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ABSTRAK

Infectious disease remains as a prominent health problem and worsened by the emerging antibiotic re-
sistance. Probiotic has been an alternatievly popular application. Lactobacillus plantarum mar8 isolated from
tropical fruit showed a stable mannose specific adhesin (MSA) activity in term of competing for and inducing
immunity to infecting pathogen. This research focused on coating the probiotic with dextrin in fruit juice using
a spraydrying technique to produce microencapsulated probiotic. The microencapsulation using 5% dextrin in
either passion fruit or orange juice produced more compact capsule and supported higher probiotic viability.
The microencapsulated probiotic expressed MSA gene for at least 10 generation indicating conserved function of

probiotic.
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ABSTRAK

Penyakit infeksi masih merupakan masalah utama apalagi terapi antibiotik telah menyebabkan terjadinya
resistensi. Alternatif aplikasi probiotik telah banyak dilakukan. Isolat Lactobacillus plantarum mar8 dari buah
tropis terseleksi karena menunjukkan aktivitas mannose specific adhesin (MSA) yang stabil dalam berkompetisi
dan menginduksi respons imunitas terhadap infeksi. Penelitian ini dipusatkan pada upaya perlindungan sel probio-
tik dalam penyalut dekstrin dan jus buah untuk mendapatkan butiran mikroenkapsulasi yang tepat guna sebagai
alternatif terhadap sediaan cair yang kurang praktis. Mikroenkapsulasi dilakukan dengan teknik semprot kering
dan fungsi probiotik produk dianalisis dengan ekspresi gen MSA. Konsentrasi dekstrin 5% dalam jus markisa
atau jeruk menghasilkan butiran mikrokapsul yang kompak dan lebih mendukung viabilitas probiotik. Probiotik
terenkapsulasi ini tetap stabil berfungsi karena mengekspresikan gen MSA selama sepuluh generasi kultur mikro-
enkapsulasi.

Kata kunci: Probiotik, Lactobacillus plantarum, Mannose specific adhesin, Imunitas

PENDAHULUAN tahun.? Di Indonesia, diare dan demam typhoid
tercatat menyebabkan kematian masing-masing
lebih dari 140 ribu dan 73 ribu orang per tahun.’?
Terapi penyakit infeksi ini umumnya adalah
dengan antibiotika, namun telah terbukti kurang
efektif karena menyebabkan resistensi pada
patogen penginfeksinya.*

Penyakit infeksi masih merupakan penyebab
utama kesakitan dan kematian. Sebagai contoh,
penyakit diare secara global menyebabkan kesa-
kitan 100 juta penduduk dan kematian 3 juta per
tahun.! Sementara demam #yphoid menyebabkan
16 juta penderita dengan 600 ribu kematian per
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Salah satu alternatif penanggulangan infeksi
adalah dengan memanfaatkan probiotik. Probiotik
adalah mikroorganisme hidup yang dapat mening-
katkan kerja sistem pencernaan, fungsi metabo-
lisme, dan kesehatan pada umumnya. Probiotik
menghasilkan enzim glukosidase dan transferase
yang memodifikasi karbohidrat kompleks menjadi
siap pakai dalam sistem pencernaan.’ Selain seb-
agai sumber protein sel tunggal, probiotik ini juga
berperan dalam meningkatkan fungsi sistemik
imunitas.®” Sebagian besar probiotik yang telah
dikarakterisasi adalah jenis yang berbasis susu dan
berasal dari daerah subtropis. Probiotik jenis ini
telah diklaim dapat digunakan dalam pencegahan
dan terapi penyakit infeksi.®*!* Namun, sebagian
besar klaim penelitian tersebut dilakukan di
daerah subtropis dan belum banyak dilakukan di
daerah tropis, di mana sebagian besar penyakit
infeksi terjadi.!?

Pada daerah tropis seperti Indonesia,
penelitian sebelumnya melaporkan adanya
keragaman probiotik Lactobacillus di dalam
buah-buahan, seperti pada buah markisa. Pada
penelitian tersebut, species L. plantarum Mar§
terseleksi karena berpotensi mereduksi pening-
katan kolesterol, pencegahan aterosklerosis,
peningkatan sistem imunitas, dan detoksifikasi
senyawa beracun.!!1213141516 Secara spesifik, spe-
sies ini juga menunjukkan aktivitas mannose
spesific adhesin (MSA) yang dikonfirmasi
dengan ekspresi spesifik gen MSA.!” MSA ini
telah dikenal berperan dalam sistem pelekatan
terhadap inang, kompetisi dengan patogen dan
perangsangan sistem imunitas. 3192

Sebagian besar sediaan probiotik yang
beredar adalah dalam bentuk cair berbasis susu
yang relatif kurang praktis untuk disimpan dan
dibawa. Probiotik dalam sediaan cair sering me-
nimbulkan rasa dan aroma yang tidak disukai (off’
flavor).*! Sebagaimana bakteri pada umumnya,
probiotik dalam sedian cair ini akan mengalami
transformasi genetis lebih sering dan cepat dari
pada di habitat alaminya.?>?* Transformasi ini
mengurangi viabilitas dan sering mendegradasi
fungsi probiotiknya.

Alternatif bentuk sediaan cair adalah padat
yang biasanya menggunakan teknologi kering
beku (freeze drying) dan semprot kering (spray
drying). Teknik semprot kering lebih sederhana
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dan praktis di mana suspensi probiotik dalam
bahan penyalut diubah menjadi tetesan cair yang
dikontakkan dengan udara panas sehingga terben-
tuk butiran. Butiran ini yang kemudian dipisahkan
dengan siklon dan dikumpulkan sebagai produk.
Penyalutan ini mempertahankan viabilitas dengan
melindungi probiotik dari kerusakan akibat
kondisi pemanasan selama proses, kekeringan
dalam masa simpan, asam lambung dan garam
empedu di sistem pencernaan. Sebagian besar
bahan penyalut yang digunakan adalah susu skim,
casein, albumin, gelatin, gum, alginat dan pati.
Bahan tersebut digunakan untuk probiotik berba-
sis susu seperti Bifidobacteria longum, B. bifidus,
L. bulgaricus, dan L. acidiphilus.***>2%%7 Tsolat
terseleksi L. plantarum Mar8 dapat dienkapsulasi
dengan susu skim, namun viabilitasnya tidak
terlalu tinggi dan susu skim relatif mahal dan sulit
didapat.’® L. plantarum spp termasuk L. plantarum
ATCC 8014 dapat dienkapsulasi dengan alginat
dan kitosan.?® Susu skim dan alginat-kitosan
kurang larut dalam air dan dapat memberikan
rasa selain buah yang kurang tepat untuk aplikasi
probiotik berbasis buah. Khusus untuk aroma
dan rasa buah seperti jeruk nipis, telah berhasil
dilakukan enkapsulasi dari ekstrak kulit dan buah
dengan bahan penyalut dekstrin.?’ Potensi dekstrin
sebagai penyalut probiotik isolat klinis telah
diteliti, namun konsentrasinya relatif tinggi yaitu
berkisar antara 50%—70%.* Kombinasi penyalut
dekstrin dengan jus buah dalam mikroenkasulasi
L. plantarum belum dilaporkan. Selain viabilitas,
permasalahan kestabilan fungsi probiotik segera
setelah proses mikroenkapsulasi belum banyak
dibahas.

Penelitian ini dimaksudkan untuk meng-
kapsulasi L. plantarum Mar8 dengan meng-
gunakan bahan penyalut dekstrin dalam jus buah.
Desktrin selain mudah larut dalam air, juga dapat
melindungi material yang peka terhadap panas
dan oksidasi. Desktrin juga melindungi senyawa
volatil seperti aroma buah. Bentuk sediaan ini
diharapkan dapat lebih mempertahankan viabilitas
dan stabilitas fungsi probiotik seperti aktivitas
MSA setidaknya dalam 10 generasi sediaan
mikroenkapsulasi.



METODE PENELITIAN

Isolat probiotik yang digunakan adalah L. planta-
rum Mar§ hasil seleksi isolat dari buah markisa.
Kultur dilakukan dalam media Glukose Yeast
Extract and Peptone (GYP) yang dimodifikasi
dengan imbuhan ekstrak buah markisa atau jeruk
dan 0,5% CaCO,. Inkubasi dilakukan dalam
inkubator 37°C selama 48 jam.

Mikroenkapsulasi probiotik dilakukan de-
ngan teknik semprot kering menggunakan bahan
penyalut dekstrin (D) dengan variasi konsentrasi
2%, 5%, dan 10% dalam jus buah markisa (M)
atau jeruk (J). Proses ini menggunakan Spray
Dryer EYELA tipe SD-1000 dengan kecepatan
5 ml/menit, suhu inlet 125°C, dan suhu outlet
72°C. Parameter utama adalah viabilitas probiotik
sebelum dan sesudah serta 14 hari setelah mik-
roenkapsulasi diukur dengan menghitung jumlah
sel probiotik yang dapat tumbuh di media GYP.
Viabilitas dinyatakan juga dalam ketahanan hidup
setelah pemanasan proses mikroenkapsulasi dan
daya simpan selama 14 hari penyimpanan yang
dipercepat pada kondisi suhu 37°C.

Bentuk butiran mikroenkapsulasi hasil
perlakuan terbaik selanjutnya diamati secara mi-
kroskopis dengan scanning electron microscopy
yang dilengkapi dengan Energy Dispertion X ray
Spectroscopy (SEM-EDXS) dengan pembesaran
sampai 5.000 x dengan menggunakan mikroskop
SEM model JEOL JSM 5310LV. Analisis EDXS
lebih ditujukan untuk mendeteksi pencemaran
logam berat dalam produk mikroenkapsulasi.

Analisis kestabilan fungsi probiotik dilaku-
kan pada 10 generasi hasil mikroenkapsulasi.
Kestabilan fungsi probiotik dianalisis berdasarkan
ekspresi gen MSA4 untuk aktivitas MSA. Analisis
dilakukan dengan teknik Reverse Transcrition
and Quantitative Polymerase Chain Reaction
(RT-gPCR) pada mRNA dalam RNA total yang
diisolasi dengan menggunakan teknik proteksi
RNA dengan larutan fenol dalam etanol. Lysis sel
probiotik dilakukan dengan /ysozyme dan sodium
dodecyl sulphate (SDS). Lysat sel kemudian
didenaturasi dengan kalium asetat dan dipisahkan
dengan larutan kloroform. RNA dalam fase air
kemudian diendapkan dengan isopropanol dan
dicuci dengan etanol 70%. mRNA dalam RNA
total kemudian diubah menjadi cDNA dan diam-
plifikasi dengan reaksi RT-qPCR dengan primer:

Ip 1229F 5’AAGGACAGAAGCGGCCGCC-
GTGCGAAAGGATAGATT3’ dan Ip_1229R
5’ACGGGCCTCGAGGCCCTACTCTTTGT-
GCT3’."* Reaksi RT-qPCR terdiri atas reaksi
reverse transcription pada 55°C selama 30 menit,
denaturasi awal pada 95°C selama 3 menit, dan
50 siklus qPCR yang terdiri atas denaturasi 95°C
selama 30 detik, annealing 57°C selama 30 detik.
Reaksi dilakukan dalam mesin Real Time PCR
Biorad CFX 90 dan data dianalisis dengan Biorad
CFX manager software version 1.5.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Mikroenkapsulasi Probiotik

Hasil eksperimen menunjukkan bahwa dekstrin
2% tidak dapat mendukung viabilitas probiotik
selama proses semprot kering. Konsentrasi
dekstrin 5% dan 10% dalam jus ke dua buah
tersebut memberikan ketahanan hidup setelah
proses enkapsulasi dan selama penyimpanan yang
relatif tidak berbeda (Gambar 1). Hal ini berarti
bahwa 5% dekstrin dapat digunakan secara tepat
guna. Konsentrasi dekstrin ini relatif jauh lebih
sedikit daripada yang dilaporkan Seveline* yang
mencapai 50%—70%. Konsentrasi dekstrin tinggi
adalah tidak praktis dan ekonomis karena mem-
perlambat laju mikroenkapsulasi, produk menjadi
lengket, dan lebih mahal. Hasil eksperimen juga
mengindikasikan bahwa jeruk dapat digunakan
sebagai bahan alternatif terhadap markisa yang
merupakan habitat asli probiotik ini. Jeruk lebih
berlimpah daripada markisa yang relatif lebih
terbatas ketersediaannya.

Pengamatan dengan SEM menunjukkan
bahwa struktur butiran dengan bahan penyalut
dekstrin 5% relatif lebih kompak daripada
butiran dengan bahan penyalut dekstrin 10% yang
berbentuk lebih besar dan tidak teratur (Gambar
2). Analisis hasil SEM EDXS menunjukkan
tidak ada logam berat terdeteksi sehingga produk
mikroenkapsulasi ini relatif aman (Gambar 3).

Dalam bentuk termikroenkapsulasi probiotik
L. plantarum Mar8 dapat lebih lama bertahan
dalam sistem pencernaan. Dengan spray dry-
ing, kultur cair probiotik akan diselubungi
oleh bahan penyalut sehingga terlindung dari
degradasi karena radiasi cahaya atau oksigen dan
memperlambat evaporasi. Proses semprot secara
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Gambar 1. Viabilitas probiotik L. plantarum Mar§ setelah proses semprot kering dan setelah
14 hari kondisi penyimpanan yang dipercepat. Probiotik tersebut disalut dengan jus markisa
(M) atau jeruk (J) dan dekstrin (D) pada konsentrasi 2%, 5%, dan 10%. Data merupakan
rata-rata dari tiga ulangan.
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Gambar 2. Foto butiran hasil mikroenkapsulasi probiotik L. plantarum Mar8 dengan penyalut dekstrin 5% dalam
jus jeruk yang ditabur (panel kiri). Foto SEM menunjukkan butiran ini relatif lebih kompak daripada butiran dengan
penyalut dekstrin 10%. (Bandingkan foto panel tengah dan kanan).

IO —
T —
10—

g 180 —
150 —

120 —

o] E 5 %
| I | I I
o — ek T T ‘I T T T
Lr.OH 101 = A ) AH 5.0 G OH TF.AHr & .o oA 1444
T="0"
Element (ke mass%  Errar® At Compound mass%  Cation k<
C K 0277 99.78 0.20 99.96 o] 99.78 0.00 1452726
ol 0.05
Fe K 6.398 0.02 3277 0.0z Fel 011 11.87 0.09493
CulL 0.920 0.09 0.97 0.0z Cud 012 12.03 0.2073
Total 100.00 100.00 100.00 24.00

Gambar 3. Spektrograf jumlah energi dispersi spesifik hasil analisis Energy Dispertion X Ray Spectroscopy
dari butiran probiotik L. plantarum Mar8 terenkapsulasi dekstrin 50% dalam jus jeruk.
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atomisasi (atomize) yang menggunakan udara,
juga melindungi bahan yang sensitif terhadap
panas, seperti kultur bakteri probiotik selama
proses mikroenkapsulasi dan selama masa sim-
pan. Teknik semprot ini lebih efisien daripada
teknik pengeringan beku atau freeze dryer yang
lebih rumit dan membutuhkan kondisi vakum.
Secara praktis mikroenkapsulasi juga merupakan
salah satu strategi untuk meningkatkan cita rasa
dan daya tarik konsumsinya.

Kestabilan Sedian Mikroenkapsulasi

Probiotik tanpa mikroenkapsulasi dapat bertahan
selama 12 jam di sistem pencernaan dengan perin-
cian 4 jam di lambung dan usus halus, dan 8
jam di usus besar.*! Ketahanan ini berkaitan erat
dengan ekspresi gen msa dan atpD, gen yang
terlibat dalam anabolisme energi.*? Probiotik
yang dimikroenkapsulasi bertahan lebih lama di
lambung dan usus karena terlindung.

Hasil penelitian terhadap ekspresi gen
msa dari sepuluh generasi probiotik yang dimi-
kroenkapsulasi menunjukkan bahwa proses ini
tidak mengganggu karakter probiosis. Probiotik
tersebut tetap berfungsi karena mengekspresikan
gen msa sebagaimana terlihat dari pola amplifikasi
spesifik gen msa pada analisis RT-qPCR (Gambar
4). Analisis ini relatif lebih tepat guna dalam
menghitung ekspresi gen pada berbagai fase dan
kondisi pertumbuhan® dan selama dalam proses
kehidupan probiotik di sistem pencernaan dari
lambung sampai ke kolon.?

Data RTqPCR menunjukkan bahwa dalam
sampel RNA dari semua generasi terdapat
mRNA spesifik untuk gen msa dengan jumlah
relatif tidak jauh berbeda sebagaimana ditunjuk-
kan oleh grafik peningkatan amplifikasi pada
nilai Ct (treshold concentration) sekitar 32-33.
Nilai Ct terkecil (Ct=32.31) yang menunjukkan
jumlah mRNA spesifik gen msa yang terbanyak
dihasilkan oleh generasi ke-10. Adapun generasi
ke-2 memproduksi mRNA spesifik gen msa paling
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Gambar 4. Jumlah amplifikasi spesifik dari mRNA gen MSA dengan teknik RT-qPCR yang dinyatakan dalam
relative flourescence unit (RFU) setiap generasi dari 10 generasi probiotik termikroenkapsulasi. Data melt curve
dan melt peak (panel bawah) menunjukkan pola spesifik gen MSA yang relatif sama untuk setiap generasi.
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sedikit sebagaimana ditunjukkan dengan nilai Ct
yang terbesar (33.36). Pola melt curve dan melting
temperature dari setiap reaksi dari setiap sampel
10 generasi relatif sama. Hal ini menunjukkan
karakter spesifik dari gen msa dan tidak berbeda
pada setiap generasi (Gambar 4).

Analisis RT-qPCR gen msa juga menun-
jukkan adanya keragaman ekspresi di antara
generasi probiotik yang termikroenkapsulasi, di
mana terlihat kecenderungan tidak berkurang dan
bahkan ada peningkatan aktivitas ekspresi gen
msa, sejalan dengan pertambahan generasi kultur
(Gambear 5). Kestabilan ekspresi gen msa dalam 10
generasi kultur yang dimikroenkapsulasi ternyata
lebih baik daripada ekspresi yang teramati pada 10
generasi kultur tanpa mikroenkapsulasi di mana
terjadi penurunan ekspresi setelah 6 generasi.”
Hal ini menunjukkan kestabilan karakter probiosis
setelah melalui proses mikroenkapsulasi. Proses
enkapsulasi tidak saja melindungi viabilitas sel-
sel probiotik, tetapi juga mempertahankan potensi
genetis ekspresi gen msa. Hal ini juga menunjuk-
kan bahwa gen msa dan produk proteinnya adalah
esensial bagi kehidupan probiotik ini karena
diekpresikan secara terus menerus (consecutively
expressed).

Secara praktis, hal ini menguntungkan
karena tidak memerlukan proses induksi dalam
ekspresi gen ini. Ekspresi gen msa inilah yang
menjadikan probiotik ini lebih dapat berkom-
petisi dengan patogen penginfeksi terutama

dari golongan bakteri gram negatif penyebab
utama terjadinya infeksi sistem pencernaan.*
Selanjutnya, proses agregasi-imobilisasi patogen
terjadi dan respons imunitas terbentuk.’® Selain
oleh ekpresi gen msa, respons imunitas juga
terbentuk oleh ekspresi gen-gen yang terlibat
dalam biosintesis plantaricin, bahan aktif anti-
bakteri patogen.’*¥” Secara umum, probiotik L.
plantarum mempunyai kapasitas induksi
respons imunitas [FN-gamma, IL-12, dan
TNF secara signifikan lebih besar daripada
probiotik lain seperti L. acidophilus.®

KESIMPULAN

Probiotik terseleksi L. plantarum Mar8 dari buah
markisa dapat dimikroenkapsulasi dengan lebih
baik dan stabil dalam 5% bahan penyalut dekstrin
dalam jus buah markisa dan jeruk. Jus jeruk dapat
menjadi alternatif jus markisa bila ketersediaannya
terbatas. Bentuk sediaan mikroenkapsulasi seperti
ini selain lebih praktis juga lebih mempertahankan
viabilitas dan stabilitas fungsi probiotik. Fungsi
ini diindikasikan oleh ekspresi gen msa untuk
biosintesis protein mannose spesific adhesin
selama sepuluh generasi kultur mikroenkapsulasi.

Secara praktis sediaan probiotik termik-
roenkapsulasi diharapkan lebih tepat guna dalam
pemanfaatannya untuk uji klinis sesuai tahapan
upaya komersialisasi.
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Gambar 5. Hasil analisis RT-qPCR yang menunjukkan tingkat ekspresi relatif dari gen msa
dari sepuluh generasi kultur probiotik L. plantarum Mar8 yang dimikroenkapsulasi.
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