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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 

acidophillus FNCC 0051, akuades, larutan NaCl merk Riedel-de Haën 

31434 0,85%, larutan Na-sitrat 0,1 M teknis, Na-Alginat murni merk Zigma 

A2033-100G, larutan CaCl2 1% teknis, air pepton 0,1% (Peptone from meat 

merk “MERCK 1.07224.1000”), NaOH 0,1 N (p.a.), asam oksalat 0,1 N, 

indikator phenolphthalein 1%, 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 A. 

 

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 0-

100ºC, bunsen, kaki tiga, kassa asbes, penangas air, sumbat kapas, spiritus, 

syrink “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, timbangan digital 
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“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”, pH meter (merk “Trans Instrument” TI-2100), 

buret (merk “Assistent”), statif, corong, 

kertas saring kasar, botol timbang (merk ”RRC)Texture Profile 

Analyzer “Stable Micro Systems Texturometer model TA-XT2i”. 

Spesifikasi cup dan cara sterilisasi cup dapat dilihat pada Lampiran B. 

 

4.3.  Waktu dan Tempat Penelitian 

4.3.1.  Waktu Penelitian 

Penelitian pendahuluan dilaksanakan pada bulan Juni 2013 sampai 

dengan bulan November 2013. Penelitian utama akan 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) desain 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. 
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Masing-masing kombinasi perlakuan akan dilakukan pengulangan sebanyak 

tiga kali sehingga akan diperoleh total 27 unit eksperimen. Rancangan 

penelitian yang dilakukan dapat dilihat pada Tabel 4.1. 

Parameter yang akan diuji adalah jumlah sel yang terlepas, pH dan 

total asam. Data yang diperoleh dari masing-masing pengujian akan 

dianalisa secara statistik menggunakan uji ANOVA (Analysis of Varians) 

pada α=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 α = 5% untuk 

menentukan taraf perlakuan mana yang memberikan perbedaan nyata.  

Tabel 4.1. Rancangan Penelitian Pembuatan Sel Imobil 

 Perlakuan 
Konsentrasi Na alginat (A) 

 A1  A2  A3 

Lama 

penyimpanan 

(L) 

L1 

L1A1 (1) 

L1A1 (2) 

L1A1 (3) 

L1A2 (1) 

L1A2 (2) 

L1A2 (3) 

L1A3 (1) 

L1A3 (2) 

L1A3 (3) 

L2 

L2A1 (1) 

L2A1 (2) 

L2A1 (3) 

L2A2 (1) 

L2A2 (2) 

L2A2 (3) 

L2A3 (1) 

L2A3 (2) 

L2A3 (3) 

L3 

L3A1 (1) 

L3A1 (2) 

L3A1 (3) 

L3A2(1) 

L3A2 (2) 

L3A2 (3) 

L3A3 (1) 

L3A3 (2) 

L3A3 (3) 

Keterangan: 

A1 : Konsentrasi Na alginat 1%  

A2 : Konsentrasi Na alginat 1,5%  

A3 : Konsentrasi Na alginat 2%  

L1  : Lama penyimpanan 0 hari 

L2  : Lama penyimpanan 10 hari 

L3  : Lama penyimpanan 20 hari 

(1) : Ulangan 1 

(2) : Ulangan 2 

(3) : Ulangan 3 
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4.5. Pelaksanaan Penelitian 

4.5.1 Pembuatan Sel Imobil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Diagram Alir Pembuatan Sel Imobil dalam Ca-alginat 

Sumber : Sheu and Marshall (1993); Lee and Heo (2000); Klinkenberg, et 

al. (2001) 

 

Penjelasan proses : 

1. 2 ml kultur L. acidophilus FNCC 0051 dalam resuspensi MRSB 

dihomogenkan dengan menggunakan vortex. 

100 ml larutan Na-alginat steril (1% 

(b/v), 1,5% (b/v), 2% (b/v)) 

5 ml kultur L. 

Acidophillus 

FNCC 0051 

dalam resuspensi 

MRSB 

Homogenisasi 

Penetesan dalam 300 ml larutan CaCl2 

1%  suhu 4-7
o
C dengan menggunakan 

syrink 

Penyimpanan pada suhu ± 

5
o
C selama 15 menit 

Pencucian dengan larutan 

garam NaCl 0,85% (3 kali 

pencucian @100 ml) 

Sel Imobil 
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2. Pengendalian jumlah sel agar sama pada setiap resuspensi yang 

ditambahkan dilakukan dengan memberi perlakuan yang sama pada 

setiap kali peremajaan kultur (waktu inkubasi, kondisi inkubasi dan 

jumlah pengambilan kultur L.acidophilus.  

3. Pencucian menggunakan garam NaCl 0,85% bertujuan untuk : 

- menghilangkan sel-sel yang mungkin menempel pada dinding luar 

beads sehingga data yang teramati sebagai sel bebas nantinya 

adalah benar-benar sel yang terlepas keluar dari dalam beads.  

- menghilangkan sisa CaCl2 pada beads yang tidak diharapkan berada 

dalam produk (carrier) 

- menghilangkan gel yang terbentuk tidak sempurna sehingga tidak 

mengganggu karakter carrier. 

4. Pencucian menggunakan garam NaCl 0,85% karena larutan NaCl 

0,85% isotonis dengan beads sehingga tidak memungkinkan cairan 

NaCl 0,85% masuk ke dalam beads dan mengganggu aktivitas sel 

yang terrjerat dalam beads saat pencucian. 

 

4.5.2 Pembuatan susu Probiotik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 ml susu UHT 

Penyimpanan dalam refrigerator (4-7
o
C) 

A 

Penambahan sel imobil L. Acidophillus (±30 gram) 

Susu UHT probiotik 

100 ml susu UHT full cream 
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Gambar 4.2 Diagram Alir Pembuatan Susu Probiotik 

Sumber : Hartati, dkk. (2003) dengan modifikasi 

 

Keterangan : 

Total Asam Laktat dan pH diamati karena selama penyimpanan ada 

aktivitas metabolisme sel yang terlepas dari dalam beads dan menghasilkan 

metabolit yang berpengaruh terhadap pH dan keasaman produk carrier. 

Perubahan pH dan keasaman tersebut diharapkan tidak mempengaruhi 

konsistensi karakter carrier sebagai produk non fermented food. 

 

4.5.3 Pembuatan Kultur Starter Lactobacillus acidophilus (LA) 

Tahapan pembuatan kultur starter dapat dilihat pada Gambar 4.3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3. Diagram Alir Pembuatan Kultur Starter LA 

Sumber: Apriyantono, dkk (1989)  

 

 

5 mL Media MRS Broth 

Inokulasi  3 ose LA dalam MRS 

Semi Solid 

Inkubasi 37C, 24 jam 

kultur starter LA 

Uji ALT 

Pengujian pada hari ke-0,10 dan 20 : 

- Total Asam Laktat 

- pH 

- ALT sel bebas 

- ALT sel terimobil (data pendukung) 

- Tekstur beads (data pendukung) 

- Diameter beads (data pendukung) 

A 
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Penjelasan proses: 

1. Inokulasi Starter 

Tahapan ini bertujuan untuk menginokulasikan starter LA 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. 

2. Inkubasi 

Tujuan dari tahapan ini adalah untuk memberi kesempatan bagi LA 

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). 

 

4.5.4 Peremajaan Kultur Lactobacillus acidophillus 

Kultur yang digunakan dalam enkapsulasi sel imobil adalah kultur 

stok Lactobacillus acidophillus. Tahapan peremajaan kultur stok 

Lactobacillus acidophillus adalah sebagai berikut: 

 

Gambar 4.4. Diagram Alir Peremajaan Kultur LA 

Sumber: Fardiaz (1989) 

 

 

5 mL Media MRS Semi 

Solid 

Inokulasi  

Inkubasi 37C, 24 jam 

kultur stok Lactobacillus acidophillus 

3 ose LA 
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Penjelasan proses: 

1. Inokulasi 

Tahapan ini bertujuan untuk menginokulasikan starter LA ke dalam 

masing-masing media de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Brothagar 

dengan menggunakan ose berkolong sebanyak 3 ose. Proses inokulasi 

dilakukan secara aseptis yaitu dengan dilakukan di dekat nyala api. 

2. Inkubasi 

Tujuan dari tahapan ini adalah untuk memberi kesempatan bagi LA 

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).  

 

4.6 Pelaksanaan Pengujian 

4.6.1 Pemisahan Sel yang Terlepas (Sel Bebas) dengan Sel Terimobil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sel Terimobil dalam Susu 

Probiotik 

Penyimpanan dalam refrigerator (4-7
o
C) selama 0, 10 dan 20 

hari (untuk hari ke-0 selama 1 jam) 

Uji ALT 

Sel Bebas 

Pemisahan beads dari susu UHT 

dengan penyaringan secara aseptis 

Beads Susu UHT  

A 
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Gambar 4.5. Teknik memisahkan sel terimobil dengan sel yang 

terlepas 

Keterangan : 

- Pencucian beads dengan NaCl 0,85% dilakukan sebanyak 3(tiga) 

kali karena diharapkan dengan pencucian sebanyak 3(tiga) kali 

menghilangkan sel-sel yang mungkin menempel pada dinding luar 

beads sehingga data yang teramati sebagai terimobil benar-benar sel 

yang masih berada di dalam beads. 

- Susu UHT yang telah dipisahkan dengan  beads mengandung sel 

yang terlepas dari dalam beads selama penyimpanan dan dinyatakan 

sebagai sel bebas. 

 

4.6.1.1 Pengujian Total Sel Bebas pada Susu UHT dengan Angka 

Lempeng Total (ALT) (Fardiaz, 1989). 

a. Pencairan media MRS Agar (agar 1,2%) dengan cara pemanasan pada 

penangas air, kemudian dilakukan pendinginan pada suhu 50ºC selama 

5 menit. 

b. Pembuatan pepton from meat 0,1% dan dipipet masing-masing 4,5mL 

ke dalam satu seri tabung reaksi dari pengenceran 10
-1

 sampai 10
-5

 ( 

untuk pengenceran 10
-1 

dipipet sebanyak 9 ml). 

c. Pemipetan 1 mL sampel susu UHT yang mengandung sel bebas dari 

dalam wadah lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi pengenceran  

Pencucian beads dengan 

larutan garam NaCl 0,85% (3 

kali pencucian @±100 ml) 

 

Uji ALT Sel Terimobil 

A 
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10
-1

 dan pemipetan 0,5 mL ke dalam tabung reaksi pengenceran 

selanjutnya yang telah  berisi 4,5 mL pepton from meat 0,1% , 

kemudian dihomogenkan.  

d. Pemipetan 0,5 mL dari tabung pengenceran 10
-1

 lalu dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi berikutnya (pengenceran 10
-2

 dan seterusnya).  

e. Pada pengenceran 10
-2

 sampai dengan 10
-5

, dilakukan pemipetan 1 mL 

dari tabung reaksi kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri steril. 

f. Media MRS Agar yang telah bersuhu 50ºC dituang ke dalam masing-

masing cawan petri, lalu dihomogenkan dengan rotasi angka delapan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.6.  Diagram Alir Pengujian Total Sel Bebas pada Susu UHT 

dengan Angka Lempeng Total (ALT) 

 

 

 

Sampel 

susu 

UHT 

 

10
-1

     10
-2  

   10
-3

    10
-4

    10
-5

     

1 mL 

Pepton from meat 

0,1 % 

MRS Agar 50ºC 

1 mL 

Inkubasi 37
o
C, 48 jam 

Perhitungan ALT 

10
-3 10

-4 10
-5 

Duplo 

10
-2 
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g. Inkubasi dilakukan pada suhu 37ºC selama 48 jam. 

h. Penghitungan hasil ALT yang termasuk ke dalam ciri makroskopis 

BAL yaitu : 

h.1. Bentuk koloni  : bulat 

h.2. Kenaikan permukaan  : rata 

h.3. Tepi koloni  : utuh 

h.4. Tekstur  : halus, basah, opaque 

h.5. Warna  : putih 

h.6. Ukuran  : 0,1-0,3 mm 

i. Beberapa koloni yang bergabung menjadi satu dan merupakan suatu 

kumpulan koloni besar dapat dihitung sebagai satu koloni. 

j. Suatu deretan koloni yang terlihat sebagai suatu garis tebal dapat 

dihitung sebagai satu koloni. 

Menurut Hadiwiyoto (1994), beberapa syarat untuk perhitungan hasil 

ALT adalah : 

- Pilihlah koloni dengan jumlah antara 30-300, lakukan perbandingan 

dengan memperhitungkan tingkat pengenceran yaitu jumlah koloni pada 

pengenceran lebih tinggi dibagi dengan besar tingkat pengenceran lalu 

dibandingkan dengan jumlah koloni pada pengenceran lebih rendah 

dibagi dengan besar tingkat pengenceran. 

- Apabila hasil perbandingan lebih kecil atau sama dengan 2, maka hitung 

rata-rata dari kedua jumlah koloni tersebut juga dengan 

memperhitungkan tingkat pengenceran. 

- Apabila hasil perbandingan lebih besar dari 2, maka yang dilaporkan 

hanya jumlah koloni pada tingkat pengenceran yang lebih rendah 

dengan memperhitungkan tingkat pengenceran. 

- Apabila pada semua pengenceran menghasilkan kurang dari 30 koloni 

pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran terendah yang 
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dihitung. Hasilnya dilaporkan dengan cara jumlah koloni pada 

pengenceran terendah dibagi dengan besarnya tingkat pengenceran. 

- Apabila pada semua pengenceran menghasilkan lebih dari 300 koloni 

pada cawan petri, hanya jumlah koloni pada pengenceran yang tertinggi 

yang dihitung. Hasilnya dilaporkan dengan cara jumlah koloni pada 

pengenceran tertinggi dibagi dengan besarnya tingkat pengenceran. 

- Jika digunakan dua cawan petri (duplo) pada setiap pengenceran, maka 

data yang diambil harus dari kedua cawan. 

 

4.6.2 Pengukuran pH (Apriyantono dkk., 1989) 

a. Kalibrasi pH meter dengan cara mencelupkan elektroda pH meter ke 

dalam larutan buffer pH 4,0 atau buffer pH 7,0. 

b. Pencucian elektroda pH meter dengan akuades menggunakan botol 

semprot. 

c. Pengeringan sisa akuades yang masih menempel pada elektroda dengan 

menggunakan tissue. 

d. Pencelupan elektroda kedalam sampel dan dibiarkan beberapa saat 

untuk memperoleh hasil pembacaan yang stabil. 

e. Pencatatan data hasil pembacaan. 

 

4.6.3 Pengukuran Total Asam (AOACa.947.05) 

Analisa total asam bertujuan untuk mengetahui kadar asam total 

pada bahan produk. Prosedur pelaksanaan analisa total asam sebagai 

berikut: 

a. Susu UHT sebanyak 10 ml dipipet dengan pipet volume dan 

dimasukkan ke dalam labu takar 100 ml. Kemudian ditambahkan 

akuades samapai tanda batas di labu takar. 
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b. Susu UHT diambil 10 ml dari labu takar dipipet dengan pipet volume ke 

erlenmeyer 250 mL, tambahkan 2 sampai 3 tetes indikator PP 1%. 

c. Larutan dititrasi dengan menggunakan NaOH 0,1 N sampai tepat timbul 

warna merah muda. 

d. Larutan NaOH 0,1 N distandarisasi dengan H2C2O4 0,1 N menggunakan 

cara sebagai berikut: 

- Membuat larutan H2C2O4 0,1 N sebanyak 100 ml 

- Larutan H2C2O4 0,1 N dipipet sebanyak 10 ml dan dimasukkan ke dalam 

erlemeyer. 

- Larutan dititrasi dengan NaOH 0,1% sampai tepat timbul warna merah 

muda. 

e. Total asam dinyatakan sebagai % asam dominan dan dinyatakan dengan 

total asam laktat (BM=90). 

 

Kadar asam= 
volume Na H (mL) x N Na H x BM asam laktat    100%

volume bahan (mL) 1000
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