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ABSTRACT

Two probiotic strains Lactobacillus acidophilus 2B4 and L. rhamnosus R23 were microencapsulated
by an emulsion technique using sodium alginate and vegetable oil. The present study aimed to enhance
probiotic survival on their application in the production of soursop sweet cakes (dodol sirsak) and their
stability during storage at room temperature. The probiotic biomasses were mixed with 3% sodium alginate
and then added dropwise into a mixture of soybean oil and Tween 80. The microencapsulation technique
applied resulted in excellent survival (95-96%) for b oth Lactobacillus sp. strains. Encapsulation significanty
improved the survival of probiotics (P<0.05) during exposure to heat process (60, 65, and 70°C for 20
min), low pH (pH 2) and bile salt (0.5%). Encapsulation did not alter the ability of both probiotics in
inhibiting the growth of Escherichia coli ATCC 25922. The viability of encapsulated strains in soursop
sweet cakes were improved to the adequate number,i.e. 6 Log CFU g‘1 up to 3 and 2 weeks storage, as
compared to that of controls survivors, i.e. 4.3 and 2.5 Log CFU g™, for L. acidophilus 2B4 and L.
rhamnosus R23, respectively, during a week of storage.

Keywords: emulsion technique, Lactobacillus sp., microencapsulation, probiotic, soursop sweet cakes

ABSTRAK

Mikroenkapsulasi dengan teknik emulsi menggunakan natrium alginat dan minyak kedelai dilakukan
terhadap dua galur probiotik yaitu Lactobacillus acidophilus 2B4 dan L. rhamnosus R23. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk meningkatkan sintasan probiotik pada saatdiaplikasikan ke dalam pembuatan
dodol sirsak dan stabilitasnya selama penyimpanan pada suhu ruang. Biomassa probiotik dicampurkan ke
dalam 3% natrium alginat dan dimasukkan ke dalam campuran larutan minyak kedelai dan Tween 80.
Mikroenkapsulasi dengan teknik emulsi menghasilkan sintasan yang tinggi (95-96%) pada kedua galur
probiotik Lactobacillus sp. Mikroenkapsulasi dapat memperbaiki sintasan probiotik secara signifikan
(P<0,05) selama pemaparan panas (60, 65, dan 70°C, selama 20 menit), pH rendah (pH 2) dan garam
empedu (0,5%). Mikroenkapsulasi tidak menurunkan secara signifikan (P>0,05) kemampuan kedua galur
probiotik dalam menghambat pertumbuhan Escherichia coli ATCC 25922. Kedua galur probotik
terenkapsulasi yang diaplikasikan dalam dodol sirsak juga lebih stabil selama penyimpanan dodol sirsak
dalam jumlah yang diperlukan (6 Log CFU g'l) masing-masing selama 3 dan 2 minggu dibandingkan
kontrol (dodol sirsak dengan penambahan probiotik bebas) yang han%/a bertahan selama kurang dari 1
minggu (4,3 Log CFU g'1 untuk L. acidophilus 2B4 dan 2,5 Log CFU g~ untuk L. rhamnosus R23).

Kata kunci: dodol sirsak, Lactobacillus sp., teknik emulsi, mikroenkapsulasi, probiotik

PENDAHULUAN serta bermanfaat meningkatkan kesehatan inangnya
(FAO/WHO, 2002). Dosis yang dibutuhkan untuk
Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang Mendapatkan efek kesehatan setelah mengonsumsi
apabila dikonsumsi oleh manusia atau hewan dalam  Probiotik tergantung dari galur probiotik yang di-
jumlah yang cukup, mampu bertahan hidup ketika gunakan.
melewati kondisi lambung dan saluran pencernaan
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Secara umum efek kesehatan tersebut akan
diperoleh bila mengonsumsi probiotik sekitar 6-7
Log CFU g'l per hari (Krasaekoopt et al., 2003).
Oleh karena itu \viabilitas probiotik dalam produk
perlu diperhatikan. Telah dilaporkan bahwa \iabilitas
probiotik umumnya mengalami penurunan selama
proses pembuatan produk pangan, pada kondisi
penyimpanan pangan serta saat dikonsumsi dan
melewati sistem saluran pencernaan (Semyonov et
al., 2010). Salah satu upaya untuk mempertahankan
viabilitas probiotik adalah dengan mengaplikasikan
teknik enkapsulasi. Enkapsulasi merupakan suatu
teknologi yang telah banyak dikembangkan untuk
diaplikasikan dalam industri pangan sebagai upaya
perlindungan terhadap sel bakteri (Borgogna et al.,
2010). Selain itu enkapsulasi juga bermanfaat dalam
menjaga sintasan probiotik selama penyimpanan
dan melewati saluran pencernaan. Teknik enkap-
sulasi yang digunakan pada penelitian ini adalah
teknik emulsi, yang dibuat dengan mencampurkan
sel bakteri dan natrium alginat di dalam minyak
sayur yang kemudian berikatan dengan CacCl,
sehingga menghasilkan kapsul alginat dalam jumlah
yang cukup banyak dengan ukuran diameter
mikrokapsul antara 20-70 uym (Anal dan Singh,
2007).

Probiotik telah banyak diaplikasikan kedalam
berbagai macam produk pangan, seperti pada
yogurt (Capela et al.,, 2006), es krim (Cruz et al.,
2009), dan juga coklat hitam (Nebesny et al., 2007).
Kebanyakan dari produk pangan yang disuplemen-
tasi dengan probiotik adalah produk pangan ber-
basis susu. Saat ini konsumsi produk probiotik non
susu juga cukup meningkat karena adanya tren
terkait vegetarian, kandungan kolesterol dalam
susu, dan juga gangguan pencernaan seperti into-
leransi laktosa (Granato et al., 2010). Penambahan
probiotik ke dalam produk pangan berbasis non
susu yakni pada pangan jenis Intermediate Moisture
Food (IMF) seperti dodol belum pernah dilakukan
sebelumnya. Oleh karena itu penelitian ini diharap-
kan dapat menghasilkan produk dodol yang memiliki
nilai tambah manfaat kesehatan sebagai probiotik.
Galur probiotik yang digunakan pada penelitian ini
terdiri dari Lactobacillus acidophilus 2B4 dan L.
rhamnosus R23. L. acidophilus 2B4 ini telah dilapor-
kan dapat mencegah diare yang disebabkan oleh
Enterophatogenic Escherichia coli (EPEC) pada
tikus percobaan (Arief et al., 2010). Demikian pula L.
rhamnosus R23 melalui pengujian in vivo juga
dilaporkan memiliki kemampuan mencegah diare
segera setelah tikus diberi asupan Escherichia coli
K1.1 (Nuraida et al., 2012%).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh enkapsulasi dengan teknik emulsi ter-
hadap karakteristik dua galur probiotik (L. Acido-
philus 2B4 dan L. rhamnosus R23) meliputi
sintasan, ketahanan terhadap panas, keasaman (pH

2), dan kondisi basa (garam empedu 0,5%) serta
aktivitas antimikrobanya terhadap E. coli. Stabilitas
probiotik terenkapsulasi yang diaplikasikan dalam
dodol sirsak dan mutu mikrobiologi (jumlah kapang
dan khamir) dodol sirsak probiotik pada suhu ruang
selama penyimpanan juga dievaluasi.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Kultur probiotik L. acidophilus 2B4 diperoleh
dari Fakultas Peternakan IPB, serta L. rhamnosus
R23 dan E. coli ATCC 25922 diperoleh dari
Laboratorium  Mikrobiologi Pangan  SEAFAST
CENTER IPB. Buah sirsak matang (Pasar Darmaga
Bogor) yang digunakan mempunyai derajat kema-
tangan secara fisik sebagai berikut: kulit buah
berwarna hijau terang atau hijau kekuningan dan
duri di permukaan kulit terlihat jarang (tidak rapat)
serta tekstur daging buah empuk (tidak terlalu
lembek).

Persiapan kultur probiotik dan produksi bio-
massa (Harmayani et al., 2001)

Sebanyak satu ose probiotik ditumbuhkan pada
media MRSB (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
Inggris) kemudian diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C. Selanjutnya diambil sebanyak 10 mL
untuk ditumbuhkan kembali dalam 1 L media MRSB
(Oxoid Ltd.) (1:100) yang akan digunakan untuk
produksi biomassa. Biomassa dipanen meng-
gunakan alat sentrifugasi (Himac CR 21G, Hitachi,
Tokyo, Jepang) 5000 x g selama 20 menit pada
4°C. Selanjutnya, biomassa dicuci dua kali meng-
gunakan 0,1 M buffer fosfat (Merck, Darmstadt,
Jerman) dengan cara disentrifugasi kembali dengan
kecepatan 5000 x g selama 20 menit pada 4°C.
Konsentrasi biomassa yang dihasilkan adalah ber-
kisar antara 10 hingga 11 Log CFU mL™.

Mikroenkapsulasi probiotik (Mandal et al., 2006)
Biomassa sel sebanyak 4 mL dimasukkan ke
dalam 20 mL larutan 3% natrium alginat (Sigma-
Aldrich Pte. Ltd., Nucleos, Singapura) steril lalu
dihomogenkan dengan cara digoyang-goyangkan.
Minyak kedelai (Mazola, Mississauga, Ontario,
Kanada) sebanyak 100 mL yang mengandung 0,2%
Tween 80 (pengemulsi), dimasukkan ke dalam gelas
piala dan campuran aginat dengan sel bebas
ditambahkan dengan cara diteteskan sambil diputar
dengan pengaduk magnet. Setelah 5 menit, larutan
emulsi yang terbentuk ditambahkan dengan 100 mL
0,1 M CaCl, (Merck) secara cepat untuk mengeras-
kan mikrokapsul dan memecah emulsi. Kapsul-
kapsul yang telah terbentuk kemudian dipisahkan
dari minyak menggunakan alat sentrifugasi (Hermle
Z383K, Hermle Labortechnik, Jerman) kecepatan
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350 x g selama 10 menit pada suhu 4°C dan dicuci
dua kali dengan akuades. Manik-manik dipisahkan
dengan kertas saring, lalu dipindahkan ke dalam
cawan petri steril dan disimpan ke dalam refri-
gerator.

Pengujian sintasan probiotik (Gebara et al.,
2013)

Sintasan probiotik ditentukan dengan meng-
hitung jumlah sel sebelum dan setelah proses mikro-
enkapsulasi. Mikrokapsul probiotik sebanyak 1 g
didisintegrasikan ke dalam 9 mL larutan 2% natrium
sitrat (Merck) steril (pH 7,0) kemudian dihomogeni-
sasi dengan menggunakan wvorteks selama 5 menit
(Krasaekoopt et al., 2004). Selanjutnya probiotik
yang sudah keluar dari mikrokapsul lalu dihitung
menggunakan metode BAM (2001) dan dinyatakan
sebagai rendemen enkapsulasi (RE). RE merupa-
kan jumlah sel bakteri yang dapat bertahan hidup
selama proses mikroenkapsulasi dan selama berada
di dalam mikrokapsul yang dihitung dengan rumus
berikut (Zanjani et al., 2014):

RE (%) = (N/Ng) x 100

Keterangan:

N : jumlah sel probiotik hidup dalam Log CFU g'1
mikrokapsul

No : jumlah sel probiotik hidup dalam Log CFU mL?
kultur

Pengujian ketahanan panas probiotik (Mandal et
al., 2006)

Pengujian ketahanan panas terhadap probiotik
bebas dan terenkapsulasi dilakukan dengan me-
nambahkan sampel probiotik bebas sebanyak 1 mL
dan probiotik terenkapsulasi sebanyak 1 g ke dalam
9 mL akuades steril dan dihomogenisasi meng-
gunakan worteks. Selanjutnya larutan tersebut di-
panaskan pada suhu 60, 65, dan 70°C dengan
waterbath selama 20 menit, lalu didinginkan pada
suhu ruang. Selanjutnya sintasan probiotik dianalisis
berdasarkan prosedur Gebara et al. (2013).

Ketahanan probiotik terhadap pH rendah (pH 2)
dan garam empedu (0,5%) (Modifikasi Nuraida et
al., 2012°)

Sebanyak 1 mL sel probiotik bebas dan 1 g
mikrokapsul masing-masing ditambahkan ke dalam
tabung yang berisi 9 mL MRSB pH 2 dengan
menambahkan 0,1 M larutan HCI (Merck) kemudian
dihomogenisasi dengan menggunakan \orteks,
untuk pengujian ketahanan terhadap pH rendah. Se-
lanjutnya tabung-tabung tersebut diinkubasi selama
5 jam pada suhu 37°C. Perhitungan jumlah koloni
probiotik dilakukan pada jam ke-O dan ke-5 ber-
dasarkan prosedur Gebara et al. (2013). Prosedur
yang sama juga dilakukan untuk pengujian keta-
hanan probiotik terhadap 0,5% garam empedu
(Merck).

Pengujian aktivitas antimikroba probiotik ter-
hadap E. coli ATCC 25922 (Modifikasi Nuraida et
al., 2012%

Uji aktivitas antimikroba probiotik dilakukan
dengan metode kontak. Sampel sel probiotik ter-
enkapsulasi sebelumnya dikeluarkan terlebih dahulu
dari mikrokapsul dengan cara dilarutkan dalam 2%
larutan natrium sitrat (Merck). Seban){ak 0,2 mL E.
coli ATCC 25922 (5,0 Log CFU mL™) dan 0,2 mL
probiotik bebas (10,0 Log CFU mL'l) dan ter-
enkapsulasi (10,0 Log CFU mL'l) masing-masing
diinokulasikan ke dalam 20 mL larutan susu skim
(Sunlac, Bayan Lepas, Penang, Malaysia) steril
dalam erlenmeyer 50 mL, sehingga di dalam susu
terkandung 3,0 Log CFU mL™ E. coli ATCC 25922
dan 8,0 Log CFU mL™* probiotik. Selanjutnya seluruh
erlenmeyer tersebut dihomogenisasi dengan cara
digoyang-goyangkan hingga merata, lalu diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Jumlah E. coli
ATCC 25922 dan probiotik dihitung pada waktu
kontak O dan 24 jam inkubasi dengan metode tuang
cawan masing-masing dengan menggunakan media
tumbuh EMBA (Oxoid Ltd.) dan MRSA (Oxoid Ltd.).

Pembuatan dodol sirsak probiotik

Dodol sirsak dibuat sesuai dengan resep
produsen dodol (UMKM Dodol Lingkar Kampus IPB
Darmaga) yang telah memiliki surat ijin edar dengan
No. PIRT 206320101808. Sebanyak 1 butir kelapa
bagian daging buah diparut dan diambil santannya
kurang lebih 1 L (terdiri dari 500 mL santan kental
dan 500 mL santan encer). Gula merah dan gula
pasir masing-masing sebanyak 500 g dilarutkan
dengan 500 mL santan kental kemudian dipanaskan
hingga larut kemudian disaring dengan saringan
plastik. Sebanyak 500 g tepung ketan dilarutkan
dengan 500 mL santan encer di dalam wajan hingga
tidak ada yang menggumpal, kemudian ditambah-
kan larutan gula. Selanjutnya sebanyak 500 ¢
daging buah sirsak ditambahkan ke dalam adonan
tepung ketan dan dimasak di atas kompor sambil
diaduk selama lebih kurang 120 menit atau sampai
adonan kalis dengan penampakan yang mengkilat
atau tampak berminyak, tidak lengket dan berwarna
coklat. Adonan dodol sirsak yang sudah matang
kemudian dibiarkan sampai suhunya 60°C. Selanjut-
nya dodol sirsak yang telah matang (suhu 60°C)
ditimbang sebanyak 15 g lalu ke dalamnya ditam-
bahkan dengan probiotik terenkapsulasi sebanyak 1
g yang berisi sekitar 9-10 Log CFU g'l, kemudian
plastik yang berisi dodol sirsak probiotik tersebut
diikat. Sebagai kontrol, dodol sirsak berisi probiotik
bebas sebanyak 1 mL dipersiapkan dengan cara
yang sama. Selanjutnya dodol sirsak disimpan pada
suhu kamar (lebih kurang 30°C) dan diuji viabilitas
probiotik serta jumlah kapang dan khamir setiap
minggu hingga penyimpanan 4 minggu.
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Pengukuran viabilitas probiotik dan total kapang
dan khamir selama penyimpanan dodol sirsak
probiotik (Modifikasi BAM, 2001)

Sebanyak 15 g sampel dodol sirsak probiotik
dihancurkan menggunakan alat penghancur kemu-
dian dilarutkan dengan 135 mL larutan pengencer
0,85% (b/vV) NaCl (Oxoid Ltd.) untuk dodol sirsak
dengan penambahan probiotik bebas, dan 135 mL
larutan pengencer 2% natrium sitrat (Merck) untuk
dodol sirsak dengan penambahan probiotik ter-
enkapsulasi. Sebanyak 1 mL dari masing-masing
larutan tersebut diinokulasikan ke dalam cawan lalu
ditambahkan media MRSA (Oxoid Ltd.) untuk
probiotik dan cawan diinkubasi selama 48 jam pada
suhu 37°C. Untuk perhitungan total kapang dan
khamir, sebanyak 1 mL yang mengandung sel
probiotik tersebut ditumbuhkan pada media PDA
(Oxoid Ltd.) yang ditambah dengan larutan asam
tartarat (Merck) sebanyak 14 mL L' dan diinkubasi
selama 5 hari pada suhu ruang (lebih kurang 30°C).

Analisis data

Data sintasan probiotik bebas dan teren-
kapsulasi dari hasil pengujian ketahanan terhadap
panas, pH rendah, garam empedu, antimikroba
serta selama penyimpanan yang merupakan nilai
rata-rata dari dua kali ulangan dan dianalisis meng-
gunakan analisis ragam atau Analysis of variance
(ANOVA) dengan software SPSS 15. Apabila hasil
ANOVA menunjukkan adanya perbedaan pada
perlakuan maka dilanjutkan dengan uji beda nyata
Duncan dengan taraf nyata 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen sel probiotik setelah enkapsulasi

Probiotik yang dienkapsulasi dengan teknik
emulsi menggunakan natrium alginat sebanyak 3%
menghasilkan rendemen yang tinggi baik untuk L.
acidophilus 2B4 maupun L. rhamnosus R23 yaitu
sebesar 95,4-95,6%. Rendemen enkapsulasi (RE)
dihitung berdasarkan jumlah sel probiotik yang hidup
setelah proses mikroenkapsulasi dibagi dengan
jumlah sel bebas yang ditambahkan pada campuran
biopolimer selama proses mikroenkapsulasi. Ber-
dasarkan hasil analisis statistik, \iabilitas probiotik
sebelum dan setelah proses mikroenkapsulasi tidak
berpengaruh secara nyata (P>0,05) terhadap jumlah
sel probiotik.

Hal tersebut menunjukkan bahwa mikroenkap-
sulasi tidak menyebabkan penurunan jumlah sel
probiotik secara signifikan terhadap sel probiotik
karena mikroenkapsulasi dengan teknik emulsi ini
tidak menggunakan bahan-bahan perlakuan yang
dapat mempengaruhi sintasan sel probiotik. Mikro-
enkapsulasi merupakan suatu proses dimana sel
probiotik  dilindungi dengan cara penyalutan

membran untuk mengurangi sel yang hilang. Selain
itu, mikroenkapsulasi dengan teknik emulsi juga
dapat meningkatkan sintasan probiotik hingga
sebesar 80-95% (Krasaekoopt et al., 2003). Enkap-
sulasi L. casei menggunakan natrium alginat dengan
teknik ekstrusi yang dilakukan oleh Sandoval et al.
(2010) menghasilkan angka efisiensi enkapsulasi
yang bervariasi yaitu antara 54,3-79,2%. Zanjani et
al. (2014) juga melaporkan bahwa mikroenkapsulasi
dengan teknik emulsi pada galur probiotik L. casei
dan Bifidobacterium bifidum yang dienkapsulasi
dengan natrium alginat menggunakan teknik emulsi
adalah sebesar 97,4%.

Sintasan probiotik selama pemaparan dengan
panas

Perlakuan pemanasan (60, 65, dan 70°C)
selama 20 menit memberikan pengaruh yang ber-
beda terhadap sintasan probiotik bebas dan teren-
kapsulasi. Gambar 1 menunjukkan bahwa pema-
paran panas dengan suhu 60°C menyebabkan
penurunan jumlah sel yang cukup besar pada
probiotik bebas baik pada L. acidophilus 2B4
maupun pada L. rhamnosus R23 yaitu sebesar 4,0
dan 3,9 Log CFU g'l. Demikian pula pada
pemaparan suhu 65 dan 70°C yang juga menyebab-
kan penurunan yang besar terhadap probiotik
bebas. Hal tersebut menunjukkan bahwa semakin
tinggi suhu pemaparan panas terhadap probiotik
bebas menyebabkan penurunan sintasan yang
semakin besar. Dapat dilihat pada Gambar 1 bahwa
sintasan probiotik terenkapsulasi yang mendapat
paparan panas dengan tiga suhu tersebut me-
ngalami penurunan sintasan yang lebih kecil. Hal
tersebut menunjukkan bahwa mikroenkapsulasi
dengan teknik emulsi dapat melindungi probiotik dari
paparan panas baik pada L. acidophilus 2B4
maupun L. rhamnosus R23 terutama pada suhu
60°C dengan penurunan sintasan yang paling kecil,
yaitu sebesar 2,7 Log CFU g'1 pada L. acidophilus
2B4 dan 3,2 Log CFU g'1 pada L. rhamnosus R23.

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa
proses mikroenkapsulasi menggunakan alginat ber-
pengaruh nyata (P<0,05) terhadap sel probiotik,
yakni probiotik terenkapsulasi untuk kedua galur
lebih tahan terhadap pemanasan dibandingkan
dengan sel bebas. Menurut Krasaekoopt et al.
(2003) proses mikroenkapsulasi dengan manik
hidrogel seperti alginat, dapat memerangkap
probiotik dan membuatnya imobil di dalam matriks
gelnya, serta memberikan perlindungan pada sel
probiotik terhadap kondisi lingkungannya, seperti
kondisi pemanasan. Hasil serupa dilaporkan oleh
Kim et al. (2008), galur probiotik L. acidophilus
ATCC 43121 yang dienkapsulasi dengan natrium
alginat menggunakan teknik ekstrusi dapat mening-
katkan ketahanan panas bakteri tersebut.
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Gambar 1. Sintasan probiotik selama pemaparan panas L. acidophilus 2B4 dan L. rhamnosus R23 bebas
dan terenkapsulasi. Batang histogram yang sama yang diikuti oleh huruf yang berbeda (a-c)
berbeda nyata (P<0,05) pada galur yang sama dan suhu yang berbeda. Batang histogram yang
sama yang diikuti oleh huruf yang berbeda (p-r) berbeda nyata (P<0,05) pada suhu yang sama

dan galur yang berbeda

Ketahanan probiotik terhadap pH rendah dan
garam empedu

Mikroenkapsulasi probiotik juga meningkat-
kan ketahanan baik terhadap pH rendah (pH 2)
maupun garam empedu 0,5% secara nyata
(Gambar 2). Sintasan L. acidophilus 2B4 dan L.
rhamnosus R23 bebas pada pH 2 mengalami
penurunan cukup besar yaitu sebesar 4,4 dan 5,3
Log CFU mL™*. Gambar 2A menunjukkan bahwa
mlkroenkapsula5| terbukti mampu melindungi pro-
biotik dari kondisi pH 2 selama 5 jam yaitu dengan
penurunan jumlah sel probiotik yang lebih kecil baik
pada L. acidophilus 2B4 maupun L. rhamnosus R23
dimana masing-masing mengalaml penurunan se-
besar 2,4 dan 1,6 Log CFU g . Hal tersebut serupa
dengan hasil penelitian Ding dan Shah (2008),
bahwa jumlah sel L. acidophilus dan L. rhamnosus
terenkapsulasi dengan natrium alginat yang hidup
setelah dilakukan pengujian pada pH 2,81 adalah
sekitar 5,2 Log CFU mL™. Hasil analisis statistik
menunjukkan bahwa perlakuan mikroenkapsulasi
berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap sintasan pro-
biotik pada kondisi pH 2. Hal tersebut dikarenakan
jaringan hidrogel (alginat) yang dibentuk oleh bahan
enkapsulan dapat mereduksi kecepatan difusi asam
ke dalam mikrokapsul (Shi et al., 2013).

Gambar 2B menunjukkan bahwa mikroenkap-
sulasi juga mampu melindungi probiotik dalam
kondisi garam empedu 0,5% selama 5 jam, yaitu
pada kondisi tersebut L. acidophilus 2B4 dan L.
rhamnosus R23 terenkapsulasi mengalami pe-
nurunan sintasan yang lebih kecil dari sel bebas
masing-masing sebesar 3,4 dan 2,1 Log CFU g
Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa probiotik

terenkapsulasi memiliki ketahanan yang lebih baik
(P<0,05) terhadap garam empedu 0,5% selama 5
jam dibandingkan dengan probiotik bebas. Mandal
et al. (2006) yang menggunakan konsentrasi garam
empedu lebih tinggi dari penelitian ini yaitu
sebanyak 1% selama 12 jam juga mengungkapkan
bahwa mikroenkapsulasi menggunakan alginat
dengan teknik emulsi dapat memperbaiki viabilitas
sel dibandingkan sel bebas (Jumlah sel bebas turun
dari 9,45 menjadi 7,29 Log CFU mL" )

Kim et al. (2008) melaporkan hal serupa,
bahwa mikroenkapsulasi dengan teknik pengeringan
beku menggunakan natrium alginat dapat mening-
katkan sintasan L. acidophilus ATCC 43121 pada
konsentrasi garam empedu 0,5% selama 24 jam.
Sel probiotik bebas pada kondisi tersebut sintasan-
nya menurun menjadi 6 Log CFU mL™ sedangkan
sel yang dienkapsulasi tidak mengalami penurunan
dari jumlah sel awal yaitu sekitar 6,9 Log CFU mL™*
Mokarram et al. (2009) juga melaporkan bahwa
formasi hidrogel yang menyelimuti sel probiotik
diduga menjadi basis perlindungan sel, dimana
larutan asam dan garam empedu perlu menembus
melewati lapisan gel tersebut terlebih dahulu
sebelum mencapai sel probiotik.

Aktivitas antimikroba probiotik terhadap E. coli
ATCC 25922

Hasil pengujian aktivitas antimikroba probiotik
bebas dan terenkapsulasi terhadap E. coli ATCC
25922 menunjukkan bahwa mikroenkapsulasi tidak
mempengaruhi kemampuan antimikroba terhadap E.
coli ATCC 25922 secara nyata (P>0,05), dimana sel
probiotik bebas maupun terenkapsulasi dapat meng-
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hambat pertumbuhan bakteri uji sebesar 0,9 hingga
1 Log CFU mL™. Hasil tersebut menunjukkan pe-
nurunan jumlah sel E. coli ATCC 25922 dari jumlah
awal 4,3 menjadi 3,3 hingga 3,0 Log CFU mL™.
Golowczyc et al. (2011) juga melaporkan bahwa
mikroenkapsulasi Lactobacillus plantarum 83114
dan L. kefir 8321 yang dienkapsulasi dengan teknik
pengeringan semprot tetap mempertahankan ke-
mampuannya untuk menempel pada sel usus. L.
kefir 8321 juga tetap dapat melindungi sel usus
terhadap invasi Salmonella.
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Gambar 2. Sintasan probiotik selama berada pada
kondisi: (A) pH 2 dan (B) garam empedu
0,5%. Batang histogram yang sama
yang diikuti oleh huruf yang berbeda (a-
c) berbeda nyata pada (P<0,05)

Viabilitas probiotik pada dodol sirsak selama
penyimpanan

Kedua jenis galur probiotik baik bebas maupun
terenkapsulasi yang ditambahkan ke dalam dodol

sirsak selanjutnya disimpan pada suhu ruang.
Viabilitas probiotik diamati setiap 1 minggu. Jumlah
sel probiotik bebas dan terenkapsulasi yang berada
di dalam dodol sirsak (Gambar 3) mengalami
penurunan secara nyata (P<0,05). Probiotik bebas
yang ditambahkan segera ke dalam adonan dodol
sirsak (60°C) yaitu sebanyak 9,1 Log CFU g'l L.
acidophilus 2B4 dan 10,6 Log CFU g'1 L. rhamnosus
R23. Setelah dimasukkan ke dalam dodol sirsak,
probiotik bebas mengalami penurunan cukup besar
yaitu sekitar 3,5 dan 4,5 Log CFU g'l pada kedua
galur tersebut. Hal tersebut dapat terjadi dikarena-
kan inkorporasi probiotik bebas ke dalam dodol
sirsak dilakukan pada saat dodol sirsak bersuhu
60°C dimana sesuai dengan hasil pengujian
ketahanan panas probiotik bebas yang dipanaskan
pada suhu 60°C jumlah sel yang hidup menurun
sebanyak 5,0 dan 5,4 Log CFU g masing-masing
pada L. acidophilus 2B4 dan L. rhamnosus R23.
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---@--- | a terenkapsulasi
—-X—- Lr terenkapsulasi
Gambar 3. Viabilitas probiotik di dalam dodol sir-
sak selama penyimpanan pada suhu
ruang. (La: L. acidophilus 2B4; Lr: L.
rhamnosus R23)

Penurunan jumlah sel probiotik bebas yang
cukup besar pada minggu pertama penyimpanan
diduga karena sel bebas tidak mampu bertahan
hidup di dalam kondisi lingkungan dodol sirsak yang
memiliki  karakteristik seperti kadar gula tinggi
(51,6%), kadar air rendah (18,6%) dan a, yang
rendah yakni sekitar 0,81. Probiotik bebas mampu
bertahan hidup pada kondisi lingkungan yang me-
ngandung gula sederhana dengan kadar air tinggi
dan juga nilai a, diatas 0,9. Nilai pH dodol sirsak
probiotik cenderung stabil pada kisaran angka 4,4-
4,6 sehingga dapat dipastikan bahwa kondisi
tersebut tidak mengganggu probiotik selama berada
dalam dodol sirsak karena probiotik mampu hidup
pada kisaran pH tersebut.
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Gambar 4. Jumlah kapang dan khamir produk
dodol sirsak probiotik selama penyim-
panan pada suhu ruang. (La: L.
acidophilus 2B4; Lr: L. rhamnosus R23)

Gambar 3 juga memperlihatkan bahwa va-
bilitas probiotik terenkapsulasi selama berada dalam
dodol sirsak mengalami penurunan yang lebih kecil
dibandingkan dengan probiotik bebas, yaitu sebesar
1,4 Log CFU g'l pada L. acidophilus 2B4 dan 2,2
Log CFU g'1 pada L. rhamnosus R23 sehingga
jumlah sel probiotik yang hidup dalam dodol sirsak
menjadi 7,9 dan 8 Log CFU g'l. Hal tersebut
menunjukkan  bahwa  mikroenkapsulasi  dapat
melindungi sel probiotik selama berada dalam
kondisi ekstrim seperti pada dodol sirsak sehingga
selama penyimpanan jumlah sel probiotik ter-
enkapsulasi cenderung lebih stabil dibandingkan
dengan probiotik bebas. Untuk itu dari Gambar 3
juga dapat dilihat bahwa dodol sirsak probiotik dapat
dikonsumsi dengan jumlah yang dibutuhkan (sekitar
6 Log CFU g'l) hingga umur 3 minggu untuk galur L.
acidophilus 2B4 dan 2 minggu untuk galur L.
rhamnosus R23. Dengan demikian telah memenuhi
persyaratan dimana untuk mendapatkan manfaat
kesehatan probiotik yaitu dengan jumlah sel yang

hidup minimal 6-7 Log CFU g'1 per hari
(Krasaekoopt et al. (2003).
Selama penyimpanan dilakukan juga per-

hitungan kapang dan khamir yang dapat tumbuh
dan merusak pangan dengan kadar gula tinggi dan
a, rendah seperti dodol sirsak. Gambar 4 me-
nunjukkan kapang dan khamir telah tumbuh sejak
minggu pertama penyimpanan, bahkan meningkat
dari 1 hingga 2,1 Log CFU g'1 hingga akhir pe-
nyimpanan (minggu ke-4). Hal tersebut disebabkan
oleh karakteristik kapang dan khamir yang umum-
nya dapat tumbuh dengan baik di dalam produk

pangan dengan kadar gula tinggi dengan kisaran a,,
0,85 atau kurang, juga mampu bertahan hidup pada
kondisi pH 2 hingga diatas 9 dan dapat hidup pada
kisaran suhu 10-35°C (BSN, 2009).

Pertumbuhan kapang dan khamir tersebut juga
dapat menunjukkan umur simpan dodol sirsak
probiotik itu sendiri. Gambar 4 menunjukkan bahwa
umur simpan dodol sirsak probiotik hanya dapat
bertahan hingga 3 minggu denqan total kapang dan
khamir sekitar 2 Log CFU g~. Batasan cemaran
mikroba pada dodol menurut BSN (2009) dan
BPOM (2009) untuk kapang dan khamir adalah
maksimal 2,3 Log CFU g'l. Jumlah kapang dan
khamir yang terhitung dalam dodol sirsak probiotik
tersebut masih dibawah batas aman cemaran
kapang dan khamir pada dodol, sehingga produk
tersebut masih aman untuk dikonsumsi. Kerusakan
pada dodol tidak hanya dapat disebabkan karena
adanya kapang dan khamir namun dodol juga dapat
mengalami kerusakan seperti ketengikan akibat
proses oksidasi senyawa aldehid dan peroksida
yang berasal dari santan (Triwarsita et al., 2013).

KESIMPULAN

Mikroenkapsulasi dengan teknik emulsi dapat
meningkatkan sintasan probiotik baik terhadap suhu
pemanasan (60, 65, dan 70°C), pH 2 serta garam
empedu (0,5%). Mikroenkapsulasi juga dapat me-
ningkatkan stabilitas probiotik yang ditambahkan ke
dalam dodol sirsak selama penyimpanan pada suhu
ruang. Mikroenkapsulasi pada kedua galur probiotik
menunjukkan hasil terbaik untuk galur L. acidophilus
2B4 yakni pada perlakuan pemanasan, sedangkan
untuk L. rhamnosus R23 pada perlakuan pH 2,
garam empedu 0,5% serta aktivitas antimikroba.
Probiotik terenkapsulasi dalam produk dodol sirsak
jumlahnya lebih stabil dari sel bebas. Jumlah
probiotik yang dienkapsulasi dapat dipertahankan
pada jumlah yang diperlukan (6 Log CFU g'l)
selama 3 minggu untuk galur L. acidophilus 2B4 dan
2 minggu untuk galur L. rhamnosus R23, sedangkan
probiotik bebas hanya mampu bertahan kurang dari
1 minggu.
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