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Abstract

Production of Lactobacillus paracasei ssp paracasei MI3 bio-capsules using a coating agent of carrageenan and
skim milk as a protective and stabilizer for the viability of encapsulated bacterial cells during processing. This
research was carried out to examine the viability of Lactobacillus paracasei ssp paracasei MI3 and the
antimicrobial activity against Eschericia coli in wet and dry bio-capsules after contact 3 hour. Production of bio-
capsules uses extrusion method, with the ratio of coating materials for carrageenan and skim milk, namely 1: 1, 2:
1, and 3: 1. Each treatment was repeated 3 times. The result showed that the coating material (carrageenan: skim
milk) with 2:1 ratio in wet dan dry bio-capsules were able to maintain the viability of Lactobacillus paracasei ssp
paracasei MI3 and only decreased 0.72 log cfu/g and 1.31 log cfu/g, respectively. Antimicrobial activity was
indicated by the highest decrease number of Eschericia coli after contact 3 hour with bio-capsules 2:1 , namely
2.21 log cfu/g and 2.15 log cfu/g, respectively.
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I. PENDAHULUAN indikator kesehatan khususnya kesehatan sistem
pencernaan. Oleh karena itu, pengembangan produk
Pangan fungsional merupakan bahan pangan pangan probiotik tersebut sangat beragam baik
(makanan  maupun  minuman) yang dapat dalam bentuk makanan maupun minuman.
memberikan manfaat tambahan selain fungsi dasar Bakteri probiotik merupakan mikroorganisme
sebagai sumber gizi bagi manusia. Fungsi tambahan hidup yang bermanfaat bagi kesehatan manusia,
yang dimaksud adalah dapat meningkatkan dimana bakteri probiotik mampu bertahan hidup
kesehatan, yang dapat diperoleh secara alami dari sampai pada usus manusia dan mampu menghasilkan
bahan pangan maupun melalui fortifikasi, metabolit sekunder yang mampu menghambat
pengkayaan atau peningkatan komponen gizi. Salah  pertumbuhan mikroba patogen dan meninkatkan
satu produk pangan fungsional yang saat ini banyak kesehatan manusia yang mengonsumsinya. Namun,
dikembangkan dan digemari yaitu produk pangan manfaat bakteri probiotik ini akan maksimal jika
probiotik (Begum et al, 2017) [1] karena keberadaan  dikonsumsi dalam jumlah yang cukup. Sarkar et al,
probiotik dalam tubuh merupakan salah satu (2016) [2] menyebutkan bahwa jumlah bakteri
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probiotik yang harus tersedia dalam makanan dan
sampai ke usus manusia berkisar antara 108-
10%cfu/ml. Oleh karena itu, jumlah bakteri probiotik
merupakan salah satu hal penting yang harus
diperhatikan dalam mengembangkan produk pangan
fungsional prbiotik, khususnya produk pangan
berbasis produk lokal. Salah satu produk lokal yang
berasal dari Sumatera Barat adalah dadih (susu
kerbau fermentasi), yang merupakan sumber bakteri
probiotik yaitu Lb. Paracasei ssp paracasei ML3
(telah diisolasi dan diskrining). Isolat bakteri tersebut
mampu memproduksi asam laktat sekitar 1.2%, dan
memiliki aktivitas antimikroba terhadap Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, dan
Listeria monocytogenes (Elida et al, 2013) [3], serta
mampu menurunkan kadar kolesterol pada mencit
(Elida dan Ermiati, 2016) [4].

Eschericia coli merupakan salah satu mikroba
patogen  penyebab gastroenteritis yang mampu
hidup pada berbagai jenis produk pangan dan di
saluran pencernaan manusia khsusnya di usus besar.
Pada kondisi tertentu, E. coli tetap dapat bertahan
hidup pada produk pangan yang telah melalui proses
pengawetan  seperti  suhu rendah, Modified
Atmosphere Packaging (MAP), pengemasan vakum,
maupun pasteurisasi konvensional (Dimitrijevi¢ et
al, 2007) [5]. Oleh karena itu, diperlukan suatu
proses atau teknologi pengolahan pangan yang
mampu menghambat bahkan membunuh bakteri E.
coli. Teknologi pengolahan yang dimaksud adalah
teknologi pengawetan yang dapat memperpanjang
umur simpan produk pangan dan dapat menghambat
pertumbuhan E. coli tanpa menggunakan pengawet
kimia (Clarke et al, 2017) [6].

Salah satu alternatif solusi teknologi yang dapat
digunakan adalah dengan memanfaatkan bakteri
probiotik. Seperti yang kita ketahui bahwa bakteri
probiotik banyak digunakan dalam pengawetan
makanan karena kemampuannya dalam
menghasilkan metabolit-metabolit sekunder yang
bersifat antimikroba. Disamping itu, bakteri
probiotik mampu mengubah aktivitas mikroflora
usus dan menghambat pertumbuhan mikroba
patogen (Doleyres, Fliss dan Lacroix, 2004) [7].
Dengan demikian, keberadaan bakteri probiotik ini
memiliki fungsi sebagai pengawet bahan pangan
sekaligus meningkatkan status kesehatan manusia
yang mengonsumsinya. Namun, dalam
pengaplikasinnya sangat penting memperhatikan
teknologi proses yang digunakan karena dapat
mempengaruhi viabilitas bakteri probiotk. Dimana
viabilitas probiotik dalam bahan pangan sangat
sensitif ~ terhadap  proses  pengolahan  dan
penyimpanan, paparan oksigen, suhu tinggi, pH
asam, serta cahaya yang berpotensi menurunkan
viabilitas sel probiotik. Untuk menghindari
penurunan vabiliats tersebut, dapat dilakukan dengan
metode enkapsulasi. Dimana enkapsulasi dapat
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mempertahankan bahkan meningkatkan viabilitas sel
probiotik, dengan menggunakan bahan penyalut atau
enkapsulan seperti alginat, karagenan, xantan, pektin
atau kitosan (Kwiecien dan Kwiecien, 2018) [8].

Bahan-bahan penyalut yang telah disebutkan di
atas, dapat digunakan secara tunggal maupun dapat
dikombinasikan dengan bahan lain. Beberapa hasil
penelitian menunjukkan bahwa kombinasi beberapa
bahan penyalut dapat meningkatkan kualiats bahan
penyalut itu sendiri maupuan kualitas kapsul yang
dihasilkan. Moody et al, (2019) [9] menyatakan
bahwa kombinasi susu skim dengan maltodextrin
terbukti meningkatkan performa minuman probiotik.
Disamping itu, bakteri probiotik yang dienkapsulasi
dengan kombinasi alginat dan susu skim memiliki
viabilitas lebih tinggi dibandingkan dengan viabilitas
sel yang hanya dienkapsulasi dengan alginat saja
(Dumitriu, 2004) [10].

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
formulasi yang tepat terkait perbandingan bahan
penyalut karagenan dengan susu skim melalui
metode ekstrusi terhadap viabilitas bio-kapsul basah
dan bio-kapsul kering serta aktivitas antimikrobanya
terhadap patogen E.coli.

Il. METODE PENELITIAN

A. Pengumpulan data

Rancangan penelitian yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan tiga
perlakuan ( perbandingan penyalut karagenan : susu
skim) vyaitu 1:1, 2:1, dan 3:1. Setiap perlakuan
diulang sebanyak tiga kali. Data yang berbeda nyata
dilajutkan dengan uji lanjut Beda Nyata Terkecil
(BNT). Variabel yang diamati adalah viabilitas bio-
kapsul setelah  ekstrusi (bio-kapsul basah) dan
viabilitas bio-kapsul setelah pengeringan (bio-kapsul
kering), dan aktivitas antimikroba terhadap pathogen
E.coli dari bio-kapsul basah maupun bio-kapsul
kering.
B. Persiapan Biomassa Probiotik
Persiapan biomassa probiotik mengacu pada
metode Harmayani et al, (2001) [11] vyang
dimodifikasi.  Kultur bakteri Lb paracasei ssp
paracasei MI3 sebanyak 10% disegarkan atau
disubkultur selama 24 jam selanjutnya ditumbuhkan
kembali dalam bentuk kultur kerja. Biomassa
kemudian dipanen dengan cara disentrifus pada 4500
rpm selama 15 menit. Selanjutnya dicuci dengan air
steril dan disentrifus kembali kecepatan 3000 rpm
selama 10 menit.

C. Pembuatan Bio-Kapsul

Pembuatan bio-kapsul mengacu pada metode Le-
Tien et al, (2004) [12] dan Rokka dan Rantamaki
(2010) [13] yang dimodifikasi. Biomassa Lb
paracasei ssp paracasei MI3 yang telah dihasilkan,
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kemudian dibuat menjadi  suspensi  dengan
konsentasi 10%. Selanjutnya disiapkan bahan
enkapsulasi sesuai perlakuan dan masing-masing
ditambahkan biomassa Lb paracasei ssp paracasei
MI3  dengan perbandingan 4:1.  Campuran
enkapsulan dan biomassa Lb paracasei ssp paracasei
MI3 selanjutnya dimasukkan ke dalam syringe dan
ditampung dengan KCL 3% dan didinginkan delama
2 jam (Tsen dan King, 2003) [14]. Bio-kapsul
kemudian disaring dan dibilas menggunakan larutan
garam fisiologis. Bio-kapsul yang dihasilkan
merupakan bio-kapsul basah.

D. Pengeringan Bio-kapsul

Bio-kapsul basah yang dihasilkan kemudian
dilakukan pengeringan menggunakan oven pada
suhu 35-40°C selama  jam.

E. Analisis Viabilitas Bio-kapsul

Perhitungan jumlah sel dalam bio-kapsul
mengacu pada Le-Tien et al, (2004) [12] dan
Ivanovska et al, (2012) [15] yang dimodifikasi. Bio-
kapsul diambil sebanyak 1 gr dan ditambahkan 9,9

ml larutan pengencer steril sehingga diperoleh
pengenceran 102, dan dilanjutkan  hingga
pengenceran 107, kemudian divorteks dan

didiamkan selama 1 jam. Selanjutnya diambil 3 seri
pengenceran terakhir dan ditumbuhkan pada media
tumbuh yang telah disiapkan, dan diinkubasi selama
24 — 48 jam pada suhu 27°C. Jumlah koloni bakteri
dihitung dengan metode Total Plate Count (TPC).

F. Analisis Aktivitas Antimikroba

Pengujian aktivitas antimikroba mengacu pada
metoda kontak Nuraida et al, (2012) [16], terhadap
pathogen E. coli, dengan terlebih dahulu melepaskan
bio-kapsul terenkapsulasi dari enkapsulannya dengan

natrisum sitrat 2%. Sebanyak 0.2 ml E.coli (105 CFU

/ml) dan 0,2 ml sel probiotik (108 CFU/ml)
diinokulasikan ke dalam 20 ml susu skim steril
(Sunlack, Malay). Kemudian dilakukan
homogenisasi secara manual dan diinkubasi selama 3

jam pada suhu 370c. Selanjutnya dilakukan
perhitungan sel E.coli setelah waktu kontak
menggunakan media EMBA dan dibandingkan
dengan jumlah E. coli yang telah dikontakkan
dengan sel probiotik bebas.
I1l. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Viabilitas Bio-Kapsul

Viabilitas sel Lactobacillus paracasei ssp paracesi
MI3 ditunjukkan melalui kemampuan tumbuh sel
bakteri tersebut pada media tumbuh dan kondisi
lingkungan tertentu. Terdapat beberapa faktor yang
dapat mempengaruhi viabilitas sel Lactobacillus
paracasei ssp paracesi MI3, salah satunya adalah

26

teknologi proses yang digunakan misalnya dengan
teknologi enkapsulasi. Gambar 1 dan Gambar 2
menunjukkan viabilitas sel Lactobacillus paracasei
ssp paracesi MI3 pada bio-kapsul basah dan bio-
kapsul kering.

Viabilitas sel bio-kapsul basah
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Gambar 1. Viabilitas sel Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3
bebas (log cfu/gr) dan dalam bio-kapsul basah karagenan-susu
skim (log cfu/gr)

Keterangan: rata-rata perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata pada a=5%

Gambar 1 menunjukkan bahwa perbandingan
bahan penyalut karagenan:susu skim berpengaruh
nyata terhadap penurunan viabilitas sel karena
ekstrusi, khususnya pada perbandingan 2:1 dan 3:1.
Namun, untuk perbandingan 1:1 dan 2:1 tidak
berbeda nyata yang ditunjukkan dengan keduanya
memiliki simbol huruf yang sama setelah dilakukan
uji lanjut BNT (0=5%). Penurunan viabilitas sel
Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3 tertinggi
terjadi pada perbandingan penyalut 3:1 yaitu sebesar
1.40 log cfu/gr, sedangkan penurunan yang terendah
terjadi pada perbandingan 1:1 yaitu 0.50 log cfu/gr
dan tidak berbeda nyata dengan perbandingan 2:1
yaitu 0.72 log cfu/gr.

Berdasarkan hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa penurunan viabilitas sel Lactobacillus
paracasei ssp paracesi MI3 pada perbadingan bahan
penyalut karagenan:susu skim 3:1 disebabkan oleh
jumlah sel bebas Lactobacillus paracasei ssp paracesi
MI3 yang digunakan pada proses enkapsulasi serta
jumlah atau konsentrasi karagenan yang digunakan.
Triana et al, (2006) [17] menyebutkan bahwa
proporsi jumlah sel bakteri dan konsentrasi bahan
penyalut yang digunakan dapat mempengaruhi
viabilitas sel bakter terenkapsulasi. Hal ini terkait
dengan diameter bio-kapsul yang dihasilkan, dimana
bio-kapsul pada perbandingan 1:1 dan 2:1 memiliki
diameter lebih  besar dibandingkan dengan
perbandingan 3:1. Perbedaan diameter bio-kapsul
secara langsung dapat mempengaruhi viabilitas sel
Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3, dimana
jumlah sel Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3
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yang terjerap dalam bio-kapsul yang berdiameter
lebih besar lebih banyak dibandingkan dengan
dimeter lebih kecil. Kondisi tersebut mendukung
terjadinya  penurunan  viabilitas sel  pada
perbandingan 3:1. Hal ini sesuai pernyataan Elida et
al, (2019) [18] bahwa diameter bio-kapsul dengan
perbandingan bahan penyalut karagenan: susu skim
1:1, 2:1 dan 3:1 masing-masing yaitu 3.82 mm, 3.68
mm dan 3.70 mm.

Viabilitas sel bio-kapsul kering
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Gambar 2. Viabilitas sel Lactobacillus paracasei ssp paracesi
MI3 bebas (log cfu/gr) dan dalam bio-kapsul kering
karagenan-susu skim (log cfu/gr)

Gambar 2. menunjukkan bahwa penurunan
viabilitas sel Lactobacillus paracasei ssp paracesi
MI3 tertinggi terjadi pada perbandingan bahan
penyalut 1:1 yaitu 1.75 log cfu/gr dan berbeda nyata
dengan viabilitas sel pada perbandingan bahan
penyalut 2:1 dan 3:1, yang ditunjukkan dengan
perbedaan simbol huruf setelah dilakukan uji BNT
(0=5%). Hal ini berbeda dengan kondisi penurunan
viabilitas sel Lactobacillus paracasei ssp paracesi
MI3 pada bio-kapsul basah (Tabel 1). Penyebab
utama terjadinya perbedaan tersebut karena pada
bio-kapsul kering ini dilakukan pengeringan pada
suhu 40°C. Sebagaimana kita ketahui bahwa salah
satu sifat kagarenan khususnya kappa karagenan
adalah tidak stabil pada suhu Thawing (Prihastuti
dan Abdassah, 2019) [19]. Namun, meskipun terjadi
penurunan viabilitas sel Lactobacillus paracasei ssp
paracesi MI3 baik pada bio-kapsul basah maupun
kering, jumlahnya masih memenuhi kriteria jumlah
sel probiotik yang ditetapkan oleh WHO vyaitu 108-
10 cfu/gr atau 7 log cfu/gr. Kemampuan
Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3 tetap
tumbuh  setelah  proses  pengeringan  ini
mengindikasikan bahwa bakteri tersebut termasuk
bakteri termofilik atau tahan panas khsusnya mampu
survive pada suhu 40°C.
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Karagenan merupakan polisakarida alami yang
memiliki sifat membentuk gel. Karagenan telah
banyak digunakan sebagai bahan enkapsulasi karena
mamiliki sifat dapat melindungi sel bakteri dari
pengaruh tekanan dan lingkungan yang tidak
menguntungkan (Ding dan Shah, 2009) [20].
Disamping itu, karagenan marupakan material yang
sering digunakan sebagai coating dan pelindung
probiotik jika digunakan sebagai penyalut kapsul
serta mampu mempertahankan viabilitas sel bakteri
terenkapsulasi pada berbagai kondisi lingkungan
yang tidak baik (Muhardina et al, 2020) [21].
Penggunaan karagenan sebagai bahan penyalut atau
enkapsulan ini dapat dikombinasikan dengan bahan
lain seperti protein dan lipid (Setiarto et al, 2018)
[22]. Kombinasi ini mampu meningkatkan
kemampuan kapsul dalam melindungi sel bakteri
yang dienkapsulasi. Sebagiamna hasil penelitian Lu-
E et al, (2013) [23] bahwa kekuatan gel karagenan
dapat ditingkatkan mengunakan protein susu sebagai
lapisan dalam kapsul, sedangkan karagenan sebagai
lapisan luar untuk melapisi mikrosfer susu, sehingga
keberadaan lapisan ganda ini memberikan dampak
pada peningkatan perlidungan sel bakteri yang
dienkapsulasi baik selama proses produksi maupun
selama penyimpanan. Hal ini sesuai pula dengan
hasil penelitian ini (Tabel 2) bahwa viabilitas sel
bakteri Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3
tetap dapat dipertahankan yang dtunjukkan dengan
penurunan viabilitas sel terendah pada perbandingan
penyalut 3:1.

B. Aktivitas Antimikroba Bio-Kapsul Basah dan
Bio-Kapsul Kering Lactobacillus paracasei ssp
paracesi MI3 Terenkapsulasi terhadap Bakter
Eschericia coli
Pengujian aktivitas antimikroba bio-kapsul

Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3 dilakukan

pada bakteri Eschericia coli penyebab diare. Hasil

pengujian aktivitas antimikroba bio-kapsul basah dan
bio-kaspul kering secara berturut-turut dapat dilihat

pada Gambar 3 dan Gambar 4.

Gambar 3 menunjukkan bahwa bio-kapsul
Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3 basah
mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen
E.coli. Hal ini ditunjukkan dengan terjadinya
penurunan jumlah E.coli setelah kontak 3 jam
dengan bio-kapsul Lactobacillus paracasei ssp
paracesi MI3 basah. Penurunan tertinggi terjadi pada
perbandingan penyalut 2:1 yaitu 2.21 log cfu/gr,
sedangkan penurunan terendah terjadi pada
perbandingan penyalut 1:1. Hal ini tidak terlepas
dari peranan bakteri Lactobacillus paracasei ssp
paracesi MI3 dan bahan penyalut yang digunakan
dalam menghambat pertumbuhan bakteri E.coli.
Kedua faktor tersebut juga merupakan faktor
penyebab terhambatnya pertumbuhan E.coli pada
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bio-kapsul Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3
kering, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.

Aktivitas antimikroba bio-kapsul basah
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Gambar 3. Antivitas antimikroba bio-kapsul basah Lactobacillus
paracasei ssp paracesi MI3 terhadap mikroba patogen E.coli

Aktivitas antimikroba bio-kapsul kering
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Gambar 4. Antivitas antimikroba bio-kapsul kering Lactobacillus
paracasei ssp paracesi MI3 terhadap mikroba patogen E.coli

Gambar 4 menunjukkan bahwa  bio-kapsul
kering Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3 juga
mampu menghambat pertumbuhan bakteri E.coli.
Penurunan jumlah bakteri E.coli tertinggi terjadi
pada perbandingan bahan penyalut 2:1 yitu 2.15 log
cfu/gr. Seperti yang telah disebutkan sebelumnya
bahwa baik pada bio-kapsul basah maupun bio-kasul
kering  faktor utama yang  menyebabkan
terhambatnya pertumbuhan bakteri E.coli adalah
karena kemampuan Lactobacillus paracasei ssp
paracesi MI3 dalam menghasilkan metabolit-
metabolit sekunder yang bersifat antimikroba
maupun Karakteristik dari bahan penyalut yang
digunakan yang juga memiliki aktivitas antimikroba
khususnya terhadap bakteri patogen E. coli.
Lactobacillus  paracasei ssp  paracesei MI3
merupakan salah satu spesies bakteri asam laktat dan
berpotensi probiotik, yang mampu menghasilkan
metabolit-metabolit sekunder seperti asam organik

28

(asam laktat, asam asetat), katabolit gula lainnya
(etanol, diasetil, karbodioksida), hidrogen peroksida,
dan bakteriosin. Senyawa-senyawa metabolit
sekunder tersebut akan terakumulasi dalam sel
Lactobacillus paracasei ssp paracesei MI3 dan hanya
akan dilepaskan jika kondisi lingkungan tidak
menguntungkan. Asam-asam organik, hidrogen
peroksida dan bakteriosin merupakan senyawa-
senyawa antimikroba yang mampu menghambat
pertumbuhan mikroba patogen termasuk E. coli.
Karagenan juga memiliki aktivitas antimikroba.

Wang et al, (2012) [24] menyebutkan bahwa
karagenan merupakan salah satu  kelompok
oligosakarida yang mampu menghambat

pertumbuhan mikroba patogen diantanya E. coli, S.
aureus, Penicilium citrinum dan Mucor sp.
Perbedaan konsentrasi karagenan yang digunakan
akan mempengaruhi tingkat penghambatan terhadap

mikroba patogen. Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian ini  bahwa perbedaan konsentrasi
karagenan yang digunakan memberikan efek

penghambatan yang berbeda terhadap E. coli
(Gambar 1 dan Gambar 2). Berdasarkan hasil uji
viabilitas dan kemampuan antimikroba bio-kapsul
basah maupun kering Lactobacillus paracasei ssp
paracesi MI3 terbaik yaitu dengan menggunakan
bahan penyalut dengan perbandingan 2:1 (Karagenan
: Susu skim).

IV. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil uji viabilitas dan kemampuan
antimikroba bio-kapsul ~ basah maupun Kkering
Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3 terbaik
yaitu dengan menggunakan bahan penyalut dengan
perbandingan 2:1 (Karagenan : Susu skim), dimana
bio-kapsul basah dan kering dengan perbandingan
2:1  mampu mempertahankan  viabilitas  sel
Lactobacillus paracasei ssp paracesi MI3 dan hanya
mengalami penurunan masing-masing 0.72 log cfu/
gr dan 1.31 log cfu/gr. Sedangkan aktivitas
antimikroba ditunjukkan dengan penurunan jumlah
bakteri E. coli tertinggi yaitu masing-masing 2.21
log cfu/gr dan 2.15 log cfu/gr.
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