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ABSTRACT

This study aimed to investigate the characteristics and the viability of encapsulated lactic acid bacteria (LAB) from
fermented durian from Jambi using alginate concentration as wall material. The encapsulation method used the
emulsification technique where LAB in alginate capsules was formed by the formation of water in oil emulsion.
This study used a completely randomized design with various alginate concentrations as the treatments with
concentrations: 1%, 3%, 5%, 7%, and 9%, respectively. The result showed that alginate concentration on LAB
microcapsules was very significant in yield, pH, and heat resistance. All treatment concentrations provided high
LAB viability, so alginate is effective for wall material LAB encapsulation with emulsification techniques. The best
LAB microcapsule was 7% of alginate concentration with value of yield 5,60 %, viability of LAB log 12,43 CFU/g,
pH 5,22, heat resistant on 50°C (log 12, 46 CFU/g), 60°C (log 12,45 CFU/qg), 70°C (log 12,35 CFU/qg).

Keywords: Emulsification, alginate, encapsulation, lactic acid bacteria, tempoyak

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari karakteristik dan viabilitas enkapsulasi bakteri asam laktat (BAL) dari
fermentasi durian (tempoyak) asal Jambi dengan penambahan berbagai konsentrasi alginat. Teknik enkapsulasi
yang digunakan adalah teknik emulsifikasi (kapsul alginat dibuat dengan umulsifikasi air dalam emulsi minyak).
Penelitian menggunakan Rancangan Acak lengkap (RAL) dengan perlakuan konsentrasi alginat yang terdiri dari 5
taraf perlakuan yaitu: 1%, 3%, 5%, 7% dan 9%. Masing- masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Hasil penelitian
menunjukan perbedaaan konsentrasi alginat pada enkapsul BAL memberikan pengaruh nyata terhadap
rendemen, pH, ketahanan terhadap panas, bentuk dan ukuran kapsul BAL tetapi tidak berpengaruh nyata
terhadap viabilitas BAL. Semua perlakuan memberikan viabilias BAL yang tinggi, sehingga alginate sangat efektif
digunakan sebagai bahan penyalut BAL dengan teknik emulsifikasi. Secara keseluruhan, konsentrasi alginat 7%
merupakan perlakuan terbaik pada enkapsul BAL yang menghasilkan rendemen (5.60), viabilitas (12.43), pH
(5.22), ketahanan terhadap panas suhu 50°C (12.46 log CFU/qg), suhu 60°C (12.45 log CFU/g) dan suhu 70°C (12.35
log CFU/qg).

Kata kunci: Sodium alginat, bakteri asam laktat, enkapsulasi, tempoyak.

Pendahuluan

Tempoyak merupakan makanan tradisional fermentasi populer yang banyak dijumpai di Negara
ASEAN dan diminati karena cita rasa gurih dan aromanya yang khas. Pembuatan tempoyak secara
tradisional adalah dengan menambahkan garam secukupnya (1-1,5%) dari berat daging buah durian
yang telah siapkan dalam wadah tertutup sebelumnya, dilanjutkan dengan proses pemeraman
(fermentasi) selama 3-4 hari (Wasnin et al.,, 2014). Selama pemeraman tempoyak akan tumbuh bakteri
asam laktat (BAL) alami yand ada pada daging durian tersebut. Bakeri asam laktat adalah mikroflora yang
dominan ada pada makanan fermentasi tradisional dan peranannya telah dikenal sejak lama untuk
meningkatkan imunitas kesehatan, menurunkan kolesterol, anti kanker, mencegah diare dan
meningkatkan fungsi otak (Marco et al., 2017; Ruiz Rodriguez et al., 2021; Zhu & Liu, 2017).
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Pada penelitian (Nizori et al., 2019; 2018) telah berhasil dilakukan identifikasi dan isolasi BAL yang ada
pada tempoyak asal Jambi, kemudian didapat isolat murni BAL yang potensial sebagai probiotik. Namun
masalah utamanya adalah bakteri probiotik ini sangat sensitif dan mudah mati selama proses
pengolahan dan penyimpanan. Teknologi enkapsulasi dapat digunakan untuk memperpanjang umur
bakteri probiotik. Pada prinsipnya mikroenkapsulasi diartikan sebagai suatu proses dimana komponen
yang sangat sensitif dilapisi oleh membran atau matriks semi permeabel (Wandrey et al., 2010). Proses
enkapsulasi bertujuan untuk melindungi bakteri dari kondisi lingkungan (oksigen, air, asam dan interaksi
dengan bahan-bahan lain) selama proses pengolahan. Untuk meningkatkan ketahanan bahan aktif inti
(core materials), pemilihan bahan penyalut sangat penting untuk diperhatikan (De Cassia Sousa Mendes
et al, 2021; Haffner & Pasc, 2018; Nizori et al.,, 2020; Samborska et al,, 2021; Wandrey et al., 2010).

Enkapsulasi BAL dapat dilakukan dengan teknik ekstrusi, koaservasi, freeze drying, spray drying dan
emulsifikasi (Lee et al., 2019). Pada teknik emulsifikasi, enkapsulasi dilakukan dengan adanya fase
terdispersi dalam fase selanjutnya. Teknik emulsifikasi efektif untuk meningkatkan viabilitas bakteri
probiotik (Holkem et al., 2017). Emulsifikasi dapat dilakukan dengan memakai senyawa hidrokoloid
diantaranya adalah pektin, alginat, karagenan serta senyawa hidrokoloid lainnya sebagai enkapsulan.
Alginat sebagai bahan penyalut popular, banyak dilakukan peneliti untuk meningkatkan viabilitas
probiotik (Oguntoye et al.,, 2021; Rajagukguk & Arnold, 2021; Saputro et al., 2020; Wandrey et al., 2010).
Lebih lanjut Wandrey et al. (2010) menyatakan alginat dibuat dari alga laut yang telah dikeringkan dalam
bentuk bubuk kering dan untuk skala komersial menggunakan teknik fermentasi dengan bakteri
tertentu. Sifat alginat yang disukai adalah kemampuan larut dalam air yang cepat dan membentuk gel
dan film. Penggunaan bahan penyalut dan kosentrasi yang digunakan akan mempengaruhi dari bahan
aktif (core materials) yang akan disalut (Nizori et al., 2018).

Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji pengaruh penambahan konsentrasi alginat terhadap
karakteristik enkapsulasi bakteri asam laktat asal tempoyak Jambi yang dihasilkan dengan menggunakan
teknik emulsifikasi dan untuk mengetahui viabilitas BAL yang dihasilkan.

Bahan dan metode

Bahan dan alat

Bahan yang digunakan adalah kultur isolat BAL dari laboratorium Mikrobiologi Fakulas Teknologi
Pertanian Universitas Jambi, hasil isolasi dari tempoyak Jambi dari penelitian sebelumnya (Nizori et al.,
2019). Bahan lain yang digunakan adalah aquades, alkohol, kristal violet, lugol, safranin dan medium agar
(MRS-Agar dari Merck), MRS-Borth (Merck), alginat (dalam bentuk sodium algina, Sigma-aldrich Pty.Ltd.,
Singapore), CaCl; (Merck, Germany), minyak kedelai (Mazola, Canada) dan tween 80 (Merck).

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain inkubator, jarum ose, vortex, mikroskop optical
(Suntech), autoclave, hot plate, magnetic stirer, dan oven, spektrofotometer UV/Vis Labomed. Inc (UV-
2500) dan pH meter digital (Martini Instruments Inc.) Untuk pengamatan mikrokapsul menggunakan
Scanning electron microscop (SEM, model JEOL JSM 6510 LA).

Metode penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak lengkap (RAL) non faktorial dengan perlakuan
konsentrasi sodium alginat yang terdiri dari 5 taraf perlakuan yaitu: 1%, 3%, 5% 7% dan 9%. Masing-
masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan metode
analisis ragam (ANOVA) pada taraf 5%. Apabila berbeda nyata maka dilanjutkan dengan uji duncan’s new
multiple range test (DNMRT) pada taraf 5%.
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Pelaksanaan penelitian
(1) Preparasi suspensi bakteri asam laktat

BAL probiotik pada penelitian ini berasal dari tempoyak yang dibuat di Jambi dan telah diidentifikasi
pada peneltian sebelumnya. Preparasi BAL dilakukan dengan persiapan kultur murni dengan cara
sebanyak satu ose BAL ditumbuhkan pada media MRSA (Oxoid Ltd., England) kemudian diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Selanjutnya diambil kembali sebanyak 1 ose untuk ditumbuhkan kembali
dalam 10 ml MRSB (Oxoid Ltd., England) simpan selama 24 - 48 jam yang akan digunakan untuk produksi
biomassa. Selanjutnya stock atau biomassa yang telah diperolah dapat dibiakan kembali dengan
mengambil 1T ml biomassa (stock) ditambahkan dalam 99 ml MRS Broth dan disimpan selama 24 - 48 jam
pada suhu 37°C (Oxoid, 1998).

(2) Persiapan sel dan pembuatan mikrokapsul BAL

Sebanyak 4 ml supsensi biomassa sel BAL ditambahkan ke dalam 20 ml larutan sodium alginat (1,3,5,7
dan 9%) lalu dihomogenkan dengan magnetic stirer. Minyak kedelai 100 ml yang mengandung 0.2%
tween 80 (emulsifier), dimasukkan ke dalam gelas piala dan campuran aginat-sel BAL dengan cara
diteteskan sambil diputar dengan pengaduk magnet. Sekitar 5 menit, ketika telah nampak emulsi yang
terbentuk ditambahkan CaCl, 0.1 M (100 ml) secara cepat untuk mengeraskanen kapsul dan memecah
emulsi. Kapsul-kapsul yang telah terbentuk kemudian dipisahkan dari minyak menggunakan alat
sentrifugasi pada kecepatan 2800 rpm selama 5-10 menit dan dicuci dua kali dengan akuades. Manik-
manik disaring, ditransfer ke cawan petri steril dan disimpan dalam refrigerator (Mandal et al., 2006).

Parameter penelitian

Morfologi dan ukuran bubuk tempoyak

Bubuk tempoyak diambil image menggunakan scanning electron microscope (SEM), bubuk tempoyak
sebagai sampel tersebut sebelumnya telah didispersi menggunakan alkohol dan pengamatan sampel
dengan menggunakan perbesaran 250x dan 400x. Pengukuran granula bubuk tempoyak menggunakan
aplikasi image J versi 1.5.2 dengan mengukur sisi panjang pada granula bubuk tempoyak.

Rendemen mikrokapsul

Setelah diperoleh enkapsul BAL, dilakukan pengujian persentase rendemen hasil enkapsul yang
diperoleh, dengan menimbang berat bahan sebelum dan setelah terenkapsulasi (Usfah et al., 2015).
Perhitungan rendemen enkapsulasi (%): (berat akhir/berat awal) x 100%

Jumlah sel bakteri probiotik dalam enkapsul (Viabilitas)

Penghitungan sel hidup bakteri probiotik (viabilitas) delakukan dengan didisintegrasikan sel probiotik
dari kapsulnya yakni dengan menambahkan sebanyak 1 gram mikrokapsul ke dalam 9 ml (b/v) larutan
sodium sitrat 2 % steril (pH 7,0) kemudian dihomogenisasi selama 5 menit. Setelah didisintegrasikan,
kemudian dilakukan penghitungan dengan membuat serial larutan dari sodium klorida (0,85% b/v),
dilakukan penuangan agar (MRSA) ke cawan petri dan dilakukan proses inkubasi pada suhu 37°C selama
72 jam (Gebara et al., 2013).

pH

Pengukuran pH menggunakan pH meter digital. pH meter dikalibrasi terlebih dahulu menggunakan
larutan buffer pH 4 dan pH 7 (Sudarmadji et al., 1997). Setelah itu baru dilakukan pengukuran sampel
dengan melarutkan mikrokapsul dengan 100 mL aquadest.
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Uji ketahanan terhadap panas

Sebanyak 1 gram enkapsul atau 1 ml suspense sel bakteri asam laktat dimasukan dalam 9 ml akuades
dan dipanaskan dalam suhu 50, 60 dan 70°C selama 20 menit. Selanjutnya campuran didinginkan pada
suhu ruang dan sel hidup dihitung setelah ditumbuhkan pada MRSA selama 48 jam pada suhu 37°C, jika
sel bakteri yang tumbuh terlalu banyak maka dilakukan pengenceran pada 10% 103dan 10* (Mandal et
al,, 2006).

Hasil dan pembahasan
Rendemen (Yield)

Rendemen enkapsulasi dihitung berdasarkan jumlah enkapsulasi akhir setelah proses enkapsulasi
dibagi dengan jumlah seluruh bahan yang ditambahkan pada campuran biopolimer selama proses
enkapsulasi. Nilai rata-rata rendemen bakteri asam laktat dari tempoyak yang dienkapsulasi dengan
sodium alginat dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Nilai Rendemen, viabilitas dan pH mikrokapsul BAL pada berbagai kosentrasi sodium alginate

Konsentrasi Rendemen Viabilitas pH
Sodium alginate (%) (log 10 cfug™)
(%)
1 0,52+0,06° 12,25+ 0,53 5,70+0,16®
3 3,01+£0,20° 12,30+ 0,152 5,53+0,14 %
5 480+0,65° 12,32+0,7° 5,49+0,28 ¢
7 560+0,16°¢ 12,43+ 0,3° 5,22+0,14"
9 7,58+ 1,67 ¢ 12,34+0,44° 5,15+0,18 ¢

Keterangan: angka-angka yang diikuti huruf kecil yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada
taraf 5% menurut uji DNMRT

Hasil uji DNMRT terhadap rendemen enkapsul BAL menunjukan bahwa perlakuan konsentrasi sodium
alginat 1% sangat berbeda nyata dengan perlakuan 3%, 5%, 7% dan 9%. Rendemen enkapsul tertinggi
dihasilkan pada perlakuan 9% dengan rendemen sebesar 7.58%, dan rendemen enkapsul terendah
dihasilkan dari konsentrasi sodium alginat 1% yaitu sebesar 0.52%. Semakin tinggi konsentrasi sodium
alginat yang digunakan enkapsul yang terbentuk semakin banyak begitu juga sebaliknya. Hal ini sejalan
dengan penelitian Muchsri et al. (2015) yang menggunakan bahan penyalut sodium alginat pada
konsentrasi 1-3%, enkapsul tertinggi pada konsentrasi sodium alginat 3% dengan jumlah 3,75 g enkapsul
dan enkapsul terendah pada konsentrasi sodium alginat 1% dengan jumlah 3,61 g enkapsul.

Viabilitas

Tabel 1 menunjukan bahwa vabilitas tertinggi dihasilkan pada perlakuan sodium alginat 7% yaitu
12.43 log cfu/g yang mengalami penurunan sebesar 13.20% dari awal sebelum enkapsulasi. Larutan
sodium alginat 7% memberikan tingkat gel yang optimum untuk penetrasi dan reaksi permukaan gel
sodium alginat dengan larutan kalsium klorida pada proses pembentukan enkapsul kalsium alginat
dibanding dengan perlakuan 9% yang lebih solid sehinga lebih sulit larut saat pengenceran atau
dibandingkan perlakuan 1% yang lebih cair. Pada penelitian Muchsiri et al. (2015) konsentrasi larutan
sodium alginat 3% memberikan massa enkapsul probiotik BAL yang lebih tinggi dibandingkan dengan
konsentrasi 2% dan 1%. Viabilitas tertinggi diperoleh dari L. bulgaricus dalam enkapsulasi dengan
konsentrasi sodium alginat 3%, yang menghasilkan enkapsul kalsium alginat dengan dinding lebih kokoh
dan lebih rigid dibanding lainnya sehingga mampu memberikan perlindungan lebih optimal.

Penelitian sebelumnya, Chen et al. (2014) mendapatkan viabilitas Lactobacillus bulgaricus yang
dienkapsulasi dengan alginat diatas kisaran 10® CFU/gram bahkan sampai dengan lama penyimpanan 4
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minggu. Salsac et al. (2009) mengemukakan bahwa konsentrasi mempengaruhi densitas kapsul yang
dihasilkan dalam enkapsulasi berbahan alginat. Enkapsulasi pada L. acidophilus dan L. rhamnosus
menggunakan metode emulsi dapat menghasilkanenkapsul dengan populasi sekitar 103-10° cfu/g jus
apel serta dapat memperbaiki viabilitas probiotik hingga 6 minggu (Ding & Shah, 2008).
pH

Hasil uji DNMRT terhadap pH enkapsul BAL pada Tabel 1 menunjukan bahwa perlakuan konsentrasi
sodium alginat 1% berbeda nyata dengan perlakuan 3% dan 5%, tetapi sangat berbeda nyata dengan
perlakuan 7% dan 9%. Pada perlakuan konsentrasi sodium alginat 7% berbeda nyata dengan perlakuan
9%. Nilai pH enkapsul menurun sejalan dengan meningkatnya konsentrasi sodium alginat dengan nilai
5,70-5,15. Nilai pH terendah dihasilkan pada perlakuan sodium alginat 9% yaitu 5,15. BAL merupakan
kelompok bakteri gram positif berbentuk kokus atau batang, tidak membentuk spora dan tumbuh pada
suhu optimum 10 - 45°C dengan pH berkisar 5,5 - 5,8 (Khalid, 2011), bersifat anaerob dengan asam laktat
sebagai produk utama fermentasi karbohidrat. Jadi semakin tinggi konsentrasi sodium alginat maka pH
dari enkapsulan semakin rendah.

Ketahanan terhadap panas

Nilai rata-rata ketahanan terhadap panas pada suhu 50, 60 dan 70°C bakteri asam laktat dari
tempoyak yang dienkapsulasi dengan sodium alginat dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Nilai Rata-Rata Viabilitas BAL (log cfu/g) terhadap Ketahanan Terhadap Panas Pada Berbagai Suhu

Konsentrasi Suhu 50°C Suhu 60°C Suhu 70°C
Sodium Alginat (log cfu/g) (log cfu/g) (log cfu/g)
(%)
1 12,160,217 11,93+£0,11° 11,74+0,07°
3 12,26+0,10° 12,16 +,.12° 12,080,107
5 12,37+£0,06° 12,26 £0,10° 12,28+0,26°
7 12,460,107 12,45+0,10° 12,35+£0,25°
9 12,43+0,06° 12,33+£0,21° 12,140,122

Keterangan: angka-angka yang diikuti huruf kecil yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
5% menurut uji DNMRT.

Tabel 2 menunjukan bahwa jumlah mikrokapsul BAL mengalami penurunan sejalan dengan
meningkatnya suhu pemanasan. Penurunan jumlah sel probiotik yang hidup pada perlakuan ini dapat
dipengaruhi oleh suhu pemanasan dan strain probiotik. Menurut Kim et al. (2008), yang melakukan
penelitian probiotik, bahwa strain probiotik L. acidophilus ATCC 43121 yang dienkapsulasi dengan
sodium alginat dengan ekstrusi dapat meningkatkan ketahanan panas bakteri yang dienkapsulasi. Dari
perhitungan yang telah dilakukan dapat diketahui bahwa pada suhu 50,60 dan 70°C semakin tinggi
konsentrasi sodium alginat maka jumlah bakteri yang hidup semakin tinggi masing-masing sebesar
12,16-1,.46 ( log cfu/g) pada suhu 50°C, 11,93-12,45 I( log cfu/g) pada suhu 60°C dan 11,74 -11,35 ( log
cfu/g) pada suhu 70°C . Hal ini dikarenakan bahwa ketika semakin tinggi konsentrasi yang digunakan
maka semakin kuat enkapsul yang dihasilkan dan kemampuan melindungi bakteri semakin tinggi, hal ini
sejalan juga dengan penelitan (De Cassia Sousa Mendes et al.,, 2021) yang menggunakan enkapsulat
alginat dan kalsium klorida dalam mikroenkapsulasi ekstrak buah jabotikaba (Myrciaria cauli ora),
tanaman khas dari Brazil.
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Bentuk marfologi dan ukuran mikrokapsul BAL

Bentuk mikrokapsul BAL yang di enkapsulasi dengan penyalut alginate menggunakan teknik
emulsifikasi dapat dilihat di Gambar 1 dan 2 yang merupakan perlakukan terbaik dari penelitian ini,
sedangkan bentuk dari zat penyalut (wall materials) sodium alginat terlihat di Gambar 3.

Gambar 3. Sodium alginat murni dengan scanning electron microscope, perbesaran 400x.

Penelitan ini menghasilkan kapsul dengan ukuran 0,18 mm - 1,11 mm dan bentuk yang beragam
yang tidak simetris (non sphericals), heterogen dan keriput (wrinkled), sesuai dengan penelitian (De
Céssia Sousa Mendes et al., 2021) kapsul yang dihasilkan menggunakan alginat dan kalsium klorida yang
memiliki diameter kecil dan ukuran serta bentuk enkapsul yang dihasilkan beragam, heterogen dan
keriput. Variasi dari ukuran yang dihasilkan dipengaruhi oleh kecepatan agitasi dan perbandingan air dan
minyak yang digunakan (Hansen et al., 2002).
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Beberapa hasil penelitian mikroenkapsualsi sebelumnya menunjukkan variasi ukuran diameter
mikrokapsul yang dihasilkan. Hansen et al. (2002) melaporkan bahwa enkapsul yang dihasilkan dengan
metode emulsi menggunakan campuran probiotik dan sodium alginat serta minyak sayur lalu ditambah
CaCl2 sebagai pengeras kapsul, memiliki ukuran diameter berkisar 20-70 pm. Penelitian serupa
melaporkan bahwa metode emulsi dapat menghasilkan enkapsul dalam jumlah yang cukup banyak
dengan ukuran diameter enkapsul 25 um-2mm (Krasaekoopt et al., 2003), Pada penelitian
mikroenkapsulasi BAL tempoyak Jambi ini ukuran diameter enkapsul berkisar antara 0,178 mm - 1,11 mm.

Kesimpulan

Konsentrasi sodium alginat pada mikrokapsul BAL memberikan pengaruh sangat nyata terhadap
rendemen, pH, ketahanan terhadap panas, bentuk dan ukuran tetapi tidak berpegaruh nyata terhadap
viabilitas BAL. Konsentrasi sodium alginat pada mikrokapsul BAL yang terbaik adalah konsentrasi 7%
yang menghasilkan rendemen (5,60), viabilitas (12,43 log cfu/)), pH (5,22), ketahanan terhadap panas
suhu 50°C (12,46 log cfu/g) , suhu 60°C (1,45 log cfu/g) dan suhu70 °C (12,35 log cfu/g). Semua kosentrasi
alginat dengan teknik emulsifikasi memberikan viabilias yang tinggi pada BAL, sehingga sangat efektif
digunakan sebagai bahan penyalut BAL.
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