencucian @100 ml)

l

Sel Imobil
Keterangan : jumlah beads dihasilkan dalam satu perlakuan 200 beads

Gambar 4.1. Skema Pembuatan Sel Imobil dalam Ca-alginat
Sumber: Sheu and Marshall (1993); Leo and Heo (2000);
Klinkenberg, et al. (2001)



4.5.2. Pembuatan Minuman Susu Sinbiotik
100 mL susu UHT steril

v

Penambahan 30 gram sel imobil Lactobacillus
acidophilus FNCC 0051

v

Susu Probiotik

Penyimpanan dalam refrigerator
(4-7°C)

Uji tekstur (hari ke-0)
Uji diameter (hari ke-0)
Uji ALT (hari ke-0,10,20)

Gambar 4.2. Skema Pembuatan Minuman Susu Sinbiotik
Sumber : Hartati, dkk. (2001) dengan modifikasi

4.5.3. Pengujian Tekstur

satu beads

v
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Peletakan pada glass plate di bawah probe pada suhu kamar

v

Pendeteksian otomatis dengan gaya 8 gram dan jarak 1 mm

v

Pengkompresian sampel 30% dengan kecepatan 0,5mm/s™

# Hardness
Pengukuran tekstur beads ~ [——p-Adhesiveness
Springiness
* Chewiness

Pengulangan sebanyak 10 kali
(Teknik Sampling dengan pengambilan sampel 5% dari total beads)

Gambar 4.3. Diagram Alir Pengujian Tekstur Sel Imobil
Sumber : Rodriguez-Huezo et al.(2011) dengan modifikasi
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4.5.3. Pengujian Diameter Beads

satu beads dengan bentuk yang sama

Pengukuran dengan micrometer (mm) |

v

Pengulangan sebanyak 10 kali
(Teknik Sampling dengan pengambilan sampel 5% dari total beads)

Gambar 4.4. Diagram Alir Pengujian Diameter Beads
Sumber : Huezo et al. (2011)

4.5.4. Pengamatan dan Pengujian
1. Uji Angka Lempeng Total (ALT) Sel Imobil (Lampiran 3)
a. Penimbangan sebanyak 3 gram sel imobil dan dilarutkan

dalam 27 ml larutan Na-sitrat 0,1 M sambil dikocok hingga
sel imobil terlarut semua (£ 10 menit). Setelah sel imobil
terlarut semua, dilakukan uji ALT.

b. ALT sel imobil menyatakan jumlah sel terimobil yang
mampu bertahan pada produk minuman probiotik selama
penyimpanan. Data ini menunjukkan viabilitas sel
Lactobacillus  acidophilus  yang  terimobil  selama
penyimpanan. Sel yang bertahan dihitung dari jumlah koloni
BAL yang tumbuh pada media MRS Agar dan dinyatakan
sebagai log cfu/gram.

4.5.5. Peremajaan Kultur Lactobacillus acidophilus
Kultur yang digunakan dalam enkapsulasi sel imobil adalah kultur
stok Lactobacillus acidophilus. Tahapan peremajaan kultur stok

Lactobacillus acidophilus adalah sebagai berikut.
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5 mL Media MRS Semi
Solid
v

3 o0se LA —»{ Inokulasi

v

Inkubasi 37°C, 24 jam

v

kultur stok Lactobacillus acidophilus

Gambar 4.5. Diagram Alir Peremajaan Kultur Stok Lactobacillus acidophilus
Sumber: Fardiaz (1989)

Penjelasan proses:

1.

Inokulasi

Tahapan ini bertujuan untuk menginokulasikan starter Lactobacillus
acidophilus ke dalam masing-masing media de Man, Rogosa and
Sharpe (MRS) Broth agar dengan menggunakan ose berkolong sebanyak
3 ose. Proses inokulasi dilakukan secara aseptis yaitu dengan dilakukan
di dekat nyala api.

Inkubasi

Tujuan dari tahapan ini adalah untuk memberi kesempatan bagi
Lactoacillus Acidophilus untuk tumbuh dengan memanfaatkan nutrisi
yang ada pada media MRS agar. Proses ini dilakukan pada suhu 37°C
selama 24 jam karena pada suhu dan waktu ini merupakan suhu dan
waktu yang optimal bagi pertumbuhan BAL dan BAL masih berada
pada fase log (Hui, 1992).

4.5.6. Pembuatan Kultur Starter Lactobacillus acidophilus

Tahapan pembuatan kultur starter dapat dilihat pada gambar 4.2.

Penghitungan jumlah bakteri pada kultur starter terdapat pada Lampiran 2.

Tahapan peremajaan kultur BAL adalah sebagai berikut.
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5 mL Media MRS Broth
v
Inokulasi

Inkubasi 37°C, 24 jam

v

kultur starter Lactobacillus acidophilus

v

Uji ALT

3 ose LA dalam
MRS Semi Solid

Gambar 4.6. Diagram Alir Pembuatan Kultur Starter Lactobacillus acidophilus
Sumber: Fardiaz (1989)

Penjelasan proses:

1.

Inokulasi Starter

Tahapan ini bertujuan untuk menginokulasikan starter Lactobacillus
acidophilus ke dalam masing-masing media de Man, Rogosa and
Sharpe (MRS) broth dengan menggunakan ose berkolong sebanyak 3
ose. Proses inokulasi dilakukan secara aseptis yaitu dengan dilakukan di
dekat nyala api.

Inkubasi

Tujuan dari tahapan ini adalah untuk memberi kesempatan bagi
Lactobacillus acidophilus untuk tumbuh dengan memanfaatkan nutrisi
yang ada pada media MRS broth. Proses ini dilakukan pada suhu 37°C
selama 24 jam karena pada suhu dan waktu ini merupakan suhu dan
waktu yang optimal bagi pertumbuhan BAL dan BAL masih berada
pada fase log (Hui, 1992).
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