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ABSTRAK

Lactobacillus sp. merupakan bakteri asam laktat, salah satu spesies
yang sering digunakan sebagai probiotik, namun kelemahan dari
bakteri tersebut adalah tidak toleran terhadap pH rendah (asam),
di cairan empedu, serta pada suhu yang tinggi. Bakteri probiotik
harus tetap hidup sejak mereka dikonsumsi hingga menetap di
usus. Hal ini sulit karena bakteri harus melewati pH asam ekstrim di
saluran pencernaan. Imobilisasi dengan enkapsulasi bakteri
probiotik adalah alternatif yang memberikan perlindungan bagi
sel-sel hidup (bakteri) yang berada pada kondisi yang merugikan.
Berdasarkan hasil uraian tersebut maka tujuan imobilisasi adalah
untuk meningkatkan jumlah kelangsungan hidup (viabilitas)
bakteri Lactobacillus sp dalam kondisi simulasi asam lambung dan
garam empedu (ox bile 0,5%) dengan menggunakan imobilisasi
matriks alginat. Metode yang digunakan dalam imobilisasi bakteri
adalah ekstrusi. Teknik ini melibatkan persiapan larutan
hidrokoloid, penambahan mikroorganisme, dan ekstrusi suspensi
sel melalui jarum syringe. Tetesan tersebut diteteskan ke larutan
pengeras CaCl,. Perbandingan bakteri yang diimobilisasi dengan
bakteri bebas adalah imobilisasi dengan penyalut alginat metode
ekstrusi mampu meningkatkan viabilitas bakteri asam laktat
dibandingkan dengan bakteri yang tidak diimobilisasi.

Kata kunci: Imobilisasi, alginat, bakteri asam laktat, viabilitas

ABSTRACT

Lactobacillus sp. is a lactic acid bacteria, one of the species that is
often used as a probiotic, but the weakness of these bacteria is they
are not intolerant of low pH (acid), in bile, and also at high
temperatures. Probiotic bacteria must stay alive from the time they
are consumed until they settle in the intestines. This is difficult
because the bacteria have to pass through the extreme acidic pH
in the digestive tract. Immobilization with probiotic bacterial
encapsulation is an alternative that provides protection for living
cells (bacteria) that are in adverse conditions. Based on the results
of the description, the objective of the study is to increase the
number of survival of Lactobacillus sp bacteria in simulated
conditions of gastric acid and bile salts (ox bile 0,5%) by using the
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immobilization of the alginate matrix. Extrusion is the method used

in bacterial

immobilization. This technique involves the

preparation of a hydrocolloid solution, addition of microorganisms,
and extrusion of the cell suspension through a syringe needle. The
comparison between immobilized bacteria and free bacteria is that
immobilization with alginate coatings extrusion method can
increase the viability of lactic acid bacteria compared to bacteria
that are not immobilized.

Keywords: Immobilization, alginate, lactic acid bacteria,

viability

1. PENDAHULUAN

Probiotik menurut Suryani et, al.
(2019) didefinisikan sebagai
mikroorganisme hidup, yang jika diberikan
atau dikonsumsi dalam jumlah tertentu
akan memberikan manfaat kepada inang.
Kelompok bakteri spesies Lactobacillus sp.
merupakan bakteri asli pada pencernaan
manusia, sehingga menjadi pilihan utama
produk probiotik, selain itu juga bakteri ini
bersifat  nonpatogen  dan
Lactobacillus sp. memiliki kelemahan
dalam mempertahankan diri di lingkungan
yang sangat asam, di cairan empedu, serta
pada suhu yang tinggi. Nilai pH optimum
yang dapat ditoleransi Lactobacillus sp
berada di kisaran 3-5.

Permasalahan Bakteri
Lactobacillus sp adalah rawan dalam
kondisi lingkungan yang ekstrim, sehingga
dapat menyebabkan hilangnya kehidupan
fungsional bakteri tersebut. Strategi
terbaik untuk mengatasi masalah ini
adalah dengan cara imobilisasi dan
menjebak sel-sel bakteri. Bakteri probiotik
harus tetap hidup sejak dikonsumsi hingga
menetap di usus. Hal ini sulit karena bakteri
harus melewati pH asam di saluran
pencernaan. Imobilisasi dengan
enkapsulasi  bakteri probiotik adalah
alternatif yang memberikan perlindungan
bagi sel-sel hidup yang berada pada

aman.

utama

kondisi yang merugikan (Burgin, et al.,
2011).

Imobilisasi merupakan suatu metode
untuk mengurung atau menempatkan sel
mikroba secara fisik pada suatu ruang
tertentu dimana sel masih memiliki
aktivitas katalitik serta dapat dipergunakan
secara berkelanjutan dan berulang kali,
dalam proses imobilisasi sel-sel biasanya
tumbuh dipermukaan atau terperangkap
di dalam model, karena banyak
mikroorganisme yang mampu melekat
pada berbagai permukaan  alami.
Mikroorganisme dapat distabilkan pada
matriks yang berbeda seperti menjebak
dalam bahan berpori, penyerapan atau
adehsi, penghambatan sel, dan ikatan
kovalen serta ikatan ion (Hassanzadeh, et
al., 2017).

Produk probiotik dapat digunakan
dengan cara  enkapsulasi  bakteri.
Enkapsulasi bakteri juga merupakan suatu
cara yang dapat melindungi dan
membawa mikroorganisme sampai ke
usus. Mikroenkapsulasi dengan bead
hidrokoloid  telah  di  uji  dapat
meningkatkan viabilitas probiotik di dalam
makanan dan saat di saluran pencernaan.

Mikroenkapsulasi membantu
ketidakstabilan inti di lingkungan,
meningkatkan stabilitas, dan

memperpanjang umur simpan bakteri.
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Mikroenkapsulasi bakteri probiotik sering
menggunakan matriks berupa alginat.
Alginat telah diuji dapat meningkatkan
hidup probiotik 80-95%.
Preparasi mikrokapsul alginat sebagai
matrik bakteri, dapat dilakukan dengan
cara ekstrusi dan emulsi. Penggunaan
ekstrusi sebagai metode enkapsulasi
bakteri memiliki beberapa keuntungan,
diantaranya metode ekstrusi merupakan
metode yang mudah dan murah dalam
pengoperasian, memberikan viabilitas
yang tinggi pada bakteri, dan tidak
merusak sel probiotik seperti halnya ketika
menggunakan teknik spray-drying
(Suryani, et al., 2019). Berdasarkan uraian
di atas artikel ini bertujuan untuk
meningkatkan  kelangsungan  hidup
(viabilitas) bakteri probiotik dalam kondisi
simulasi cairan asam lambung (pH rendah)
dan simulasi garam empedu (ox bile 0,5%)
dengan menggunakan imbolisasi alginate.

ketahanan

2. ISl

2.1 Karakterisasi Alginat

Alginat menurut Wulandari, et.al
(2019) merupakan polimer alami yang
berasal dari alga coklat (Phaeophyta).
Alginat adalah garam dari asam alginat
yang merupakan kopolimer dari blok (3-d-
mannuronic acid (M) dan epimer C-5, asam
a-lI-guluronic (G), dihubungkan bersama
untuk membentuk polisakarida linier
dengan ikatan (1,4) -glikosidik yang terlihat
pada Gambar 1 berikut:

' )‘—;;;~_ ,—~55./, ‘ \‘,;;;-

Gambar 1. Struktur Blok Alginat (blok G, blok M
dan blok MG) (Imeson, 2010 dalam Wulandari, et.al
2019).

Alginat merupakan salah satu jenis
hidrokoloid, yaitu suatu sistem koloid oleh
polimer organik di dalam air. Alginat dapat
membentuk gel yang stabil terhadap
panas dimana dapat disimpan pada suhu
kamar (Herawati, 2018). Pemanfaatan

alginat didasarkan pada tiga sifat
utamanya yaitu yang pertama
kemampuannya dalam menaikkan
viskositas  larutan  apabila  alginat

dilarutkan dalam air. Kedua adalah
kemampuan alginat untuk membentuk
gel, gel akan terbentuk jika pada larutan
natrium alginat ditambahkan garam Ca.
Gel terbentuk karena adanya reaksi kimia,
pada proses tersebut Ca  akan
menggantikan posisi natrium dari alginat
dan mengikat molekul alginat yang
panjang. Proses ini tidak memerlukan
panas dan gel yang terbentuk tidak akan
meleleh jika dipanaskan. Berbeda dengan
gel agar yang memerlukan pemanasan
untuk pembentukan gelnya, sehingga air
harus dipanaskan sampai suhu 80°C untuk
membentuk swelling/gelatinisasi agar dan
gel terbentuk pada suhu di bawah 40° C.
Sifat ketiga dari alginat adalah
kemampuannya untuk membentuk film
dari natrium atau kalsium alginat dan fiber
dari kalsium alginat.

Pemanfaatan alginat sebagai bahan
prebiotik yang merupakan substrat bagi
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mikroba untuk menghasilkan asam lemak
rantai pendek juga tidak mudah dilakukan
karena  polimernya yang panjang,
sehingga kurang sesuai bagi bakteri
probiotik seperti  Bifidobakteria dan
Lactobacillus (Subaryono, 2010). Struktur
mikroenkapsulasi mengggunakan alginat
yaitu bakteri probiotik diselimuti oleh
kapsul berupa alginat, dapat dilihat pada
Gambar 2 dibawah ini.

b

Gambar 2. Skema Struktur mikroenkapsulasi (a)
struktur matrik, (b) struktur cross-link, (c) struktur
pelapisan bagian luar dengan alginat (Liu, et al.,
2017).

2.2 Teknik Ekstrusi

Teknik tertua dan paling umum
untuk menghasilkan kapsul dengan
hidrokoloid  (misalnya, alginat dan
karagenan) terdiri dari menyiapkan larutan
hidrokoloid, menambahkan
mikroorganisme dan membentuk tetesan
dengan mengekstrusi suspensi melalui
jarum suntik (syringe) ke dalam larutan
pengerasan (misalkan kalsium klorida)
atau dengan cara menambahkan mikroba
probiotik ke dalam larutan hidrokoloid
alginat, kemudian diteteskan ke dalam
larutan pengeras (CaCl) menggunakan
syringe (Gambar 3). Ukuran dan bentuk
mikrokapsul yang terbentuk tergantung
pada diameter nosel dan jarak antara nosel
dan CaCl, larutan. Metode ini sederhana
dan hemat biaya, tidak menyebabkan
kerusakan sel dan menghasilkan viabilitas
sel yang tinggi. Teknologi ini tidak

menggunakan pelarut berbahaya dan
dapat dilakukan di bawah kondisi aerobik
dan anaerobik (Krasaekoopt et al., 2003).
Hasil penelitian Krasaekoopt et al.,
(2006) dalam Cock-Serna dan Castillo-

Vallejo (2013) menunjukkan bahwa
kelangsungan hidup bakteri probiotik
yang dienkapsulasi lebih besar

dibandingkan dengan bakteri bebas (tidak
di enkapsulasi) dalam sekitar 1 siklus log,
selama penyimpanan dan jumlah bakteri
probiotik. Kapsul disimpan pada suhu 4 °C
dan viabilitasnya dicatat selama 63 hari.
Hasil penelitian Soto et al. (2011).
menunjukkan  bahwa  kapsul yang
didinginkan memiliki viabilitas yang lebih
besar dibandingkan dengan kapsul yang
disimpan pada suhu kamar. Disimpulkan
bahwa probiotik memiliki umur simpan
minimal 2 bulan dan dapat digunakan
sebagai inisiator kultur. Berikut dibawah ini
merupakan diagram metode ekstrusi
dapat di lihat pada Gambar 3.

containing bacteria

Calclum chioride
solution

Gambar 3. Diagram skematis dari metode
enkapsulasi ekstrusi (Cock-Serna dan Castillo-
Vallejo, 2013).

Bakteri Probiotik
Hasil Imobilisasi
Viabilitas sel probiotik merupakan
parameter penting terkait manfaatnya
terhadap kesehatan. Manfaat probiotik

bisa dirasakan ketika ia mampu bertahan

2.3 Karakterisasi
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hidup di saluran cerna dalam jangka waktu
yang lama, laporan Vos et al. (2010)
menyebutkan bahwa sel probiotik dalam
kondisi bebas cenderung memiliki survival
yang rendah dibandingkan dengan yang
diimobilisasi dengan alginat. Morfologi
kapsul diukur dengan SEM dan mikroskop
optik, semua mikrokapsul berbentuk bulat
dapat dilihat pada (Gambar 4 dan 5).
Teknik ekstrusi menurut Solanki et al.
(2013) akan menghasilkan mikrokapsul
yang lebih beragam daripada teknik
emulsifikasi. Umumnya, diameter yang
terbentuk antara 2-5 mm lebih besar dari
yang dibentuk dalam metode emulsi.
Ukuran  dan  bentuk  mikrokapsul
dipengaruhi oleh  konsentrasi dan
viskositas larutan polimer, jarak antara
jarum suntik dan larutan pembentuk
mikrokapsul serta ukuran diameter
ekstruder yang digunakan.

Temuan ini sesuai dengan Sultana et
al. (2000), yang melaporkan bahwa bentuk
mikrokapsul berbentuk bulat. Bentuk
serupa dari mikrokapsul juga ditunjukkan
oleh banyak peneliti (Zanjani et al., 2012).
Berikut merupakan bentuk kapsul yang
dilapisi alginat:

Gambar 4. Gambar mikroskop optik dari kapsul
alginat (a dan b) pada perbesaran 40x. (Zanjani et
al., 2012).

Berikut merupakan bentuk kapsul
yang dilapisi natrium alginat-zeolit-pati:

Gambar 5. Pengamatan dengan mikroskop
elektron yang menunjukkan mikroenkapsulasi dari
L.casei dengan natrium alginat-zeolit-pati
(Hassanzadeh, et al, 2017).

2.4 \Viabilitas Mikroenkapsulasi
Lactobacillus sp. pada Simulasi
Asam Lambung
Berdasarkan hasil penelitian

Purnasari (2015) mengenai ketahanan

strain Lb. plantarum terhadap pH rendah

(pH 2) Salah satu syarat bakteri termasuk

dalam probiotik adalah mampu bertahan

hidup pada kondisi saluran pencernaan
yang meliputi keasaman tinggi dan sekresi
garam empedu. Penurunan jumlah bakteri
probiotik bebas yang diinkubasi dengan
pH 2 berbeda nyata lebih banyak dengan
probiotik terenkapsulasi. Lb. plantarum BSL
dan Lb. plantarum 2C12 masing-masing

mengalami penurunan sebesar 2,6 dan 2,5

Log CFU mL-1. Hasil berbeda nyata

ditunjukkan pada Lb. plantarum BSL dan

Lb. plantarum 2C12 terenkapsulasi masing-

masing hanya mengalami penurunan

sebesar 1,3dan 1,2 Log CFU mL-1 (Gambar

6).
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Gambar 6. Ketahanan sel strain Lb. plantarum
bebas dan terenkapsulasi terhadap pH rendah (pH
2) (Purnasari, et.al. 2015).
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Pada percobaan ini, ketahanan sel
probiotik terhadap pH rendah dilakukan
dengan inkubasi pada kondisi pH rendah
(pH 2) selama 5 jam, sesuai dengan
lamanya makanan berada di dalam
lambung (2-6 jam). Chandramouli et al.
(2004) dalam Purnasari, etal. (2015)
melaporkan  kenaikan viabilitas  Lb.
acidophilus secara nyata pada pH 2 setelah
dienkapsulasi dengan alginat. Kim et al.
(2008) melaporkan bahwa sintasan Lb.
acidophilus ATCC 43121 pada kondisi pH
rendah (pH 1,2 dan 1,5) berbeda nyata
lebih tinggi dibandingkan dengan sel
bebas. Pada pH 1,2 Lb. acidophilus ATCC
43121 bebas mengalami kematian setelah
inkubasi selama 1 jam, sedangkan Lb.
acidophilus ATCC 43121 terenkapsulasi
mengalami penurunan dari 6 menjadi 3
lLog CFU g -1. Dengan demikian
enkapsulasi dengan alginat mampu
meningkatkan sintasan probiotik setelah
dipapar dengan pH rendah.

2.5 Viabilitas
Lactobacillus sp. pada Simulasi

Mikroenkapsulasi

Garam Empedu

Viabilitas  Bakteri asam laktat
terhadap garam empedu merupakan salah
satu persyaratan penting untuk probiotik.
Dalam hal ini Hermana et al. (2015)
menyebutkan semua mikroba yang
berhasil hidup setelah ditumbuhkandalam
de Man, Rogosa, Sharpe Agar (MRSA) yang
ditambah 0,5% ox bile dinyatakan bersifat
tahan terhadap garam empedu. Hasil
simulasi ketahanan bakteri probiotik BN12
pada media ox bile (garam empedu 0,5%)
memperlihatkan bahwa pada awalnya
jumlah bakteri probiotik BN12 setelah
proses pengeringan cukup tinggi kecuali

kitosan, namun setelah diinkubasi dalam
media garam empedu mengalami
penurunan. Penurunan jumlah bakteri
pada media garam empedu berkaitan
dengan sifat garam empedu yang
merupakan racun bagi bakteri. Konsentrasi
garam empedu yang tinggi merupakan
racun sekaligus zat antimikroba yang
sangat keras. Cairan empedu di dalam usus
halus bersifat menghambat pertumbuhan
mikroba (Bezkorovainy, 2001).

Namun setelah masa inkubasi 6 jam,
jumlah bakteri cenderung mengalami
kenaikan, kecuali bakteri probiotik dengan
penyalut kitosan yang sejak awal
disimulasikan tidak tumbuh. Adanya
kenaikan jumlah bakteri menunjukkan
bahwa  bakteri  tersebut  mampu
beradaptasi dalam media garam empedu
yang selanjutnya bereproduksi melalui
pembelahan sel. Dilaporkan bahwa fase
adaptasi bakteri asam laktat Streptococcus
terjadi pada jam ke-0 hingga jam ke-4.
Sementara fase adaptasi Lactobcillus sp.
REDA4 terjadi pada jam ke-0 hingga jam ke-
2. Bakteri probiotik BN12 selama masa
inkubasi 6 jam dalam media garam
empedu mengalami  pertumbuhan.
Pertumbuhan bakteri tersebut lebih
rendah dibandingkan pertumbuhan 99
strain  Lactobacillus plantarum yang
memiliki rata-rata pertumbuhan sebesar
40% dengan persentase pertumbuhan
terendah 12,21% dan tertinggi 95,98%
(Zago et al., 2011). Hal ini terlihat dari
persentase kenaikan jumlah bakteri
probiotik BN12 terenkapsulasi dengan
penyalut alginat, xanthan gum dan kontrol
(tanpa penyalut) berturut-turut sebesar
25,68; 10,65; dan 1,12% (Tabel1).
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Tabel 1. Ketahanan bakteri probiotik terenkapsulasi terhadap garam empedu

Penyalut Log Jumlah Bakteri (cfu/g) % kenaikan BAL setelah 6
Setelah Spray Masa Inkubasi dalam Garam jam inkubasi.
Drying Empedu
Ojam 6Jam
Alginat 7.99 5.882 7.392 25.68
Xanthan Gum 8.36 6.95° 7.69° 10.65
Kitosan 2.04 0P ob 0
Kontrol 8.18 6.242 6.31° 1.12

Keterangan: Huruf yang sama pada kolom yang sama kolom yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata

(p>0,05) (Hermana, et al., 2015).

Sementara hasil penelitian dari
Purnasari, et.al. (2015) ketahanan strain Lb.
plantarum terhadap garam empedu (0,5%)
Kemampuan bakteri probiotik untuk
bertahan pada kondisi saluran pencernaan
diperlukan untuk dapat memberikan efek
kesehatan. Ketahanan bakteri probiotik
terhadap garam empedu merupakan salah
satu sifat penting yang harus dimiliki agar
mampu tumbuh dan bertahan hidup
selama berada pada bagian usus kecil.
Ketahanan sel Lactobacillus plantarum
bebas dan terenkapsulasi dalam simulasi
larutan garam empedu 0,5 % dapat dilihat
pada Gambar 7.

35
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Gambar 7. Ketahanan sel strain Lb. plantarum
bebas dan terenkapsulasi terhadap garam empedu
(0,5%) (Purnasari, et.al. 2015).

Penurunan jumlah bakteri probiotik
bebas yang diinkubasi dengan MRSB yang
mengandung garam empedu 0,5%
berbeda nyata lebih banyak dibandingkan
dengan probiotik terenkapsulasi. Lb.

plantarum BSL dan Lb. plantarum 2C12
terenkapsulasi  masing-masing  hanya
mengalami penurunan sebesar 1,4 dan 1,2
Log CFU mL-1 (Gambar 10) atau sekitar
separuh dari penurunan sel bebas setelah
dipapar dengan kondisi garam empedu
0,5%. Lb. plantarum BSL dan Lb. plantarum
2C12 masing-masing mengalami
penurunan sebesar 2,9 dan 2,8 Log CFU
mL-1.

3. KESIMPULAN

Berdasarkan uraian di atas maka
dapat disimpulkan bahwan imobilisasi
dengan  penyalut alginat mampu
meningkatkan viabilitas bakteri
Lactobacillus sp. dalam kondisi simulasi
asam lambung dan garam empedu (ox bile
0,5%). Hasil berbeda nyata ditunjukkan
pada Lb. plantarum BSL dan Lb. plantarum
2C12 terenkapsulasi masing-masing hanya
mengalami penurunan sebesar 1,3 dan 1,2
Log CFU mL pada pH rendah (simulasi
asam lambung) dan penurunan sebesar 1,4
dan 1,2 Log pada simulasi garam empedu
(ox bile 0,5%). Berdasarkan data tersebut
maka dapat disimpulkan bahwa imobilisasi
dengan penyalut alginate metode ekstrusi
mampu meningkatkan viabilitas bakteri
asam laktat.
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