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ABSTRACT

The rising demand for non-dairy probiotic beverages has driven interest in fruit-based carriers such as
mango juice. However, acidic conditions in such products can reduce probiotic viability. To maintain their
health-promoting effects, probiotics are required to survive gastrointestinal tract. This study investigated the
effect of microencapsulation of local lactic acid bacteria (LAB) with probiotic potential, Lactiplantibacillus
plantarum 4C161 and Lacticaseibacillus rhamnosus BD2, in alginate on their tolerance to pH 2.5 and 0.5%
bile salt, and their viability in mango juice during 28 days of storage at 4°C. Emulsion-based
microencapsulation was performed by dispersing a 4% alginate solution containing the LAB in soybean oil
with Tween 80 as emulsifier, and solidifying using CaClz. Microencapsulated of both LABs in alginate showed
higher tolerance to acidic and bile conditions than their free cells, with encapsulated cells viability reductions
in low pH was 0.42 and 0.33 log CFU/g and bile salt was 0.13 and 0.17 log CFU/g respectively, while those
of free cells were 0.97 log CFU/mL and 0.72 log CFU/mL for low pH, and 1.0 and 0.8 log CFU/mL for bile
salt respectively. During storage, viability of both free cells and microencapsulated LAB showed only slight
decreased after 28 days. Microencapsulation resulted in a smaller decrease during storage of mango juice
pH (0.37-0.45) and less increase in total titratable acidity (TTA) (0.007-0.008%) compared to free cells. This
study suggested that microencapsulation in alginate improves the survival of the tested probiotic candidate
toward harsh condition of gastrointestinal tract. Mango juice has been shown to be a suitable carrier for both
LAB with probiotic potential.
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ABSTRAK

Permintaan terhadap minuman probiotik terus meningkat, sehingga mendorong pemanfaatan sari
buah, seperti sari buah mangga, sebagai media alternatif pembawa probiotik. Namun, sifat asam sari buah
dapat menurunkan viabilitas probiotik. Untuk dapat memberikan manfaat kesehatan, probiotik juga harus
mempertahankan viabilitasnya dalam saluran pencernaan. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh
mikroenkapsulasi bakteri asam laktat (BAL) lokal yang berpotensi sebagai probiotik, Lactiplantibacillus
plantarum 4C161 dan Lacticaseibacillus rhamnosus BD2 dalam alginat terhadap ketahanan sel pada pH 2,5
dan 0,5% garam empedu, serta viabilitasnya selama penyimpanan dalam sari buah mangga selama 28 hari
pada suhu 4°C. Mikoenkapsulasi dilakukan dengan metode emulsi dengan mendispersikan 4% larutan
alginat yang berisi BAL dalam minyak kedelai dengan Tween 80 sebagai emulsifier dan dipadatkan dengan
CaClz. Mikroenkapsulasi kedua BAL dalam alginat meningkatkan ketahanannya terhadap kondisi asam dan
garam empedu dibandingkan dengan sel bebasnya, dengan penurunan viabilitas masing-masing sebesar
0,42 dan 0,33 log CFU/g pada pH rendah, serta 0,13 dan 0,17 log CFU/g dalam garam empedu, sementara
pada sel bebas masing-masing penurunan pada kondisi asam sebesar 0,97 dan 0,72 log CFU/mL, serta
pada garam empedu sebesar 1,0 dan 0,8 log CFU/mL. Selama penyimpanan, viabilitas sel bebas dan sel
termikroenkapsulasi menunjukkan penurunan yang relatif kecil. BAL termikroenkapsulasi menurunkan pH
sari buah mangga yang lebih kecil (0,37-0,45) dan peningkatan nilai total asam tertitrasi (TAT) yang lebih
kecil (0,007-0,008%) dibandingkan dengan sel bebas. Penelitian ini menunjukkan bahwa mikroenkapsulasi
dalam alginat memperbaiki ketahanan kedua BAL terhadap kondisi saluran pencernaan. Sari buah mangga
merupakan medium yang sesuai sebagai pembawa kedua BAL yang berpotensi sebagai probiotik.

Kata kunci: alginat, bakteri asam laktat, mikroenkapsulasi, sari buah mangga, probiotik
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PENDAHULUAN

Probiotik telah digunakan secara luas dalam
berbagai jenis makanan dan minuman seperti yogurt,
sayuran fermentasi, dan jus buah (Heidebach et al.,
2012). Agar dapat memberikan manfaat kesehatan
yang optimal, jumlah sel hidup probiotik tidak boleh
kurang dari 10107 CFU/mL pada saat mencapai
saluran pencernaan (Valero-Cases et al, 2020).
Untuk dapat memenuhi persyaratan sebagai
probiotik, bakteri asam laktat tersebut harus melalui
uji klinis (BPOM, 2022). Untuk memberikan manfaat
kesehatan, keberadaan probiotik dalam pangan
harus memenuhi jumlah minimal 106-107 CFU/mL
atau CFU/g dengan ukuran volume pangan 100 mL
atau berat 100 g atau konsumsi 108-10° CFU per
sajian (Anwer dan Wei, 2024). Oleh karena itu,
viabilitas probiotik harus dipertahankan baik dalam
produk maupun ketika melewati saluran pencernaan.
Mikroenkapsulasi merupakan salah satu strategi
untuk mempertahankan viabilitas probiotik dalam
produk maupun dalam saluran pencernaan.

Produk probiotik non-susu, seperti minuman
probiotik berbasis sari buah, mengalami peningkatan
permintaan di kalangan penderita intoleransi laktosa
dan konsumen vegetarian. Mangga merupakan buah
yang berpotensi sebagai media pembawa probiotik,
namun kandungan polifenol yang bersifat anti-
mikroba dan pH buah yang asam dapat mengurangi
populasi probiotik dalam jus mangga (Perricone et al.,
2015), sehingga perlu dilakukan metode untuk
melindungi probiotik di dalam sari mangga. Metode
mikroenkapsulasi dapat memberikan perlindungan
sel probiotik dari kontak langsung dengan pembawa
untuk melindungi sel probiotik dari kondisi pH rendah
buah mangga, sehingga diharapkan dapat mening-
katkan viabilitas probiotik selama proses produksi
dan penyimpanan karena kandungan antioksidan,
polifenol, dan B-karoten (Rocha Ribeiro et al., 2007),
yang dapat membantu menjaga Vviabilitas sel
probiotik. Penelitian oleh Gheisari et al. (2018)
menunjukkan bahwa mikroenkapsulasi dengan
alginat-kitosan dapat mempertahankan viabilitas
probiotik L. casei dalam sari mangga sebanyak 10°
CFU/mL selama 28 hari penyimpanan di suhu 4 °C,
selain itu, viabilitasnya lebih baik 100 kali lipat
dibandingkan L. casei dalam bentuk sel bebas di hari
ke-28 penyimpanan (107 log CFU/mL).

Probiotik yang dimasukkan secara langsung ke
dalam pembawa buah dapat menginisiasi fermentasi
yang dapat menurunkan pH pada sari buah (de
Oliveira Ribeiro et al., 2020). Menurut Chew et al.
(2019), mikroenkapsulasi dapat melindungi probiotik
dari lingkungan yang merugikan, seperti keasaman
lambung dan kondisi penyimpanan sehingga mem-
berikan perlindungan sel probiotik dari kontak lang-
sung dengan pembawa untuk mencegah fermentasi
dan melindungi sel probiotik dari kontak dengan
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kondisi pH rendah buah mangga. Mikroenkapsulasi
dengan metode emulsi memiliki keunggulan diban-
dingkan metode ekstrusi, seperti ukuran mikrokapsul
yang lebih kecil dan proses yang lebih sederhana
(Sarao dan Arora, 2017). Penelitian oleh Holkem et
al. (2017) menunjukkan bahwa penggunaan bahan
enkapsulan alginat terhadap probiotik Bifidobac-
terium animalis subsp. lactis dapat mempertahankan
viablitas probiotik dalam kondisi pencernaan dan
penyimpanan. Oleh karena itu, alginat digunakan
sebagai bahan enkapsulan mikrokapsul dalam
penelitian ini.

Upaya untuk memperoleh galur-galur probiotik
lokal telah banyak dilakukan dengan mengisolasi dan
menapis dari pangan fermentasi seperti dadih (Yusuf
et al., 2020), sawi asin (Kurnia, 2018), tempe dan
tape (Panjaitani et al., 2018), serta pangan
fermentasi lainnya. Salah satu bakteri asam laktat
(BAL) yang berpotensi sebagai probiotik adalah
Lacticaseibacillus rhamnosus BD2 yang berasal dari
granula kefir (Yusuf et al., 2020). L. rhamnosus BD2
memiliki sifat antimikroba terhadap Escherichia coli,
Bacillus subtilis, dan Salmonella Typhimurium (Yusuf
et al., 2020) dan mampu bertahan dalam saluran
pencernaan tikus (Trinoviyani, 2021). BAL ini juga
menghasilkan metabolit yang dapat menghambat a-
glukosidase dan memiliki aktivitas antioksidan (Yusuf
et al., 2021) dan memproduksi y-aminobutyric acid
(GABA) (Wicaksono et al., 2024). L. rhamnosus BD2
telah diketahui dapat menurunkan kolesterol secara
in vitro (Yusuf et al., 2020) dan secara in vivo pada
tikus yang diberi diet tinggi kolesterol (Dahlan, 2021).
Isolat BAL lokal lainnya, yaitu Lactiplantibacillus
plantarum 4C161 yang berasal dari sawi asin juga
memiliki potensi sebagai probiotik dan mampu
bertahan pada saluran pencernaan tikus (Maharani,
2023; Dahlan, 2021). Selain diaplikasikan pada
pangan fermentasi, kedua BAL berpotensi sebagai
probiotik ini dapat diaplikasikan pada pangan non-
fermentasi sebagai pembawa probiotik.

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh
mikroenkapsulasi L. plantarum 4C161 dan L.
rhamnosus BD2 dalam alginat terhadap ketahanan
sel pada pH 2,5 dan 0,5% garam empedu, serta
viabilitasnya dalam sari buah mangga selama
penyimpanan 28 hari pada suhu 4 °C. Mikroenkap-
sulasi L. plantarum 4C161 dan L. rhamnosus BD2
dalam matriks alginat diharapkan dapat meningkat-
kan ketahanan sel terhadap kondisi asam (pH 2,5)
dan garam empedu (0,5%), serta mempertahankan
viabilitasnya dalam sari buah mangga selama
penyimpanan pada suhu 4 °C hingga 28 hari.
Penelitian dapat menjadi dasar untuk pengembangan
produk pangan non-fermentasi sebagai pembawa
probiotik, khususnya dalam upaya mempertahankan
viabilitasnya selama penyimpanan dan memper-
tahankan stabilitas produk sari buah mangga dengan
penambahan probiotik termikroenkapsulasi. Dengan
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mengaplikasikan teknik mikroenkapsulasi, pening-
katan viabilitas juga diharapkan terjadi dalam saluran
pencernaan.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah daging buah mangga matang beku jenis
Harum Manis yang diperoleh dari e-commerce
(Amanta Shop, Indonesia). Isolat probiotik yang
digunakan adalah isolat L. rhamnosus BD2 dan L.
plantarum 4C161 koleksi SEAFAST Center IPB.
Bahan enkapsulan yang digunakan adalah natrium
alginat (Sigma-Aldrich, Amerika Serikat). Bahan
kimia untuk analisis antara lain aquades, gliserol
(Merck, Jerman), 0,1 M CaClz (Merck, Jerman), 0,1
M HCI (Merck, Jerman), Na-bikarbonat (Merck,
Jerman), garam empedu (Merck, Jerman), buffer
fosfat 0,1 M, minyak kedelai (Happy Soya), natrium
sitrat (Merck, Jerman), Buffered Pepton Water (Oxoid
Ltd., Inggris), Tween 80 (Sigma-Aldrich, Amerika
Serikat), alkohol 70%, dan spiritus. Media
pertumbuhan bakteri yang digunakan adalah MRS
(de Man Rogosa Sharpe) Agar (Oxoid Ltd., Inggris)
dan MRS Broth (Oxoid Ltd., Inggris).

Pengecekan kemurnian kultur

Pengecekan kemurnian dilakukan dengan
pewarnaan Gram dan pengamatan keseragaman
morfologi di bawah mikroskop (Olympus CX21FS1,
Jepang) dengan perbesaran 1000x. Kultur diambil
dari koloni pada MRS Agar (48 jam). Kultur
Lactobacillus merupakan Gram positif berbentuk
batang yang berwarna biru keunguan. Kultur yang
murni menunjukkan keseragaman warna dan bentuk.

Produksi biomassa

Produksi biomassa kultur BAL dilakukan
berdasarkan metode Mandal dan Hati (2017). Kultur
BAL yang telah ditumbuhkan dalam MRSB (24 jam
pada 37 °C) diambil sebanyak 1 mL untuk ditumbuh-
kan kembali dalam 100 mL MRSB dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37 °C. Biomassa dipanen
dengan sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm
selama 20 menit pada 4 °C (Labtron LRF-B20,
Inggris), kemudian biomassa dicuci sebanyak dua
kali menggunakan buffer fosfat 0,1 M (pH 7,0) dan
disuspensikan kembali ke dalam 10 mL buffer fosfat
0,1 M (pH 7,0) hingga diperoleh kepadatan sel sekitar
1,0x10'9 hingga 10" CFU/mL. Kepadatan sel diana-
lisis dengan metode hitungan cawan pada media
MRSA dan dinyatakan dalam satuan colony forming
unit (CFU)/mL.
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Mikroenkapsulasi probiotik

Mikroenkapsulasi probiotik dilakukan berdasar-
kan metode Jati et al. (2015). Biomassa sel probiotik
sebanyak 1,5 mL dimasukkan ke dalam 20 mL
larutan natrium alginat 4% (b/v) steril lalu divortex
hingga homogen. Minyak kedelai sebanyak 100 mL
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan dicampur
dengan 0,2% Tween 80 sebagai pengemulsi. Larutan
alginat yang berisi sel bakteri asam laktat
ditambahkan perlahan-lahan sambil diputar dengan
magnetic stirrer (Velp Scientifica AREC, ltalia)
dengan kecepatan 600 rom hingga terbentuk larutan
emulsi. Larutan emulsi yang terbentuk kemudian
ditambahkan dengan 100 mL CaClz 0,1 M perlahan-
lahan sambil diaduk dengan magnetic stirrer dengan
kecepatan 600 rom untuk membentuk mikrokapsul.
Mikrokapsul yang terbentuk kemudian dicuci dua kali
dengan aquades dan CaClz 0,1 M. Mikrokapsul
dipisahkan dengan kertas saring Whatman (Cytiva,
Amerika Serikat), lalu ditimbang dan dipindahkan ke
dalam cawan petri steril untuk disimpan dalam
refrigerator.

Pengujian bentuk dan ukuran mikrokapsul

Pengujian bentuk dan ukuran mikrokapsul
dilakukan berdasarkan metode Jati et al. (2015)
dengan modifikasi. Modifikasi dilakukan pada cara
penghitungan ukuran mikrokapsul dengan menggu-
nakan aplikasi Betaview versi 3.7. Mikroskop
polarisasi (Olympus CX-31, Jepang) yang dilengkapi
dengan kamera mikroskop digunakan untuk menge-
tahui bentuk dan ukuran mikrokapsul. Bentuk dan
diameter rata-rata dua puluh mikrokapsul yang diam-
bil secara acak dari masing-masing kultur probiotik
termikroenkapsulasi diamati dan diukur diameternya
(um) menggunakan mikroskop polarisasi dengan
aplikasi Betaview versi 3.7.

Pengujian sintasan probiotik

Pengujian sintasan probiotik dilakukan berda-
sarkan metode Jati et al. (2015). Sintasan probiotik
ditentukan dengan menghitung jumlah sel hidup
sebelum dan setelah proses mikroenkapsulasi.
Mikrokapsul probiotik sebanyak 1 g didisintegrasikan
ke dalam 9 mL (b/b) larutan natrium sitrat 2% steril
(pH 7,0) kemudian dihomogenisasi menggunakan
vorteks (Scientific Industries Genie 2, Amerika
Serikat) selama 5 menit. Selanjutnya probiotik yang
telah dikeluarkan dari mikrokapsul dihitung menggu-
nakan metode Gebara et al. (2013). Perhitungan
rendemen enkapsulasi (RE) dilakukan menggunakan
Persamaan 1.
RE (%) = [(NxB)/(NoxV)] X 100 ......ccovcvverrernnnenn.
Keterangan: N= jumlah sel probiotik hidup dalam
mikrokapsul (log CFU/g), B= berat mikrokapsul yang
diperoleh (g), No= jumlah sel probiotik hidup dalam
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kultur yang ditambahkan ke produksi mikrokapsul
(log CFU/mL), V= volume suspensi sel yang
ditambahkan

Pengujian ketahanan probiotik terhadap pH
rendah dan garam empedu

Pengujian ketahanan probiotik terhadap pH
rendah dan garam empedu dilakukan berdasarkan
metode Jati et al. (2015) dan Yusuf et al. (2020).
Penguijian dilakukan dengan memasukkan 1 mL sel
bebas (L. plantarum 4C161 dan L. rhamnosus BD2)
atau 1 g sel probiotik termikroenkapsulasi ke dalam 9
mL MRSB (pH 2,5), atau 9 mL MRSB (0,5% garam
empedu). Selanjutnya tabung-tabung tersebut diinku-
basi selama 1 jam pada suhu 37 °C untuk pengujian
ketahanan terhadap pH rendah, atau diinkubasi
selama 5 jam pada suhu 37 °C untuk pengujian keta-
hanan terhadap garam empedu. Perhitungan jumlah
koloni probiotik dilakukan berdasarkan metode
Gebara et al. (2013) pada jam ke-0 dan pada akhir
masa inkubasi.

Preparasi sari buah buah mangga

Pembuatan sari buah mangga dilakukan berda-
sarkan metode Rahmana (2014) dengan modifikasi.
Modifikasi dilakukan pada formulasi bahan, untuk
mengatur pH sari buah mangga ditambahkan 0,01 g
asam sitrat dan 0,025 g natrium bikarbonat. Daging
buah mangga beku di-defrost pada suhu refrigerator
selama sekitar 12 jam, lalu direndam dalam
waterbath pada suhu 25 °C selama 15-30 menit
sampai mangga tidak membeku. Buah mangga
kemudian dihancurkan dengan blender jus (Philips
5000 HR2221/00, Belanda) dan disaring dengan kain
saring (Mesh No. 200) sehingga menghasilkan bubur
buah. Formulasi sari buah mangga dengan volume
1400 ml terdiri dari 340 g bubur mangga; 0,1 g asam
sitrat; 0,25 g natrium bikarbonat; 150 g fruktosa cair
dan 900 mL air. Bubur buah dicampurkan terlebih
dahulu dengan asam sitrat dan natrium bikarbonat
yang telah dilarutkan dalam air (9,65 mL air). Setelah
tercampur, kemudian ditambahkan gula cair dan air
mineral, sehingga menjadi minuman sari buah
dengan pH 5,5.

Pengujian viabilitas probiotik, nilai pH, dan total
asam tertitrasi sari buah mangga selama
penyimpanan

Sebanyak 140 mL sari buah mangga yang telah
diatur pHnya menjadi pH 5,5 dimasukkan ke dalam
botol tahan panas 250 mL. Sari buah kemudian
dipasteurisasi pada suhu 77 °C selama 15 menit.
Setelah didinginkan, 5,6 g mikrokapsul probiotik atau
5,6 mL kultur sel bebas L. rhamnosus BD2 dan L.
plantarum 4C161 masing-masing dimasukkan ke
dalam botol berisi 140 mL sari buah mangga. Sari
buah mangga tanpa penambahan sel probiotik
digunakan sebagai kontrol. Penyimpanan dilakukan
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pada suhu 4 °C selama 28 hari. Percobaan dilakukan
dengan dua kali pengulangan. Analisis dilakukan
pada waktu penyimpanan hari ke-0, 7, 14, 21, dan 28
terhadap nilai pH (Praepanitchai et al., 2019), total
asam tertitrasi laktat (total titratable acidity) sebagai
asam laktat (Tyl dan Sadler, 2017), dan jumlah
bakteri asam laktat (Gebara et al., 2013).

Analisis mikrobiologi mikrokapsul

Mikrokapsul dipisahkan dengan cara disaring
dari sari buah mangga menggunakan kertas saring
Whatman (Cytiva, Amerika Serikat), kemudian dicuci
dengan akuades dan ditimbang. Untuk menghitung
jumlah BAL pada mikrokapsul, sebanyak 1 g
mikrokapsul dilarutkan dalam 9 mL 50 mM natrium
sitrat (pH 7,5) untuk melepaskan sel probiotik
(Olivares et al., 2019). Suspensi digunakan untuk
perhitungan jumlah koloni. Viabilitas probiotik
termikroenkapsulasi dihitung sebagai jumlah bakteri
asam laktat dalam CFU per g mikroenkapsulat. Untuk
menghitung sel yang lepas dari mikrokapsul, analisis
jumlah BAL dilakukan terhadap sari buah.
Penghitungan jumlah bakteri asam laktat dilakukan
pada MRSA dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu
37 °C (Gebara et al., 2013).

Analisis statistik

Data merupakan nilai rata-rata dari dua ulangan.
Uji t sampel independen digunakan untuk mengana-
lisis sintasan mikroenkapsulasi terhadap pH rendah
dan garam empedu. Uji ANOVA (analysis of
variance) digunakan untuk menganalisis jumlah
probiotik dalam sari buah mangga, nilai pH, dan total
asam tertitrasi (TAT) sari buah mangga selama
penyimpanan. Apabila terdapat perbedaan yang
signifikan dari perlakuan, maka dilakukan dilanjutkan
dengan uji beda nyata Tukey pada taraf nyata 5%
dengan software IBM SPSS versi 27.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bentuk dan ukuran mikrokapsul

Hasil pengukuran  menunjukkan  bahwa
mikrokapsul alginat yang dihasilkan dengan metode
emulsi berukuran rata-rata 94,05 ym (Figure 1).
Mikrokapsul alginat yang dihasilkan pada studi-studi
sebelumnya memiliki ukuran yang beragam. Ji et al.
(2019) melaporkan bahwa mikrokapsul alginat
dengan metode emulsi menggunakan kecepatan
perputaran 600 rom berukuran rata-rata 160 um.
Sementara itu, Mokhtari et al. (2019) melaporkan
bahwa produksi ukuran mikrokapsul alginat single
layer dengan metode emulsi menggunakan kece-
patan perputaran 200 rpm menghasilkan ukuran
mikrokapsul sebesar 54,25 ym. Metode mikroenkap-
sulasi dengan emulsi menghasilkan range ukuran
mikrokapsul yang luas (>0,1-10.000 ym) (Burgain et
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al., 2011). Ukuran butiran emulsi dapat dipengaruhi
oleh jenis enkapsulan yang dipakai, jumlah lapisan
enkapsulan, dan kecepatan perputaran (Camelo-
Silva et al., 2022). Alginat memiliki kemampuan
pembentukan struktur permukaan yang lebih kohesif
melalui interaksi antara molekul alginat dan ion
kalsium (Beldarrain-lznaga et al., 2020), namun
kecepatan putaran dan konsistensi dalam
pencampuran CaClz untuk pembentukan mikrokapsul
sangat memengaruhi ukuran mikrokapsul.
Penambahan CaCl: pada penelitian ini dilakukan
secara manual sehingga sangat memengaruhi
konsistensi dalam pembentukan butiran mikrokapsul.
Kekurangan lainnya dari metode mikroenkapsulasi
secara manual adalah keseragaman ukuran
mikrokapsul (Thinkohkaew et al., 2024).
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Figure 1. Distribution of alginate microcapsule sizes
(n=20)

Dalam penelitian ini, diperoleh hasil sebaran
ukuran mikrokapsul terbanyak, yaitu sebesar 75%,
berada pada kisaran 37-100 uym (Figure 1). Meski
belum terdapat standar baku mengenai batas ukuran
untuk klasifikasi kapsul, beberapa peneliti seperti de
la Cruz Pech-Canul et al. (2020) dan Yao et al. (2020)
mengelompokkan kapsul menjadi nanokapsul (<0,2
pm), mikrokapsul (1-1000 pm), dan makrokapsul
(>1000 pm), sehingga ukuran mikrokapsul dalam
penelitian ini telah sesuai dengan pengelompokkan
tersebut. Menurut Camelo-Silva et al. (2022), rentang
ukuran yang dianggap optimal untuk aplikasi pada
produk pangan berada pada kisaran 1-100 um.
Mikropartikel dengan ukuran pada rentang ini dapat
diterima secara sensoris, namun tetap dapat
mempertahankan probiotik di dalam mikrokapsul,
sehingga ukuran mikrokapsul dalam penelitian ini
dianggap telah optimal untuk diaplikasikan pada
pangan.
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Mikrokapsul dengan enkapsulan Na-alginat
yang diamati di bawah mikroskop polarisasi terlihat
berbentuk bulat dan halus (Figure 2). Hal tersebut
disebabkan oleh mekanisme penambahan CaCl,
yang menyebabkan ion Ca?* berdifusi antar muka
droplet dan memicu pembentukan gel di permukaan
secara bertahap dari luar ke dalam sehingga meng-
hasilkan mikrosfer dengan inti lembut (liquid core)
dan permukaan padat (Letocha et al., 2022).

Figure 2. Appearance of alginate microcapsules (A)
under microscope with 1000x magnification

(B)

Rendemen mikroenkapsulasi

Mikroenkapsulasi sel probiotik dengan metode
emulsi menggunakan Na-alginat 4% menghasilkan
rendemen enkapsulasi (RE) yang tinggi, yaitu
sebesar 82,17+0,39% pada L. plantarum 4C161 dan
sebesar 81,13+1,09% pada L. rhamnosus BD2
(Table 1). RE tersebut sesuai dengan hasil reviu oleh
Camelo-Silva et al. (2022) yang merangkum
penelitian Song et al. (2014) dan Beldarrain-lznaga et
al. (2020), yang menyatakan bahwa rendemen
mikroenkapsulasi probiotik dengan metode emulsi
menggunakan alginat dengan berbagai konsentrasi
berada pada kisaran 67,34 sampai 97%. Camelo-
Silva et al. (2022) menyatakan bahwa penghalang
fisik tambahan vyang terbentuk oleh material
enkapsulan sangat berpengaruh terhadap
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peningkatan rendemen sel hidup probiotik, peng-
halang tersebut memberikan proteksi yang lebih baik
terhadap probiotik yang terenkapsulasi. Optimasi
mikroenkapsulasi dengan alginat yang dilapisi
kitosan meningkatkan rendeman sampai dengan
97.35% (Thinkohkaew et al., 2024).

Sintasan bakteri asam laktat terhadap pH rendah
dan garam empedu

Table 2 menunjukkan bahwa perlakuan mikro-
enkapsulasi meningkatkan ketahanan viabilitas BAL
L. plantarum 4C161 maupun L. rhamnosus BD2, baik
terhadap pH rendah (pH 2,5) maupun garam empedu
0,5%, dibandingkan dengan sel bebas (p<0,05). Sel
bebas L. plantarum 4C161 dan L. rhamnosus BD2
memiliki jumlah awal masing-masing 8,21+£0,05 dan
8,36+0,06 log CFU/mL. Setelah diinkubasi selama 1
jam pada pH 2,5, jumlah sel bebas viable menurun
masing-masing sebesar 0,97+0,08 dan 0,72+0,01 log
CFU/mL. Sementara itu, kandidat probiotik termikro-
enkapsulasi memiliki jumlah awal masing-masing
8,75+0,07 dan 8,58+0,20 log CFU/g untuk L.
plantarum 4C161 dan L. rhamnosus BD2. Penurunan
jumlah sel hidup termikroenkapsulasi masing-masing
sebesar 0,42+0,01 dan 0,33+0,03 log CFU/g (Table
2). Ketahanan kandidat probiotik yang lebih baik
terhadap pH rendah dapat disebabkan karena sifat

viskoelastisitas gel alginat yang membentuk pengha-
lang fisik terhadap lingkungan asam (Jati et al.,
2015).

Kandidat probiotik termikroenkapsulasi yang
diinkubasi selama 5 jam dalam 0,5% garam empedu
juga menunjukkan penurunan viabilitas yang lebih
rendah dibandingkan sel bebasnya (p<0,05). Dari
jumlah awal sebesar 8,76+0,44 log CFU/mL, sel
bebas L. plantarum 4C161 menurun sebanyak
1,00£0,02 log CFU/mL. Jumlah awal sel bebas hidup
L. rhamnosus BD2 sebesar 8,62+0,22 log CFU/mL,
menurun sebanyak 0,80+0,04 log CFU/mL setelah
paparan terhadap garam empedu. Sementara itu,
dengan mikroenkapsulasi, sel hidup L. plantarum
4C161 dengan jumlah awal sebesar 8,26+0,06 log
CFU/g, menurun sebesar 0,13+0,03 log CFU/g,
sedangkan L. rhamnosus BD2 dengan jumlah awal
8,90+0,34 log CFU/g menurun sebesar 0,17+0,01
log CFU/g setelah terpapar garam empedu (Table 2).
Hasil penelitian ini menunjukkan mikroenkapsulasi
melindungi sel L. plantarum 4C161 dan L. rhamnosus
BD2 dari paparan garam empedu dan pH rendah. Hal
ini penting untuk mempertahankan viabilitas sel
dalam saluran pencernaan sehingga dapat berfungsi
sebagai probiotik.

Table 1. Yield of microencapsulation of lactic acid bacteria

Cell Count added to

Microcapsulated

Free Cell Encapsulant Microcapsule Cell Count Encapsulation
Probiotic Strain Volume (log CFU/ML vol. Yield (g) (Iog/CFU g Yield (%)
(mL) Microcapsules
LAB Culture) ;
Yield)

L. plantarum 45 10.83+0.06 35.65+1.15 10.7410.04 82.17+0.39
4C161

L. rhamnosus 4.5 11.01+£0.08 34.20+£2.80 11.10£0.11 81.13+£1.09
BD2

Table 2. Survival of microencapsules of probiotic candidates against low pH and bile salt

Probiotic Candidates

Parameter

L. plantarum 4C161

L. rhamnosus BD2

Microencapsulated

Free cells

Microencapsulated Free cells

(log CFU/qg) (log CFU/mL) (log CFU/g) (log CFU/mL)

Survival in low pH

Number at 0 h 8.75+0.07 8.21+0.05 8.58+0.20 8.36+0.06

Number after 1 h 8.33+0.09 7.24+0.32 8.25+0.18 7.64+0.08

exposure

Decrease 0.42+0.012 0.97+0.08° 0.33+0.032 0.72+0.01°
Survival in bile salt

Number at 0 h 8.26+0.06 8.76£0.44 8.90+0.34 8.62+0.22

Number after 5 h 8.13+0.01 7.76+0.49 8.73+0.33 7.82+0.26

exposure

Decrease 0.13+0.03 1.00+0.028 0.17+0.01A 0.80+0.048

Total decrease due to 0.55 1.97 0.50 1.52

low pH and bile salt

Note: Numbers followed by lowercase and uppercase letters on the same line with the same probiotic candidate indicate
significant differences (p<0.05) based on independent sample t-test
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Mikroenkapsulasi dengan menggunakan enkap-
sulan alginat dapat melindungi probiotik karena
membentuk struktur hidrogel kokoh melalui cross-
linking dengan ion Ca?* (ionotropic gelation). Struktur
ini tahan terhadap penetrasi proton dan garam
empedu (Kowalska et al., 2022). Hasil penelitian ini
juga sejalan dengan Chandramouli et al. (2004) yang
menyatakan bahwa pada pH rendah (pH 2,0),
viabilitas sel bebas BAL mengalami penurunan
sebesar 2 log CFU/mL yang lebih tinggi daripada
penurunan sel termikroenkapsulasi. Penelitian terse-
but juga menunjukkan penurunan viabilitas BAL
terhadap garam empedu berada di kisaran 0,3-0,5
log CFU/mL (Chandramouli et al., 2004). Hasil
penelitian ini menunjukkan ketahanan kedua BAL
berpotensi sebagai probiotik yang lebih baik dari
penelitian sebelumnya. Ketahanan terhadap pH
rendah dan garam empedu merupakan persyaratan
yang harus dipenuhi oleh bakteri dalam penapisan
probiotik.

Viabilitas probiotik dalam sari buah mangga
selama penyimpanan

Dengan jumlah awal sebesar 7,48 log CFU/mL,
sel bebas L. plantarum 4C161 yang dimasukkan ke
dalam sari buah mangga tidak menunjukkan penu-
runan selama 28 hari penyimpanan pada suhu 4 °C,
sedangkan viabilitas L. rhamnosus BD2 yang pada
awalnya sebesar 7,81 log CFU/mL menurun secara
nyata (p<0,05) sebesar 0,66 log CFU/mL pada hari
ke-28 (Table 3). Penurunan viabilitas sel probiotik
bebas yang rendah dalam sari buah mangga dise-
babkan oleh kandungan serat dan karbohidrat dalam
sari buah mangga yang terbukti menguntungkan
untuk melindungi mikroorganisme selama penyim-
panan suhu rendah (Acevedo-Martinez et al., 2018).

Perlakuan  mikroenkapsulasi terhadap L.
plantarum 4C161 dan L. rhamnosus BD2 dengan
jumlah awal masing-masing sebesar 9,20 log CFU/g
dan 9,42 log CFU/mL (Table 3) menunjukkan penu-
runan viabilitas yang nyata setelah penyimpanan
selama 28 hari pada suhu 4 °C (p<0,05), yaitu
masing-masing menurun sebesar 0,29 log CFU/g dan
0,38 log CFU/g. Hasil penelitian juga menunjukkan
bahwa dalam bentuk termikroenkapsulasi L.
plantarum 4C161 dalam sari buah mangga selama
penyimpanan 28 hari menunjukkan ketahanan yang
sama dengan L. rhamnosus BD2. Namun dalam
bentuk sel bebas, L. plantarum 4C161 sedikit lebih
tahan dibandingkan dengan sel bebas L. rhamnosus
BD2 yang mengalami penurunan yang nyata pada
hari ke-28.

Sari buah mangga sebagai pembawa dapat
memengaruhi ketahanan probiotik yang berbeda
karena karakteristik fisikokimianya, seperti nilai pH
dan keberadan polifenol (Perricone et al., 2015),
maupun faktor yang terkait dengan proses
pengolahan (tingkat oksigen, pengawet, suhu, dan
waktu penyimpanan) (Furtado et al., 2019). Pemilihan
galur yang digunakan dalam pembuatan produk sari
buah mangga probiotik penting karena setiap galur
memiliki karakteristik kelangsungan hidupnya sendiri.
Penelitian Reddy et al. (2015) menunjukkan bahwa L.
plantarum dan L. debrueckii yang dimasukkan ke
dalam jus mangga memiliki viabilitas yang lebih baik
dibandingkan BAL lainnya selama 3 hari penyim-
panan. Meski suatu galur mampu bertahan terhadap
keasaman lambung selama sekitar 2—4 jam, galur
tersebut mungkin tidak mampu bertahan terhadap
keasaman produk selama penyimpanan yang lama,
karena proton intraseluler menumpuk seiring waktu,
menyebabkan kerusakan struktural, DNA, dan
protein (Adebola et al., 2014).

Table 3. Viability of probiotic candidates in mango juice during storage

LAB Viability*
Free Viable Microencapsulated
Probiotic S}ﬁ:ge Free cell g;lgaffg:q Cells Count in Viable Cell Count
Candidates (days) (log Microencapsulated Microcapsules 140 mL in 140 mL
CFU/mL) Cell (log CFU/g) (lo CFB/mL) Beverage Beverage
9 (log CFU) (log CFU)
L. plantarum 0 7.48+0.002 9.20+0.03° 6.08+0.002 9.62+0.007 9.95+0.048
4C161 7 7.54+0.062 9.19+0.10%° 6.40+0.062 9.69+0.06* 9.94+0.108
14 7.69+0.092 9.02+0.022° 6.52+0.352 9.84+0.09* 9.77+0.0278
21 7.60+0.002 8.95+0.0120 6.17+0.242 9.75+0.007 9.69+0.00"8
28 7.48+0.002 8.91+0.022 6.31+0.27° 9.62+0.007 9.66+0.02*
L. rhamnosus 0 7.81+0.03° 9.47+0.11° 6.09+0.022 9.96+0.038 10.22+0.118
BD2 7 7.50+0.202° 9.21+0.05%° 6.73+0.05° 9.65+0.208 9.96+0.05"8
14 7.74+0.042° 9.15+0.042° 6.02+0.082 9.88+0.04"8 9.90+0.00"8
21 7.81+0.03° 9.11+0.042 6.16+0.272 9.96+0.03"8 9.86+0.04*
28 7.15+0.152 9.10£0.032 6.06+0.022 9.30+0.15% 9.84+0.03*

Note: Numbers followed by different lowercase and uppercase letters in the same column effect of storage with the same
probiotic candidate indicate significant differences (p<0.05) based on Tukey's test
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Sel probiotik yang lepas dari mikrokapsul, baik
L. plantarum 4C161 maupun L. rhamnosus BD2,
berada di kisaran 6,02-6,73 log CFU/mL dan tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05) selama
28 hari penyimpanan (Table 3). Lepasnya sel BAL ini
pada saat awal penyimpanan kemungkinan disebab-
kan oleh pecahnya mikrokapsul akibat proses
pemisahan mikrokapsul dan pemasukan mikrokapsul
ke dalam sari buah mangga. Misra et al. (2022)
menyatakan bahwa pecahnya mikrokapsul kemung-
kinan terjadi saat kapsul mengalami tekanan fisik.
Meskipun demikian, kondisi ini mencerminkan
potensi pelepasan sel probiotik dalam lingkungan
fisik yang menyerupai kondisi konsumsi aktual, dan
oleh karena itu tetap dianggap relevan dalam konteks
aplikasi produk pangan fungsional.

Walaupun selama penyimpanan sel bebas dan
sel termikroenkapsulasi kedua BAL mengalami
penurunan, namun jumlah sel hidup dalam 140 mL
sari buah berada di atas 9 log CFU/mL. Untuk
memberi manfaat kesehatan, jumlah probiotik yang
dikonsumsi direkomendasikan sebanyak 108-10°
CFU (Terpou et al., 2019; Tripathi dan Giri, 2014;
Anwer dan Wei, 2024). Jumlah sel viable dari kedua
kandidat probiotik (L. plantarum 4C161 dan L.
rhamnosus BD2) setelah penyimpanan selama 28
hari, baik dalam bentuk sel bebas maupun sel
termikroenkapsulasi, dalam 140 mL sari buah
mangga berada di kisaran 9,30-9,84 log CFU (Table
3). Jumlah ini telah dapat memenuhi rekomendasi
konsumsi harian sel probiotik hidup dalam produk.
Dalam bentuk sel bebas, konsentrasi probiotik
direkomendasikan sebanyak >7 log CFU/mL produk
probiotik (Valero-Cases et al., 2020). Dengan kon-
sentrasi probiotik 7 log CFU/mL, diperlukan konsumsi
sebesar 100 mL untuk memperoleh manfaat kese-
hatan. Penyajian 140 mL sari buah mangga yang
berisi probiotik, baik sel bebas maupun sel termikro-
enkapsulasi melebihi persyaratan minimum untuk
memberikan manfaat kesehatan.

Nilai pH sari buah mangga selama penyimpanan

Sari buah mangga dengan nilai pH awal
5,9910,07 dan ditambahkan sel bebas L. plantarum
4C161 menunjukkan penurunan nilai pH sebesar
0,67 pada suhu penyimpanan 4 °C selama 28 hari.
Dalam periode dan suhu penyimpanan yang sama,
sari buah mangga dengan nilai pH awal 5,80+0,05
dan ditambahkan sel bebas L. rhamnosus BD2
menunjukkan  penurunan pH sebesar 0,57.
Sementara itu, penambahan sel termikroenkapsulasi
menunjukkan penurunan nilai pH yang lebih rendah,
yaitu sebesar 0,45 (L. plantarum 4C161) dan 0,37 (L.
rhamnosus BD2) (Figure 3). Nilai pH selama
penyimpanan sari buah kontrol lebih stabil, karena
tidak ada penambahan bakteri asam laktat. Perbe-
daan pH sari buah pada hari ke-0 antara ketiga
sampel kemungkinan disebabkan karena perbedaan

93

batch mangga beku yang digunakan. Namun demi-
kian penurunan pH menunjukkan pola yang sama,
tidak dipengaruhi oleh pH awal (Figure 3).
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Figure 3. pH values of mango juice with the addition
of L. plantarum 4C161 (A) and L.
rhamnosus BD2 during storage (B)

Penurunan pH sari buah mangga dengan
penambahan BAL dalam bentuk sel termikroenkap-
sulasi yang lebih rendah dibandingkan dengan dalam
bentuk sel bebas pada penelitian ini sejalan dengan
penelitian Nami et al. (2020). Total penurunan pH jus
jeruk dengan penambahan mikrokapsul probiotik
dengan enkapsulan alginat lebih rendah (0,23)
dibandingkan dengan penambahan sel bebas (0,42)
selama 6 minggu penyimpanan pada suhu 4 °C
(Nami et al., 2020). Mikroenkapsulasi diduga mampu
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menghambat laju fermentasi dan mencegah penu-
runan pH sari buah mangga selama 28 hari penyim-
panan di suhu 4 °C. Viabilitas BAL L. plantarum
4C161 dan L. rhamnosus BD2 dalam bentuk sel
bebas maupun sel termikroenkapsulasi dalam sari
mangga dengan nilai pH di kisaran 5 tetap stabil
selama 28 hari penyimpanan di suhu 4 °C. Walaupun
kondisi optimum untuk pertumbuhan kedua bakteri
tersebut pada pH 5,5-6,2 (Loo et al., 2025), namun
kondisi pH sari buah ini tidak membunuh sel kedua
BAL. Penurunan hanya sedikit diamati pada penyim-
panan hari ke-28.

Total asam laktat tertitrasi buah
mangga selama penyimpanan

Pada sari buah mangga dengan penambahan
BAL L. plantarum 4C161 dalam bentuk sel bebas,
keasaman meningkat secara signifikan sebesar
0,032% selama 28 hari penyimpanan di suhu 4 °C
(p<0,05) dari nilai TAT awal sebesar 0,091+0,001%
(Figure 4A). Pada sari buah mangga dengan
penambahan BAL L. plantarum 4C161 dalam bentuk
sel termikroenkapsulasi, peningkatan keasaman
terjadi lebih lambat dengan nilai peningkatan sebesar
0,008% dalam periode dan suhu penyimpanan yang
sama (Figure 4A). Pola serupa juga teramati pada
sari buah mangga dengan penambahan L.
rhamnosus BD2. Sari buah mangga dengan penam-
bahan sel bebas menunjukkan peningkatan keasa-
man sebesar 0,029% dengan kenaikan bertahap
yang nyata selama penyimpanan (p<0,05) (Figure
4B). Pada sari buah mangga dengan penambahan
sel L. rhamnosus BD2 termikroenkapsulasi, pening-
katan keasaman terlihat sebesar 0,007%, tanpa
perbedaan yang nyata antar waktu penyimpanan
(p>0,05) (Figure 4B).

Secara keseluruhan, hasil ini menunjukkan
bahwa sel bebas, baik L. plantarum 4C161 maupun
L. rhamnosus BD2, tetap aktif secara metabolik
dalam sari buah mangga selama penyimpanan pada
suhu dingin (4 °C), namun sel yang
termikroenkapsulasi menunjukkan kurang aktif
melakukan metabolisme yang terlihat dari perubahan
pH dan total asam vyang lebih rendah.
Mikroenkapsulasi menghalangi kontak antara sel
dengan substrat karena substrat harus berdifusi ke
dalam alginat. Mokhtari et al. (2019) menyatakan
bahwa penambahan sel bebas probiotik meningkat-
kan keasaman yang lebih tinggi pada jus anggur
secara nyata dari pada sel terenkapsulasi (p<0,05).
Penurunan pH lingkungan dan akumulasi berbagai
asam organik yang terbentuk selama proses
fermentasi dapat menurunkan viabilitas probiotik
(Kumar et al., 2015). Hal ini mengindikasikan bahwa
mikroenkapsulasi berperan penting dalam mencegah
kontak antara BAL dengan sari buah mangga yang
menyebabkan aktivitas metabolisme BAL yang
menghasilkan berbagai asam organik, sehingga

(TAT) sari
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dapat memengaruhi viabiltas BAL selama
penyimpanan.
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Figure 4. Total titratable lactic acid in mango juice
with the addition of L. plantarum 4C161 (A)
and L. rhamnosus BD2 (B) during storage

KESIMPULAN

Mikroenkapsulasi L. plantarum 4C161 dan L.
rhamnosus BD2 dengan alginat meningkatkan
ketahanan sel terhadap pH rendah dan garam
empedu. Kedua kandidat probiotik, L. plantarum
4C161 maupun L. rhamnosus BD2, memiliki
ketahanan yang baik dalam sari buah mangga
selama 28 hari penyimpanan di suhu 4 °C. Pada akhir
penyimpanan, jumlah sel hidup, baik dalam bentuk
sel bebas maupun sel termikroenkapsulasi dalam
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140 mL sari buah mangga masih memenuhi jumlah
asupan probiotik yang dianjurkan untuk memperoleh
manfaat kesehatan sebagai probiotik. Sari buah
mangga merupakan matriks yang sesuai sebagai
pembawa bakteri probiotik. Walaupun sel bebas dan
sel termikroenkapsulasi L. plantarum 4C161 dan L.
rhamnosus BD2 memiliki kemampuan mempertahan-
kan viabilitas yang setara selama penyimpanan sari
buah mangga pada suhu 4 °C selama 28 hari, namun
sel yang termikroenkapsulasi lebih tahan terhadap
pH rendah dan garam empedu, sehingga untuk
memperoleh manfaat kesehatan dari sari buah yang
berisi kedua BAL yang berpotensi sebagai probiotik
ini, mikroenkapsulasi tetap diperlukan.
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