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ABSTRACT

The process of encapsulation has done by various techniques such as the exstrusion, emulsion, spray dry,
frezee dry and otherwise. The aimed of this study was to analysed the kefir grain microcapsule and its
viability during storage in room temperature. The exstrusion technique was used to reach the optimum
of biopolymer suspension and the percentage of kefir grains. Spray dry technique was used to produced
kefir grains microcapsule before storaged in room temperature during 0, 15 and 30 days. The data were
analyzed by using one-way analysis of variance (ANOVA) then followed by LSM and Duncan multiple
range test. The analysis results showed that the exstrusion technique has been obtained the biopolymer
suspension of sodium-alginate very significantly influence (P<0,01) to the yield and affected significantly
(P<0,05) to the size, then the figure from microscope showed that shape of the beads were different.
The results showed that the sodium-alginate was able to protect the microorganism cell by spray dry
technique and so did the viability during storage in room temperature.
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PENDAHULUAN

Pengenalan masyarakat terhadap kefir pada
umumnya adalah rasa asam beralkohol (Safitri dan
Swarastuti 2013) dan sebagian masyarakat dapat
menerima cita rasa tersebut, tetapi sebagian lagi kurang
menyukainya, meskipun perbedaan rasa asam kefir
tergantung dari beberapa hal. Antara lain persentase
penambahan bibit kefir, suhu, lamanya waktu fermentasi
dan jenis susu yang digunakan serta komposisi mikroba di
dalam kefir grains yang berbeda-beda tergantung tempat
asalnya (Buckle et al. 1987; Otles dan Cagindi 2003;
Farnworth 2005; Irigoyen et al. 2005; Bergman et al.
2010; Febrisiantosa et al. 2013; Rosiana et al. 2013, Gul
et al. 2015; Hidayat et al. 2015; Leite et al. 2015). Kefir
termasuk minuman fermentasi yang berasal dari starter
kefir yaitu kefir grains atau biji kefir. Biasanya biji kefir
disimpan di dalam refrigerator setelah proses penyegaran
yaitu memindahkan kefir grains atau biji kefir ke dalam
susu segar dan selama masa penyimpanan, grains tersebut
harus selalu disegarkan. Permasalahan muncul selama
masa penyimpanan tersebut (seperti kekurangan nutrisi
serta perubahan suhu yang tidak stabil), terutama pada
masyarakat umum yang ingin membuat sendiri minuman
susu fermentasi kefir, tetapi tidak mengetahui cara
penyimpanan biji kefir yang baik dan benar. Hal ini yang
menjadi dasar pentingnya mencoba teknik tertentu untuk
mempertahankan kualitas biji kefir yaitu total populasi
bakteri. Salah satu teknik yang sudah umum diketahui dan

sudah banyak di lakukan adalah metode enkapsulasi.

Terdapat beberapa teknik enkapsulasi antara lain
teknik ekstrusi dan emulsi (Krasaekoopt 2003; Gonzalez-
Sanchez et al. 2010) serta teknik spray dry dan frezee
dry (Hamayami et al. 2001; Anal dan Singh 2007) juga
teknik electrospray oleh Fukui et al. (2010). Akan tetapi
teknik ekstrusi menjadi salah satu yang paling umum
digunakan karena lebih mudah, biaya produksi yang
rendah serta mampu menjaga kelangsungan hidup bakteri
(Krasaekoopt 2003). Beberapa penelitian enkapsulasi
telah mengadopsi teknik tersebut dengan menggunakan
beberapa bahan pengkapsul, di mana Natrium alginat
(Na-alginat) merupakan biopolimer dan polielektrolit
serta termasuk salah satu bahan pengkapsul yang sering
digunakan karena tidak menyebabkan toksik dan aman
bagi tubuh (Krasackoopt 2003; Chen dan Chen 2008;
Adrianto 2011; Mushollaeni dan Rusdiana 2011; Yang et
al. 2011; Oketi¢ 2015; Kavoosi et al. 2018). Selain teknik
ekstrusi, metode spray dry merupakan salah satu metode
yang juga lebih murah dibandingkan dengan metode frezee
dry. Metode ini akan menghasilkan ukuran partikel produk
lebih kecil sampai ukuran pm (Walton dan Mumford 1999;
Burey 2009; Rizqiati et al. 2009; Tonon ef al. 2011). Oleh
karena itu penggunaan kedua metode tersebut dalam suatu
penelitian bisa dilakukan dengan tujuan tertentu. Penelitian
ini bertujuan menganalisis mikroenkapsulasi biji kefir
berdasarkan teknik ekstrusi serta mengevaluasi viabilitas
biji kefir atau kefir grains hasil spray drying selama
penyimpanan suhu ruang.
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MATERI DAN METODE

Persiapan starter biji kefir

Penyegaran biji kefir (koleksi Divisi Teknologi
Hasil Ternak, Fapet IPB) dilakukan sebelum digunakan,
dengan menambahakan 10% (b/v) (Otles dan Cagindi
2003) ke dalam susu sapi steril, diinkubasi + 24 jam
pada suhu 25 °C. Selanjutnya disaring dengan saringan
plastik, lalu dibilas dengan akuades steril. Untuk teknik
ekstrusi, biji kefir tersebut kemudian dihaluskan dengan
cara menggerus dan disaring dengan kain ukuran 54
mesh, ditimbang 1% (b/b), diinokulasi ke dalam suspensi
biopolimer yang sudah disiapkan, serta di lanjutkan dengan
teknik ekstrusi dan dianalisis. Untuk teknik spray drying,
biji kefir yang telah disaring, dibilas, ditimbang 1% (b/b),
ditambahkan akuades steril 1:1 dan dihaluskan dengan
blender yang telah disterilkan, kemudian diinokulasi
ke dalam suspensi biopolimer yang telah disiapkan dan
dikeringkan dengan alat spray dryer.
Mikroenkapsulasi biji kefir dengan teknik ekstrusi

Teknik ekstrusi mengacu pada Krasackoopt et
al. (2003) dengan suspensi biopolimernya adalah Na-
alginat; Na-alginat:skim; Na-alginat:whey protein isolate
(WPI). Sebanyak 20 gram bahan pengkapsul yang terdiri
atas 2% Na-alginat (Oketic 2015) dan 2:1 untuk bahan
pengisi (filler) (Adrianto 2011) dicampur dengan akuades,
dihomogenkan, kemudian disterilisasi pada suhu 121
°C selama 15 menit dan didinginkan pada suhu ruang,
sedangkan WPI ditambahkan setelah suspensi biopolimer
Na-alginat:WPI yang telah steril didinginkan sampai suhu
90 °C, kemudian disterilisasikan lagi selama 2 menit +
90 °C dan didinginkan pada suhu ruang (Adrianto 2011).
Suspensi biopolimer siap digunakan.

Biji kefir 1 dan 2% (b/b) diinokulasi ke dalam
Suspensi biopolimer lalu divortex, selanjutnya dipindahkan
ke dalam syringe 20 ml steril dengan ukuran jarum 23
gauge, lalu diteteskan ke dalam 60 ml (perbandingan 1:3)
larutan CaCl, (merck) 0,1 M yang telah disterilkan pada
jarak + 2 cm (Oketic 2015) dengan kecepatan rotasi 200
rpm. Beads didiamkan + 30 menit, disaring dan dibilas
dengan larutan NaCl (merck) 0,85% steril, ditiriskan + 2
menit, kemudian dianalisis.

Pengeringan kering (spray drying)

Suspensi biopolimer-sel terbaik berdasarkan teknik
ekstrusi dipilih, selanjutnya diproduksi dengan alat spray
dryer (GEA Nira A/S, Denmark) dengan suhu inlet 160 °C
dan outlet 65 °C (Crittenden 2006; Ying et al. 2010).
Penyimpanan mikrokapsul biji kefir atau kefir grain
(MKG)

Mikrokapsul biji kefir (MKG) hasil spray drying
selanjutnya disimpan pada suhu ruang (+ 29 °C; RH 50
%) selama 0, 15 dan 30 hari setelah dimasukkan ke dalam
plastik Low Density Polyetilen (LDPE) steril dan dizip
dengan zipper hot sehingga tetap steril (Metanggui 2002).

Peubah yang Diamati

Peubah yang diamati meliputi rendemen (%), ukuran
beads (mm) dengan jangka sorong digital (Mitutoyo CD-
87CSX, Japan) dan pengamatan mikroskop (Optica) untuk
bentuk beads MKG pada perbesaran 4x10 (Nguyen et al.
2015), total bakteri asam laktat (BAL) dan kapang khamir
(KK) (Maturin dan Peeler 1998; Tournas et al. 1998).
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Analisis Data

Rancangan yang digunakan pada penelitian tahap
ekstrusi adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) pola
faktorial dengan 3x2 perlakuan yaitu perbedaan bahan
pengkapsul dan persentase penambahan kefir grain,
sedangkan penyimpanan mikrokapsul biji kefir mengacu
pada pola Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3
perlakuan yaitu waktu penyimpanan 0, 15 dan 30 hari
(Mattjiik dan Sumertajaya 2013). Semua perlakuan diulang
tiga kali. Data diolah dengan analisis ragam (ANOVA)
serta uji lanjut dengan LSMeans dan rata-rata perbandingan
Duncan untuk mengevaluasi data yang didapat dengan SAS
9,1.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen, Ukuran dan Bentuk Beads Mikrokapsul
Kefir Grain atau Biji Kefir Biji Kefir (MKG)

Berdasarkan teknik ekstrusi, Na-alginat dengan
1% penambahan biji kefir adalah suspensi biopolimer-
sel yang terbaik. Hasil analisis varian menunjukan
adanya interaksi antara media suspensi biopolimer dan
persentase penambahan biji kefir pada peubah rendemen
yaitu Na-alginat, sedangkan kedua perlakuan suspensi
biopolimer Na-alginat:skim dan Na-alginat:WPI dengan
penambahan biji kefir 1 dan 2% tidak menunjukan
pengaruh. Sementara itu peubah ukuran tidak menunjukan
adanya interaksi antara media suspensi biopolimer
dan persentase penambahan biji kefir. Hasil uji lanjut
LSMeans menunjukan sangat beda nyata (P<0,01) untuk
perlakuan suspensi biopolimer Na-alginat dan persentase
penambahan biji kefir terhadap rendemen, sedangkan
peubah ukuran terbukti berbeda nyata (P<0,05) pada
perlakuan suspensi biopolimer Na-alginat (Tabel 1).

Suspensi biopolimer Na-alginat yang berbeda
diduga disebabkan oleh perbedaan bobot molekul
dibandingkan dengan bahan pengisi (filler) skim dan
WPI serta bobot biji kefir. Menurut Yang et al. (2007),
Mushollaeni dan Rusdiana (2011) serta Rahmani dan
Sheardown (2018) bahwa, pada umumnya berat molekul
Na-alginat sekitar 79000 sampai 200000 g mol"!, sementara
itu Subaryono (2010) menyatakan bahwa alginat memiliki
berat molekul 32 sampai 200 kDa.

Hasil ini sama dengan penelitian Adrianto (2011)
dimana rendemen dan ukuran terbukti berbeda nyata untuk
suspensi biopolimer Na-alginat, dan suspensi biopolimer
Na-alginat: whey protein concentrate (WPC) terbukti
memiliki rendemen paling kecil bila dibandingkan dengan
rendemen suspensi biopolimer Na-alginat:whey protein
isolate (WPI) pada penelitian ini. Hal ini mengindikasikan
bahwa WPI memiliki bobot molekul yang lebih besar
dibandingkan dengan WPC. Berdasarkan hasil uji
lanjut nilai rata-rata ukuran beads mikrokapsul biji kefir
berkisar antara 2,32 dan 2,62 mm, di samping itu suspensi
bipolimer-sel Na-alginat terbukti berbeda nyata (P<0,05)
dengan Na-alginat:skim dan Na-alginat: WPI. Pebedaan
ukuran beads tersebut dipengaruhi oleh viskositas serta
ukuran jarum (needle) yang digunakan. Viskositas larutan
akan menghasilkan ukuran yang berbeda pada kecepatan
yang sama, dan rata-rata diameter beads mencapai
maksimal pada konsentrasi alginat 3% (Sheu dan Marshall
1993). Penelitian ini menghasilkan rata-rata ukuran beads
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Tabel 1. Rendemen, ukuran dan bentuk beads mikrokapsul biji kefir berdasarkan teknik ekstrusi

Peubah Penambahan biji kefir Suspensi Rata-rata
(%) Na-alginat Na- alginat:skim Na-alginat: WPI
Rendemen (%) 1 69,98 + 7,46a 59,70 + 3,48¢c 62,00 + 5,38bc 63,89 +6,78
2 66,10 +5,41b 62,43 +3,33¢ 62,50 + 3,38bc 63,68 +4,03
Rata-rata 68,04 £ 6,20a* 61,06 £ 3,39b* 62,25 +4,02b*
Ukuran (mm) 1 2,62 + 0,04 2,41+0,13 2,42 £0,12 2,48 +0,13
2 2,56+ 0,07 2,32 40,05 2,46+ 0,20 2,45+0,15
Rata-rata 2,59 +0,06a 2,37 +0,09b 2,44 +0,15b
Bentuk 1 Bulat bola Bulat telur Bulat telur
2 Bulat bola Bulat telur Bulat telur

Keterangan: Huruf berbeda pada baris yang sama menunjukkan beda nyata (P<0,05); *sangat beda nyata (P<0,01)

yang termasuk ke dalam kategori teknik ekstrusi, karena
berdasarkan review Krasackoopt er al. (2003) ukuran
mikrokapsul beads berdasarkan teknik ekstrusi sekitar 2
sampai 5 mm. Sedangkan hasil enkapsulasi sydrogel yang
diperoleh oleh (Nguyen et al. 2015) untuk rata-rata ukuran
partikel adalah 340 sampai 520 pm dengan diameter inner
nozzle 30 gauge. Hal ini disebabkan oleh perbedaan ukuran
(Gauge) needle yang digunakan, jarak tetesan serta jenis
bahan pengkapsul dan bahan inti yang digunakan. Menurut
Gbassi dan Vandamme (2012), pada umumnya diameter
jarum dan viskositas larutan akan mempengaruhi ukuran
dan bentuk beads.

Menurut Sheu dan Marshall (1993) beads dengan
bentuk bulat bola dihasilkan dari larutan yang lebih kental.
Hal ini terbukti pada suspensi biopolimer Na-alginat
tanpa filler yang membentuk beads mikrokapsul dengan
sempurna yaitu bulat bola dan menjadi bentuk beads
yang terbaik. Hal tersebut sebabkan oleh viskositas yang
lebih tinggi (Tabel 1, Gambar 1 a, b dan 2). Perbedaan
viskositas dari suspensi biopolimer menjadi alasan yang
menyebabkan perubahan bentuk beads. Menurut Kavoosi
et al. (2018) alginat memiliki kapasitas pembentuk

gel yang sangat baik. Sejalan dengan Adrianto (2011)
yang membuktikan bahwa penambahan filler tidak
mempengaruhi bentuk beads dan bentuk beads terbaik
adalah bentuk bulat bola.

Berdasarkan Gambar 2, viskositas Na-alginat tanpa
filler yang dibandingkan dengan suspensi biopolimer
dan penambahan filler 2:1 (skim, WPI) terbukti berbeda
nyata (P<0,01). Perbedaan tersebut disebabkan bahan
filler yaitu WPC dan WPI tidak memiliki sifat hidrokoloid
alami, sehingga menurunkan nilai kekentalan larutan.
Nilai viskositas suspensi biopolimer Na-alginat (2%)
pada penelitian ini lebih rendah dari waktu dekantasi yang
paling optimum oleh Subaryono dan Apriani (2010) yaitu
419 dan 746 cP (1% natrium alginat). Akan tetapi rata-rata
nilai viskositas tersebut lebih tinggi dibandingkan dengan
penelitian Mushollaeni dan Rusdiana (2011) dengan
viskositas terendah sampai tertinggi adalah 25, 38 dan 39
cps (1% natrium alginat), dan penelitian Adrianto (2011)
yaitu 81 cP (2% natrium alginat). Menurut Subaryono
(2010), berat molekul dan keberadaan ion dalam larutan
akan mempengaruhi viskositas larutan alginat, di mana
larutan alginat akan menjadi rendah bila dalam kondisi

Gambar 1. Beads mikrokapsul biji kefir (Perbesaran 4X10). KG: kefir grain; a) Na-alginat 1% KG; b) Na-alginat 2% KG;
¢) Na-alginat:skim 1% KG; d) Na-alginat:skim 2% KG; ¢) Na-alginat: WPI 1% KG; f) Na-alginat: WPI 2% KG
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Gambar 2. Viskositas suspensi biopolimer. Huruf di
sebelah angka menunjukan pembandingan nilai
tengah pada tiap perlakuan berdasarkan uji beda
nyata terkecil pada taraf nyata 0,01; garis tegak
pada kurva menunjukan galat baku

tanpa kation bervalensi dua atau tiga, serta adanya bahan
pengkelat.

Penyimpanan Mikrokapsul Kefir Grain atau Biji

Kefir (MKG)

Berdasarkan hasil uji lanjut Duncan (Gambar
3) selama masa penyimpanan mikrokapsul kefir grain
atau biji kefir (MKG) hasil spray drying, jumlah bakteri
asam laktat (BAL) dan kapang khamir (KK) menunjukan
fluktuatif yang sangat berbeda nyata (P<0,01). Perubahan
tersebut terlihat jelas pada jumlah BAL yang berfluktuatif
setelah hari ke 0. BAL mengalami penurunan pada hari ke
15 kemudian meningkat lagi pada hari ke 30, sedangkan
jumlah KK mengalami peningkatan berturut-turut sejak
hari ke 0 kemudian naik perlahan-lahan sampai hari ke
30. Perubahan pada jumlah BAL disebabkan oleh tahapan
atau masa penyesuaian diri di awal hari penyimpanan pada
kondisi suhu ruang, kemudian setelah mampu bertahan
dan menyesuaikan diri dengan suhu lingkungan (suhu
ruang), BAL memasuki tahap logaritmik pada hari-hari
berikutnya (hari ke 15 dan 30). Berbeda dengan KK yang
terbukti mampu mempertahankan diri pada suhu ruang
dan sudah memasuki tahap logaritmik setelah hari ke 0
sampai hari ke 30. Hal ini sesuai dengan pendapat Tucker
dan Featherstone (2011) bahwa, pada dikondisi gula tinggi
dengan a  rendah (<0,6) khamir mampu mempertahankan
diri untuk terus hidup.

Pertumbuhan BAL dan KK pada hari ke 30,
menunjukan perbedaan pada total populasi akhir.
Pertumbuhan KK terbukti lebih rendah 0,18 Log CFU g!
dibandingkan dengan populasi BAL. Perbedaan ini diduga
karena KK mulai memasuki fase stagnan berdasarkan
kurva pertumbuhan mikroba, sebaliknya BAL diduga
masih mengalami fase logaritmik. Perubahan populasi
BAL dan KK yang mampu memasuki tahapan membelah
diri pada masa penyimpanan (terlebih pada KK) diduga
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Gambar 3. Total bakteri asam laktat (BAL) dan kapang
khamir (KK) MKG selama penyimpanan suhu
ruang. Angka di sebelah kirio:KK; angka di
sebelah kanan0:BAL; huruf di sebelah angka
menunjukan pembandingan nilai tengah pada
tiap perlakuan berdasarkan uji beda nyata
terkecil pada taraf nyata 0,01; garis tegak pada
kurva menunjukan galat baku.

disebabkan oleh adanya Na-alginat yang digunakan
sebagai nutrisi untuk pertumbuhan sel mikroorganisme
tersebut. Hal ini dikarenakan hanya Na-alginat yang
terdapat pada MKG yang adalah bahan pengkapsul
selain kefiran dalam grain yang merupakan polisakarida
(Irigoyen et al. 2005), artinya tidak ada faktor lain yang
dapat mempengaruhi pertumbuhan sel bakteri tersebut. Na-
alginat sebagai bahan pengkapsul, merupakan karbohidrat
dan termasuk ke dalam kelompok struktur yang kompleks
yaitu polisakarida. Struktur kimia dari Na-alginat adalah
1,4'-linked B-D-mannuronic acid dan o-L-guluronic acid
residues (Gombots dan Wee 2012). Menurut Subaryono
(2010), hanya alginat oligosakarida (AOS) yang dapat
digunakan sebagai prebiotik. Akan tetapi pada penelitian
ini natrium alginat terbukti dapat mempengaruhi
pertumbuhan BAL dan KK selama penyimpanan suhu
ruang. Hal tersebut diduga disebabkan adanya interaksi
antara bakteri asam laktat, bakteri asam asetat, kapang dan
khamir, yang secara enzimatis berperan dalam perubahan
sifat kimiawi natrium alginat.

Pertumbuhan BAL dan KK hasil spray drying pada
penelitian ini menunjukan bahwa metode tersebut dapat
digunakan untuk proses produksi mikrokapsul terhadap
mikroorganisme tertentu, dengan memperhatikan suhu
(Burey 2009; Rizqiati et al. 2009) serta konsentrasi larutan
yang akan digunakan (Phisut 2012).

Menurut Dianawati et al. (2013) strain L.
acidophilus dan L. cremoris memiliki ketahanan lebih
tinggi berdasarkan hasil teknik spray drying dibandingkan
dengan teknik freeze drying pada suhu ruang (25 °C)
dengan a  rendah, akan tetapi kedua bakteri tersebut
terbukti tidak mengalami perubahan pada penyimpanan 4
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minggu pertama. Berbeda dengan jenis bakteri asam laktat
(BAL) pada penelitian ini yang terbukti mengalami fase
pertumbuhan setelah hari ke 15 hingga mencapai 7,57 Log
CFU g, meskipun strainnya tidak diketahui dengan jelas.
Ying et al. (2010) juga membuktikan bahwa viabilitas
spray-dried LGG microcapsules (SDMC) lebih stabil
dibandingkan dengan freeze-dried LGG microcapsules
(FDMC) pada penyimpanan suhu ruang (25 °C) dengan
a, yang tinggi. Sejalan dengan penelitian ini yang
menunjukan viabilitas BAL dan KK terhadap pengaruh
suhu ekstrim selama proses pengeringan dengan alat spray
dryer, dan selama penyimpanan suhu ruang.

KESIMPULAN

Suspensi biopolimer-sel terbaik adalah Na-alginat
tanpa filler dengan penambahan 1% biji kefir berdasarkan
teknik ekstrusi. Na-alginat sebagai bahan pengkapsul
terbukti mampu melindungi starter biji kefir terhadap suhu
ekstrim selama proses spray dry dan selama penyimpanan
suhu ruang.
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