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ABSTRACT

PATTERNS OF YEAST GROWTH AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY
IN TEMPE WITH ADDITION Saccharomyces cerevisiae

By

FATIMAH

Tempe is afood made of soybeans fermentation and inoculated with Rhizopus
oligosporus in solid fermentation. Besides R. oligospor us, other microorganisms
such as bacteria and yeasts were found during fermentation. Tempe contains
bioactive compound that showed antibacterial activity to pathogenic
microorganisms. This study aimed to determine the pattern of yeast growth
during tempe fermentation with addition of Saccharomyces cerevisiae and to
know tempe inhibition with addition of Saccharomyces cerevisiae to reduce
Escherichia coli. The research was done by Randomized Complete Block Design
(RCBD) with two factors and three repetitions. The first factor was types of
tempe inoculum that consist of 4 levels, were commercial tempe inoculum,
Saccharomyces cerevisiae, Rhizopus oligosporus, and also mixture of Rhizopus
oligosporus and Saccharomyces cerevisiae. The second factor was fermentation

time that consist of 6 levels, were 0, 8, 16, 24, 32, and 40 hours.



Fatimah

The results showed that yeast grew during the soybean fermentation with
commercia tempe inoculum, Saccharomyces cerevisiae, and mixture of Rhizopus
oligosporus and Saccharomyces cerevisiae, but didn’t grow during soybean
fermentation with R. oligosporus. The pattern of yeast growth increased until the
end of fermentation, although yeast growth decreased at 32 hours fermentation
with mixture of Rhizopus oligosporus and Saccharomyces cerevisiae. All tempe
in this study could inhibit the growth of Escherichia coli with the bestt inhibition
was shown in the tempe inocul ated with a mixture of Rhizopus oligosporus and
Saccharomyces cerevisiae. The largest inhibitory diameter area was resulted by
tempe that using inoculum mixture of Rhizopus oligosporus and Saccharomyces

cerevisiae after 40 hours fermentation, ie 25.98 + 0.56 mm.

Keywords. Tempe, yeast, antibacterial, Escherichia coli.



ABSTRAK

POLA PERTUMBUHAN KHAMIR DAN AKTIVITASANTIBAKTERI
PADA TEMPE DENGAN PENAMBAHAN Saccharomyces cerevisiae

Oleh

FATIMAH

Tempe merupakan makanan yang dibuat dengan carafermentasi kedelai dan
diinokulasikan dengan Rhizopus oligosporus dalam fermentasi padat. Selain R.
oligosporus, keberadaan mikroorganisme lain seperti bakteri dan khamir juga
ditemukan selama fermentasi tempe. Tempe mengandung komponen bioaktif
yang bersifat antibakteri terhadap mikroba patogen. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pola pertumbuhan khamir selama fermentasi tempe dengan
penambahan Saccharomyces cerevisiae dan mengetahui adanya daya hambat
tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae terhadap pertumbuhan
Escherichia coli. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok
Lengkap (RAKL) dengan dua faktor dan tigakali ulangan. Faktor pertama adalah
jenisinokulum tempe yang terdiri dari 4 taraf yaitu ragi tempe, Saccharomyces
cerevisiae, Rhizopus oligospor us, serta campuran Rhizopus oligosporus dan
Saccharomyces cerevisiae. Faktor kedua adalah waktu fermentasi yang terdiri

dari 6 taraf yaitu O jam, 8 jam, 16 jam, 24 jam, 32 jam, dan 40 jam.



Fatimah

Hasil penelitian menunjukkan bahwa khamir dapat tumbuh selama fermentasi
kedelai menggunakan inokulum ragi tempe, Saccharomyces cerevisiae, serta
campuran Rhizopus oligosporus dan Saccharomyces cerevisiae, tetapi tidak
tumbuh selama fermentasi kedelai yang diinokulasi dengan R. oligosporus sgja.
Pola pertumbuhan khamir mengalami peningkatan hingga akhir fermentasi,

wal aupun jumlah khamir sempat mengalami penurunan pada jam ke-32
fermentasi kedelai menggunakan inokulum campuran Rhizopus oligosporus dan
Saccharomyces cerevisiae. Semuatempe yang diberi inokulum pada penelitian
ini dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dengan
penghambatan terbesar ditunjukkan pada perlakuan tempe yang diinokulasi
dengan campuran Rhizopus oligosporus dan Saccharomyces cerevisiae. Diameter
daerah hambat terbesar ditunjukkan pada tempe yang menggunakan inokulum
campuran Rhizopus oligospor us dan Saccharomyces cerevisiae setelah 40 jam

fermentasi, yaitu sebesar 25,98 + 0,56 mm.

Kata Kunci: Tempe, khamir, antibakteri, Escherichia coli.
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|. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tempe merupakan makanan yang dibuat dengan carafermentasi kedelai dan
diinokulasikan dengan kapang Rhizopus oligospor us dalam fermentasi padat.
Fermentas tempe merupakan fermentasi dua tahap yaitu fermentas oleh aktivitas
bakteri yang berlangsung selama proses perendaman kedelai, dan fermentasi oleh
kapang yang berlangsung setelah diinokulas dengan kapang (Kustyawati, 2009).
Rhizopus oligospor us berperan utama dalam pembuatan tempe karena dapat
mempertahankan sebagian besar zat-zat gizi yang terkandung dalam kedelai,
meningkatkan daya cerna proteinnya, serta meningkatkan kadar beberapa macam
vitamin B (Muchtadi, 2010 dalam Mursyid, 2014). Selain R. oligosporus, selama
fermentasi tempe terdapat pula keberadaan mikroorganisme lain seperti bakteri
asam laktat (BAL) dan khamir (Efriwati et al., 2013). Dengan demikian, analisis
mikrobiologis diperlukan untuk mengungkapkan keterlibatan setiap jenis

mikroorganisme dalam pembuatan tempe.

Y east ikut serta dalam fermentasi tempe (Feng et al., 2007; Kustyawati, 2009).
Kustyawati (2009) menyatakan bahwa yeast dapat tumbuh bersama bakteri
indigenus dan R. oligosporus selama fermentasi tempe. Keberadaan khamir telah

dilaporkan oleh Samson et al. (1987) padatempe komersia di Belanda,



diantaranya Trichosporon beigelii, Clavispora (Candida) lusitaniae, C. maltosa,
C. intermedia, Yarrowia lipolytica, Lodderomyces elongisporus, Rhodotorula
mucilaginosa, C. sake, Hansenula fabiani, C. tropicalis, C. parapsilosis, Pichia
membranaefaciens, Rhodotorula rubra, C. rugosa, C. curvata, dan Hansenula
anomola. Diantara spesies khamir tersebut, belum diketahui interaksi
pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae dalam pembuatan tempe, sehingga perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut. Saccharomyces cerevisiae diharapkan mampu
menghasilkan kandungan B-glukan pada tempe sehingga potensinya dalam

pembuatan tempe perlu diungkap secara mendalam.

Tempe mengandung berbagai nutrisi yang diperlukan oleh tubuh seperti protein,
lemak, karbohidrat, dan mineral. Proses fermentasi kedelai menjadi tempe akan
memperbaiki sifat fisik maupun komposisi kimia kedelai. Beberapa pendlitian
menunjukkan bahwa kandungan gizi yang terdapat pada tempe lebih mudah
dicerna, diserap, dan dimanfaatkan oleh tubuh. Hal ini disebabkan kapang yang
tumbuh pada kedelai menghidrolisis senyawa-senyawa kompleks menjadi
senyawa sederhana yang mudah dicerna oleh manusia (Kasmidjo, 1990 dalam

Dwinaningsih, 2010).

Selain mengandung berbagai nutrisi yang diperlukan oleh tubuh, tempe juga
mengandung komponen bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan manusia.
Nurdini et al. (2015) menyatakan bahwa nutrisi dan komponen bioaktif pada
tempe dihasilkan dari kapang, khamir, dan bakteri asam laktat pada tempe.
Tempe memiliki senyawa antibakteri dan antioksidan yang berkhasiat sebagai

obat, yakni genestein, daidzein, fitosterol, asam fitat, asam fenolat, lesitin, dan



inhibitor protease (Cahyadi, 2006 dalam Dwinaningsih, 2010). Ekstrak tempe
mentah mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
(Mambang et al., 2014), serta menghambat pertumbuhan patogenik Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, dan Shigella flexneri (Virgianti, 2015). Penelitian
yang dilakukan Kuligowski et al. (2013) menunjukkan bahwa ekstrak tempe dapat
menstimulasi pertumbuhan Bifidobacterium dan Lactobacillus yang merupakan

mikrofloranormal usus (Kuligowski et al., 2013).

Tempe dengan penambahan S. cerevisiae diduga memiliki kandungan (3-glukan
yang berasal dari dinding sel S cerevisiae. Dinding sel S. cerevisiae merupakan
salah satu sumber (-1,3 dan 3-1,6-glukan yang paling umum (Pengkumsri, et al.,
2017) dengan komposisi sebanyak 85-90% setelah diekstraksi (Nicolasi, 1999).
Penelitian yang dilakukan olen Ambarwati et al. (2017) menunjukkan bahwa
tempe yang difermentasi dengan penambahan ragi khamir komersial sebesar 3%
mengandung 3-glukan sebanyak 0,076%. [B-glukan memiliki berbagai aktivitas
biologis sebagai antitumor , antioksidan, antikolesterol, anti penuaan dini, dan
peningkat sistem imun (Nurfgarwati, 2006). Chamidah et al. (2017) menyatakan
bahwa (-glukan dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif seperti E.
coli. Tempe dengan penambahan yeast juga memiliki kandungan isoflavon yang
lebih tinggi (Kustyawati, 2009; Gultom, 2009), yang berfungsi sebagai
antioksidan, antihaemolisis, antivirus, antikanker dan antimikroba (Baviaet al.,
2012). Oleh karenaitu, diduga tempe dengan penambahan S. cerevisiae juga

bersifat antibakteri sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut.



1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Mengetahui pola pertumbuhan khamir selama fermentasi tempe dengan
penambahan Saccharomyces cerevisiae.

2. Mengetahui adanya daya hambat tempe dengan penambahan Saccharomyces

cerevisiae terhadap pertumbuhan Escherichia coli.

1.3. Kerangka Pemikiran

Inokulum tempe sangat mempengaruhi kualitas tempe yang dihasilkan. Jenis
kapang yang berperan utama dalam pembuatan tempe ialah Rhizopus oligosporus
(Kustyawati et al., 2014). Selain Rhizopus oligospor us, beberapa penelitian telah
mel aporkan adanya keterlibatan mikroba lain seperti bakteri dan khamir dalam
proses fermentasi tempe. Kustyawati (2009) melaporkan bahwa bakteri-bakteri
indigenus tempe mampu tumbuh bersama kapang dan khamir selama fermentasi
tempe. Bakteri secara signifikan selalu tumbuh selama pembuatan tempe. Hasil
penelitian yang sama diungkapkan oleh Efriwati et al. (2013), yang menyatakan
bahwa tempe mengandung bakteri asam laktat dan Samson et al. (1987) yang

mel aporkan keterlibatan khamir dalam fermentasi tempe.

Pertumbuhan mikroba pada tempe mengalami peningkatan selama fermentasi
berlangsung. Kustyawati (2009) melaporkan bahwa pertumbuhan mikroba pada
tempe dengan penambahan S. boulardi mengalami peningkatan sampai akhir
fermentasi. Pertumbuhan Yarrowia lipolytica dan R. oligosporus meningkat

sampai akhir fermentasi tempe, walaupun terjadi penundaan pertumbuhan R.



oligosporus. Pertumbuhan Geotrichum candidum dan bakteri menujukkan pola
peningkatan selama fermentasi tempe, akan tetapi R.oligosporus mengalami fase
lag sampal 24 jam dan selanjutnya mengalami peningkatan. Bakteri Lactobacillus
fermentum yang ditambahkan pada fermentasi tempe dapat tumbuh baik dengan
Bacillus cereus yang diinokulasikan bersama-sama dengan Lactobacillus
fermentum, dan menunjukkan peningkatan pola pertumbuhan selama proses

fermentasi berlangsung (Emilia, 2014).

Spesies khamir lain yang dapat digunakan dalam pembuatan tempe adalah
Saccharomyces cerevisiae (Kustyawati et al., 2016). Penelitian Rizal et al. (2017)
menyatakan bahwa tempe dengan penambahan S. cerevisiae memiliki sifat
organoleptik yang dapat diterima oleh panelis. Pertumbuhan S. cerevisiae diduga
sinergis dengan pertumbuhan kapang dan bakteri indigenus selama fermentasi
tempe kedelai. Menurut Kustyawati (2009), tidak terdapat pertumbuhan yeast
pada tempe yang dibuat dengan inokulum ragi tempe. Oleh karenaitu,
peningkatan nilai gizi tempe, terutama kandungan -glukan dilakukan dengan
penambahan yeast sebagali campuran inokulum ragi tempe. Y east mampu
menstimulir pertumbuhan mikroba lain dengan menghasilkan faktor tumbuh.

Y east juga dapat tumbuh bersama R.oligosporus, dan pertumbuhannya dapat
mendorong pertumbuhan kapang pada tempe. Saccharomyces boulardii
mempunyai pertumbuhan mengikuti kapang R. oligosporus dan tidak
mempengaruhi pertumbuhan bakteri. Selain itu, yeast akan berkontribusi pada
interaksi antara mikroorganisme. Penelitian ini dilakukan untuk mengamati
pertumbuhan khamir selama fermentasi tempe menggunakan Saccharomyces

cerevisiae.



Kapang, khamir, dan bakteri asam laktat pada tempe menghasilkan nutrisi dan
komponen bioaktif yang memiliki manfaat kesehatan (Nurdini et al., 2015).
Menurut Fadahunsi et al. (2013), R. oligosporus menghasilkan senyawa fenol
yang berperan sebagai zat anti inflamasi, antimikroba, dan antioksidan. Zat
antimikroba yang terdapat pada tempe mampu melawan mikroba penyebab
penyakit. Salah satu penyakit yang dapat dicegah dengan mengkonsumsi tempe
yaitu penyakit diare (Kiers et al., 2003; Nout dan Kiers, 2005; Roubous dan Nout,
2011). Virgianti (2015) menyatakan bahwa konsumsi pangan berbahan dasar
tempe pada tikus jantan dapat mengurangi diare yang disebabkan oleh E. coli.
Rhizopus sp pada tempe dapat menghambat bakteri patogenik, yaitu Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, dan Shigella flexneri. Selain itu, kandungan [3-
glukan yang berasal dari S. cerevisiae merupakan antimikroba terhadap E. coli
dan Pneumococci (Hetland et al., 2013). Penghambatan yang ditunjukkan oleh
ekstrak tempe terhadap bakteri patogen membuat adanya dugaan bahwa tempe
dengan penambahan S. cerevisiae juga bersifat antimikroba sehingga akan dikaji

penghambatannya terhadap mikroba patogen E. coli.

1.4. Hipotesis

Hipotesis yang digjukan pada penelitian ini adalah :
1. Pola pertumbuhan khamir mengalami peningkatan selama fermentasi tempe.
2. Tempe dengan penambahan Saccharomyces cer evisiae mampu menghambat

pertumbuhan Escherichia coli.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tempe

Tempe adalah produk fermentasi kedelai oleh aktivitas enzimatik kapang
Rhizopus oligosporus (Kustyawati et al., 2016). Menurut Standar Nasiona
Indonesia 01-3144-1992, tempe kedelai merupakan produk makanan hasil
fermentasi biji kedelai oleh kapang tertentu, berbentuk padatan kompak dan
berbau khas serta bewarna putih atau sedikit keabu-abuan. Tempe dengan
kualitas bailk mempunyai ciri-ciri berwarna putih bersih yang merata pada
permukaannya, memiliki struktur yang homogen dan kompak, serta berasa,
berbau dan beraroma khas tempe (Winanti et al., 2014). Syarat mutu tempe
kedelai menurut Standar Nasional Indonesia 01-3144-1992 dapat dilihat pada

Tabel 1.

Tabel 1. Syarat mutu tempe kedelai menurut SNI 01-3144-1992.

Kriteria Uji Per syaratan
Keadaan
- Bau normal (khas tempe)
- Warna normal
- Rasa normal
Air (% b/b) maks 65
Abu (% b/b) maks 1,5
Protein (% b/b) (Nx6,25) min 20
Cemaran mikroba
- E. cali maks 10
-  Salmonela negatif

Sumber : Badan Standarisasi Nasional, 1992.



Tempe memiliki manfaat baik dari segi nutrisi maupun manfaat kesehatan.
Tempe mengandung berbagal unsur yang bermanfaat, seperti protein, lemak,
hidrat arang, serat, vitamin, enzim, daidzein, genestein, serta komponen
antibakteri dan zat antioksidan yang dapat berkhasiat sebagai obat (Cahyadi, 2006
dalam Dwinaningsih, 2010). Kapang yang tumbuh menyebabkan protein, lemak,
dan karbohidrat menjadi lebih mudah dicerna oleh tubuh. Enzim protease akan
menguraikan protein pada tempe menjadi peptida dan asam amino (Rahayu et al.,

2015). Komposisi kimiatempe dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Komposisi kimiatempe.

Komposis Tempe
Air (wb) 61,2 %
Protein kasar (db) 41,5 %
Minyak kasar (db) 22,2%
Karbohidrat (db) 29,6 %
Abu (db) 4,3%
Serat kasar (db) 3,4%
Nitrogen (db) 7,5%

(Sumber : Cahyadi, 2006 dalam Dwinaningsih, 2010).

2.1.1. Protein Tempe

Tempe merupakan makanan yang kaya protein. Kadar protein tempe berkisar
41,5 persen (bk). Tempe mengandung duatipe protein yaitu glycinin dan 3-
conglycinin. Glycinin mempunyal peran sebagai antioksidan. [-conglycinin
dilaporkan mempunyai peran dapat menurunkan akumulasi kolesterol dalam

aorta, sehingga dapat mencegah penyakit jantung koroner (Agung, 2013).

Pengolahan kedelai menjadi tempe meningkatkan kadar protein pada tempe.
Menurut Baviaet al., (2012), peningkatan kadar protein pada tempe disebabkan

oleh hilangnya beberapa komponen terlarut seperti mineral dan guladari biji



kedelai. Ferreira(2011) menambahkan, terjadi peningkatan kadar protein
sebanyak 21 persen pada tempe jika dibandingkan dengan kotiledon. Miselium
kapang yang memiliki aktivitas proteolitik juga dapat berkontribusi terhadap
peningkatan kadar protein padatempe (Astawan et al., 2013). Handoyo dan
Morita (2006) menjelaskan bahwa lamanya waktu fermentasi akan menyebabkan
terjadinya peningkatan kadar asam amino bebas yang terdapat pada tempe.
Peningkatan kadar asam amino bebas tersebut disebabkan aktivitas kapang yang

terus menghidrolisis protein hingga membentuk asam amino dan peptida-peptida.

2.1.2. Lemak Tempe

Tempe memiliki kandungan lemak yang rendah, jauh di bawah kandungan lemak
pada hewani. Tempe mengandung asam lemak tidak jenuh yang lebih tinggi,
yaitu 50-70 kali dibanding pada kedelai. Kandungan ini sangat penting dalam
mengatasi penyakit jantung. Asam lemak oleat, linoleat, linolenat merupakan
asam lemak tidak jenuh yang paling banyak dikandung padatempe. Asam lemak
oleat mempunyai kemampuan untuk meningkatkan kolesterol High Density
Lipoprotein (HDL) yaitu lemak baik yang dapat memindahkan kolesterol di
pembuluh darah ke hati sehingga menurunkan resiko penyakit jantung. Asam
linoleat dan asam-asam linolenat juga mengalami elongasi dan desaturasi menjadi
rantai lebih panjang dan merupakan prekusor komponen eicosanoid yang
menyerupai hormon, prostaglandin dan leukotrienes. Asam linoleat akan
dikonversi menjadi asam arakhidonat, sedangkan asam linolenat akan dikonversi
menjadi el cosapentaenoic acid (EPA) dan decosahexosenoic (DHA) yang dapat

mencegah timbulnya platelet darah (Agung, 2013).
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2.1.3. Vitamin Tempe

Tempe kaya akan vitamin, terutamavitamin B. Kandungan vitamin B, yang
cukup tinggi berkorelas negatif dengan homosistein serum yang memicu
peningkatan hidrogen peroksida sehingga menimbulkan resiko kerusakan sel
endotel dan timbulnya platelet pada pembuluh darah yang akan mengakibatkan
stroke atau penyakit jantung koroner (Agung, 2013). Menurut Dwinaningsih
(2010), kandungan vitamin pada tempe khususnya vitamin B komplek seperti
riboflavin, niasin, biotin, asam pantotenat, dan vitamin Bg meningkat jumlahnya
selama fermentasi, kecuali vitamin B; karena digunakan oleh kapang tempe
sebagai sumber nutrisi pertumbuhan. Kandungan vitamin Bi, di dalam tempe
berkisar antara 1.5-6.3 mikrogram per 100 gram tempe kering yang dapat
mencukupi kebutuhan harian seseorang. Hasil penelitian yang dilakukan oleh
Agung et al. (2013) menjelaskan bahwa ketika proses fermentas aktivitas vitamin
B1> meningkat 33 kali, vitamin B, sebanyak 8-47 kali, vitamin B3 sebanyak 2-5
kali, vitamin Bg sebanyak 4-14 kali, biotin sebanyak 2-3 kali, asam folat sebanyak

4-5 kali, dan panthotenat sebanyak 2 kali.

2.1.4. Mineral Tempe

Tempe merupakan bahan pangan sumber mineral. Tempe mengandung mineral
makro dan mikro dalam jumlah yang cukup. Jumlah mineral besi, tembaga, dan
zink berturut-turut adalah 9,39; 2,87; dan 8,05 mg setiap 100 g tempe. Kandungan
minera kalsium dan fosfor per 100 g tempe masing-masing 347 dan 724 mg

(Dwinaningsih, 2010). Kandungan kalsium dan fosfor yang tinggi dalam tempe
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akan meningkatkan ketersediaan mineral kalsium dan fosfor bagi tubuh dan
sangat bermanfaat dalam proses pertumbuhan dan perkembangan tulang.
Mineral-mineral lain terdapat dalam jumlah yang sangat sedikit (kurang dari
0,003 persen) yaitu boron, magnesium, berilium dan seng. Tempe juga
mengandung mineral seperti Ca dan Fe, tidak mengandung kol esterol dan relatif

bebas dari racun kimia (Suhartanti, 2010).

2.1.5. Fosfor Tempe

Fermentas kedelai menjadi tempe meningkatkan kandungan fosfor tempe. Hal
ini disebabkan oleh hasil kerja enzim fitase yang dihasilkan kapang Rhizopus
oligosporus yang mampu menghidrolisis asam fitat menjadi inositol dan fosfat
yang bebas (Rokhmah et al., 2009). Asam fitat adalah senyawa fosfor yang dapat
mengikat mineral (kalsium, besi, fosfor, magnesium, seng) sehingga tidak dapat
diserap oleh tubuh. Terurainya asam fitat karena perebusan dan oleh enzim fitase
yang dihasilkan cendawan Rhizopus oligosporus menyebabkan fosfor tempe dapat
dimanfaatkan tubuh dan penyerapan mineral lain tidak terganggu (Anam et al.,

2010).

Kadar asam fitat kedela menurun selama proses pengolahan menjadi tempe.
Kadar asam fitat akan menurun secara drastis akibat perlakuan perendaman dan
fermentasi. Fajri dan Sulasmi (2014) menyatakan bahwa proses perendaman
dalam air panas dan fermentasi selama proses pembuatan tempe dapat
menurunkan kandungan asam fitat sehingga mineral dapat |ebih mudah diserap

tubuh. Kapang tempe dapat menghasilkan enzim fitase yang akan menguraikan



12

asam fitat menjadi fosfor dan inositol. Asam fitat berkurang sekitar 30% dari

keddlai sebelum fermentasi.

2.1.6. Isoflavon Tempe

Tempe mengandung senyawa antioksidan dalam bentuk isoflavon. Isoflavon ini
sangat dibutuhkan tubuh untuk menghentikan reaksi pembentukan radikal bebas.
Isoflavon tempe terdiri dari daidzein, glisitein, genistein, dan antioksidan faktor |1
(6,7,4-trihidroksi isoflavon). Antioksidan faktor 11 mempunyai sifat antioksidan
paling kuat dibandingkan ketigajenisisoflavon sebelumnya. Antioksidan ini
disintesis pada saat terjadinya proses fermentasi kedelai menjadi tempe oleh
bakteri micrococcus luteus dan coreyne bacterium (Badan Standarisasi Nasional,

2012).

Tempe merupakan sumber isoflavon yang penting karena dapat menyediakan
sampal dengan 28,5 mg isoflavon. Kebutuhan isoflavon yang dianjurkan adalah
30-50 mg/hari. Konsumsi dua potong tempe dapat memenuhi lebih dari setengah
kebutuhan akan isoflavon manusia (Agung et al., 2013). Berdasarkan hasil
penelitian yang dilakukan oleh Unitly (2008), kandungan isoflavon tepung tempe
lebih tinggi dibandingkan tepung kedelai. 1soflavon yang dominan yang terdapat
pada tepung kedelai dan tepung tempe adalah jenis daidzein dan genistein.
Terjadinya proses hidrolisis enzimatis pada saat perendaman kedelai dan
hidrolisis enzimatik pada saat perendaman dan fermentasi kedelai dalam proses

pembuatan tempe diduga mengubah distribusi isomer aglikon daidzein dan
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genistein, sehingga menyebabkan perbedaan kandungan isoflavon aglikon yang

terdapat di dalamnya (Mursyid, 2014).

Perendaman, pemasakan, dan fermentasi tempe menurunkan kadar isoflavon
glukosida dan malonyl, tetapi meningkatkan bioavailabilitas isoflavon (Ferreira,
2011). Haron et al. (2009) menyatakan bahwa fermentasi meningkatkan isoflavon
aglikon hingga duakali serta meningkatkan bioavaibilitasnya. 1soflavon aglikon
terbesar terdapat pada tempe mentah. Hasil penelitian Purwoko et al. (2001)
menunjukkan bahwa tempe hasil fermentasi R. oryzae menghasilkan isoflavon
aglikon sekitar 268.2 pg/g, sedangkan tempe hasil fermentasi R. microsporus var.
Chinensis sebesar 721,6 pg/g. Kandungan genestein dan fitoestr ogen tempe dapat

mencegah kanker prostat dan payudara (Badan Standarisasi Nasional, 2012).

2.1.7. Antimikroba Tempe

Selain sebagal sumber gizi, tempe merupakan sumber senyawa bioaktif. Agung
(2013) menyatakan bahwa tempe mengandung zat antimikroba aktif yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri gram positif dan gram negatif sehingga dapat
memperbaiki gangguan pencernaan seperti kegagalan pencernaan dan absorbsi zat
gizi. Konsums tempe secararutin mengakibatkan lebih jarang terkena penyakit
saluran pencernaan. Virgianti (2015) menyebutkan bahwa tempe mengandung zat
antibakteri penyebab diare, penurun kolesterol darah, pencegah penyakit jantung,
hipertensi, dan lain-lain. Kandungan senyawa aktif padatempe dihasilkan dari

proses metabolisme jamur Rhizopus oligosporus. Protein sederhana dengan berat
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molekul 5.500 mengandung komponen asam amino cystein yang tinggi dan sangat

aktif melawan bakteri gram positif.

2.2. Mikrobiologi Tempe

Inokulum tempe merupakan kumpulan spora kapang yang memegang peranan
penting dalam pembuatan tempe. Inokulum tempe ini sangat mempengaruhi
kualitas tempe yang dihasilkan. Jenis kapang yang berperan utamadalam
pembuatan tempe ialah Rhizopus oligosporus (Kustyawati et al., 2016). Rahayu
et al. (2015) menyatakan bahwa kapang-kapang lain yang terdapat pada tempe
adalah spesies kapang Rhizopus yang berada dalam tempe antaralain R.
oligosporus, R. oryzae, R. arrhizus, dan R. stolonifer. Rhizopus yang digunakan
dalam pembuatan tempe mampu memproduksi enzim proteolitik sehingga

memecah protein menjadi peptida dan asam amino.

Kapang tempe dapat memperbaiki kandungan gizi kedelai. Rhizopus oligosporus
dapat meningkatkan gizi kedelai karenalebih banyak memproduksi enzim
protease dan mensintesis enzim a-amilase. Rhizophus oligosporus mampu
menghidrolisis asam fitat menjadi inositol dan fosfat yang bebas sehingga
meningkatkan kandungan fosfor tempe (Kustyawati, 2014). Rhizopus oligosporus
juga memiliki kemampuan menghasilkan antibiotik yang melawan beberapa
mikroba penyebab penyakit (Roubous et al., 2010) dan biosintesa vitamin-vitamin

B (Wipradnyadewi et al., 2004).

Masyarakat Indonesia yang mengkonsumsi tempe secara terus menerus akan

terhindar dari disentri dan gangguan pencernaan (Babu et al., 2009). Hal ini
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dikarenakan kapang Rhizopus mampu memproduksi senyawa antibiotik yang
mel awan beberapa mikroba penyebab penyakit (Roubous et al., 2010). Efek
antidiare tempe berhubungan dengan karakteristik antibakteri tempe. Senyawa
antibakteri padatempe ini yaitu glikoprotein yang aktif menghambat

pertumbuhan bakteri gram positif (Bintari et al., 2008).

Mikrobalain yang terlibat dalam fermentasi tempe adalah khamir dan bakteri.
Bakteri merupakan mikroflora yang secara signifikan selalu tumbuh selama
pembuatan tempe dan mempunyai peran yang penting (Kustyawati, 2009).
Menurut Efriwati et al. (2013), tempe mengandung bakteri asam laktat yang
sangat berperan dalam memberikan aroma dan tekstur yang baik. Khamir
memiliki peran penting dalam meningkatkan kandungan gizi tempe. Hasll
penelitian Kustyawati (2009), menunjukkan bahwa tempe yang difermentasi
dengan penambahan S. Boulardii mengandung asam folat paling baik, yaitu 89,28
Hg/100 g, vitamin By, sebesar 3,95 mcg/100 g, dan daidzein sebesar 0,78%.
Tempe ini mempunyai tekstur kompak, diselimuti oleh miselium berwarna putih,
dan mudah diiris. Fermentasi kedelai dengan R.oligosporus dan S. boulardii,
menghasilkan tempe dengan aroma harum- manis yang menutupi aroma kedelai
padaumumnya. Hal ini dikarenakan yeast mempunyai aktivitas proteolitik dan
lipolitik yang sangat tinggi, sehingga mampu menghidrolisa protein maupun
lemak menghasilkan asam amino, ester, asam lemak, etanol, acetaldehid, ethil

acetate dan ethyl butyrate yang merupakan komponen flavor dan aroma.
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2.3. Rhizopus oligosporus

Rhizopus oligosporus merupakan kapang yang banyak digunakan dalam
pembuatan tempe. Rhizopus oligosporus memiliki koloni abu-abu sampai biru
kecoklatan dengan tinggi kurang lebih 1 mm. Rhizopus oligosporus memiliki
sporangiofor tunggal atau dalam kelompok dengan dinding halus atau agak sedikit
kasar, dengan panjang lebih dari 1000 pum dan diameter 10-18 um. Sporangia
jamur ini bersifat globosa yang pada saat masak berwarna hitam kecoklatan,
dengan diameter 100-180 um, sedangkan kolumelanya globosa sampai sub
globosa dengan apofisa apofisa berbentuk corong. Ukuran sporangiospora jamur

ini tidak teratur berupa globosa atau elip dengan panjang 7-10 pum (Gueh, 2007).

Menurut Fardiaz (1992), struktur morfologi kapang tersusun atas dua bagian yaitu
miselium dan spora. Miselium merupakan kumpulan dari hifa. Hifa kapang
biasanya berupa serabut-serabut halus seperti kapas yang dapat tumbuh di bawah
atau di atas permukaan medium. Pertumbuhan hifa berasal dari spora yang telah
melakukan germinasi membentuk tuba germ yang akan tumbuh terus membentuk
miselium. Rhizopus oligosporus berkembang dengan baik pada temperatur 30-
35°C dan memiliki ciri-ciri hifa seperti benang berwarna putih sampai kelabu

hitam sertatidak bersekat, memiliki rhizoid dan sporangiospora.

2.4. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae merupakan cendawan berupa khamir (yeast) sejati
tergolong eukariot yang mempunyai potensi kemampuan tinggi sebagai

imunostimulan. Saccharomyces cerevisiae umumnya memiliki bentuk elipsoidal
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dengan diameter yang besar antara 5-10 um dan diameter yang kecil antara 1-3
pm sampai 1- 7 um. Salah satu ciri khamir ini adalah memiliki warna putih
kekuningan yang dapat dilihat diatas permukaan tumbuh koloni (Nurhakim et al.,
2016). Menurut Singleton dan Sainsbury (2006), Saccharomyces cerevisiae
adalah jenis fungi yang banyak dimanfaatkan oleh manusia. Saccharomyces
cerevisae merupakan organisme penghasil amilase yang cukup berpotensi, selain
bakteri dan kapang. Aktivitas enzim amilase terutama isoamilase dapat

menghidrolisa ikatan a-1,6 pada amilopektin (Kustyawati et al., 2013).

Saccharomyces cerevisiae termasuk khamir jenis Ascomycetes yang banyak
mengandung protein, karbohidrat, dan lemak sehingga dapat dikonsumsi oleh
manusia dan hewan guna melengkapi kebutuhan nutriennya sehari-hari.
Saccharomyces cerevisiae juga mengandung vitamin, khususnya vitamin B
kompleks. Saccharomyces cerevisiae mudah dicerna dan tidak menularkan atau
menimbulkan penyakit (Purwitasari et al., 2004). Menurut Kusumaningtyas
(2006), B —D-glucans pada dinding sel S. cerevisiae dapat mengikat aflatoksin

yang diproduksi oleh Aspergillus flavus.

Saccharomyces cerevisiae merupakan galur potensial penghasil B-glukan, karena
sebagian besar dinding selnya tersusun atas -glukan. B-Glukan merupakan
homopolimer glukosa yang diikat melalui ikatan -(1,3) dan -(1,6)-glukosida
(Haet al., 2002). B-glukan sel ragi khasterdiri dari ~ 30-45% [3-1,3-glukan dan ~
5-10% dari -1,6-glukan (Pengkumsri et al., 2017). (-1,3-D-glukan berperan
dalam pemeliharaan bentuk dinding sel ragi dan kekakuan (L essage dan Bussey,

2006), sedangkan B-1,6-D-glucan sebagai polisakarida yang menghubungkan
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bersama semua polisakarida dinding sel (Aimaniada et al., 2009). B-glukan

dilaporkan memiliki aktivitas sebaga antimikroba (Hetland et al., 2003).

Penambahan Saccharomyces cerevisiae sebagai campuran inokulum dalam
pembuatan tempe kedelai dapat memperbaiki kandungan gizi tempe yang
dihasilkan. Penambahan S. cerevisiae mampu meningkatkan kadar ergosterol,
niasin, dan vitamin Bg pada tempe barley (Feng, 2006). Penambahan
Saccharomyces cerevisiae dalam fermentasi tempe menghasilkan kandungan
B-glukan yang berasal dari khamir. Menurut Nicolasi (1999), khamir yang telah
diekstraksi memiliki kandungan [3-glukan yang tinggi, yaitu berkisar antara 85-
90%. Gultom (2009) melaporkan bahwa tempe terbaik adalah tempe dengan
penambahan fermipan, yang memiliki karakteristik aroma khas tempe, tekstur
yang kompak, dan jumlah miselium yang banyak. Kustyawati et al. (2016)
menyatakan bahwa tempe modifikasi yang dibuat dengan penambahan 1% dan
2% S. cerevisiae memiliki tampilan warna putih miselia yang menutupi seluruh

tempe dan tekstur yang kompak mirip dengan tempe biasa.

2.5. Fase Pertumbuhan Mikroba

Pertumbuhan mikroba dalam suatu kultur melewati beberapa fase. Menurut
Fardiaz (1992), fase-fase pertumbuhan mikrobaterdiri dari :
1. Fase Adaptasi
Fase adaptasi adalah fase penyesuaian mikroba dengan kondisi lingkungan
baru di sekelilingnya. Jumlah awal sel yang dipindah ke media baru

mempengaruhi cepat lambatnya fase adaptasi. Apabila media dan lingkungan
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pertumbuhan sama dengan media sebelumnya, adaptasi mungkin tidak
diperlukan. Waktu penyesuaian ini umumnya berlangsung selama 2 jam.
Fase Pertumbuhan Awal

Padafase ini, mikroba mulai membelah diri dengan kecepatan yang rendah
karena baru menyesuaikan diri.

Fase Pertumbuhan Logaritmik

Mikroba membelah dengan cepat dan konstan mengikuti kurvalogaritmik.
K ecepatan pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh pH, kandungan nutrien,
suhu dan kelembaban udara. Padafaseini kultur paling sensitif terhadap
keadaan lingkungan.

Fase Pertumbuhan Lambat

Pertumbuhan populasi mikroba diperlambat karena zat nutrisi sudah sangat
berkurang dan ada hasil metabolisme yang mungkin beracun atau dapat
menghambat pertumbuhan mikroba. Jumlah populasi masih naik karena
jumlah sel yang tumbuh masih |ebih banyak daripada yang mati.

Fase Tetap (Sationary Phase)

Pertumbuhan populasi mikroorganisme dibatasi oleh habisnya bahan gizi
yang tersedia atau penimbunan zat racun sebagai hasil akhir metabolisme,
sehingga kecepatan pertumbuhan menurun dan mulal ada yang mati.
Pembel ahan terhambat pada suatu saat terjadi jumlah bakteri yang tetap sama.
Jumlah sel yang tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati. Ukuran sel pada
fase ini menjadi |ebih kecil karena sel tetap membelah meskipun zat-zat

nutrisi sudah habis.
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6. Fase Kematian (Death Phase)
Sel-sel yang berada dalam fase tetap akhirnya akan mati bilatidak
dipindahkan ke media segar lainnya. Fase menurun atau kematian merupakan
penurunan secara garis lurus yang digambarkan oleh jumlah sel-sel hidup
terhadap waktu, jumlah bakteri hidup berkurang dan menurun. Sebagian
besar populasi mikroba mulai mengalami kematian karena nutrien di dalam
medium sudah habis, adanya zat racun dan habisnya energi cadangan di
dalam sel. Kecepatan kematian tergantung dari kondisi nutrien, lingkungan

dan jenis mikroba.

2.6. Uji Aktivitas Antibakteri

Antibakteri adalah suatu bahan yang dapat mengganggu pertumbuhan dan
metaboli sme bakteri. Potensi dari suatu antibakteri diperkirakan dengan
membandingkan zona hambat pertumbuhan terhadap antibiotik. Uji antibakteri
dapat dilakukan melalui dua metode, yaitu metode difusi dan metode dilusi.
Metode difusi terdiri atas metode disk diffusion (tes Kirby & Baur), E-test, ditch-
plate technique, cup-plate technique, sedangkan metode dilusi meliputi metode

dilusi cair dan dilusi padat (Pratiwi, 2008 dalam Kusuma, 2017).

Pengamatan pada metode difusi adalah diameter daerah hambatan pertumbuhan
bakteri karena difusinya obat padatitik awal pemberian ke daerah difusi. Metode
ini dilakukan dengan cara menanam bakteri pada media agar padat tertentu
kemudian diletakkan kertas samir atau disk yang mengandung obat dan dilihat

hasilnya. Diameter zona jernih inhibisi di sekitar cakram diukur sebagai kekuatan
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inhibisi antibiotik melawan bakteri yang diuji (Hasibuan, 2016). Menurut Pratiwi

(2008) dalam Maghfiro (2017), metode difusi terdiri atas :

1. Metode disk diffusion
Metode disk diffusion (tes Kirby & Baur) menggunakan piringan yang berisi
agen antimikroba, kemudian diletakkan pada media agar yang sebelumnya
telah ditanami mikroorganisme sehingga agen antimikroba dapat berdifusi
pada media agar tersebut. Areajernih mengindikasikan adanya hambatan
pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antimikroba pada permukaan media
agar. Pada hasil yang ditunjukkan, dilakukan pengukuran menggunakan
jangka sorong. Semakin besar zona hambat yang dihasilkan, semakin besar
pula aktivitas suatu zat antimikroba. Klasifikasi respon hambatan

pertumbuhan bakteri dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Klasifikas respon hambatan pertumbuhan bakteri.

Diameter Zona Hambat Respon Hambatan Pertumbuhan
>20 mm Sangat kuat

10-20 mm Kuat

5-10 mm Sedang

<5 mm Lemah

2. Metode Sumuran (Perforasi)
Bakteri uji yang telah diinkubasi 18-24 jam disuspensikan ke dalam media
agar pada suhu sekitar 45°C. Suspensi bakteri dituangkan ke dalam cawan
petri steril. Setelah agar memadat, dibuat lubang-lubang dengan diameter 6-8
mm. Selanjutnya dimasukkan larutan zat yang akan diuji aktivitasnya
sebanyak 20pL, kemudian diinkubasikan pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
Aktivitas antimikroba dapat dilihat dari daerah bening yang mengelilingi

lubang perforasi.



[1'1. BAHAN DAN METODE

3.1. Tempat dan Waktu Pendlitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian dan
L aboratorium Pengolahan Hasil Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian,
Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan

Desember 2017 sampal dengan Maret 2018.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penilitian ini meliputi ragi tempe dengan
merk dagang Raprima, kultur murni Rhizopus oligosporus FNCC 6010 dan
Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 yang diperoleh dari Pusat Antar
Universitas Pangan dan Gizi UGM Y ogyakarta, kacang kedelai jenis impor
dengan merk dagang Soybean USA no. 1 yang diperoleh dari Gunung Sulah di
Bandar Lampung, Escherichia coli yang diperoleh dari Balai Veteriner Lampung,
akuades, peptone water, garam fisiologis 0,85%, alkohol 70%, Nutrient Broth
(NB), Nutrient Agar (NA), etanol, kertas cakram, Malt Extract Agar (MEA),
Potato Dextrose Agar (PDA), Mac Conkey Agar (MCA), alumunium foil, dan

kapas.
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Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari tabung reaksi, cawan
petri, erlenmeyer, jarum ose, batang pengaduk, beaker glass, batang pengaduk
segitiga, rak tabung reaksi, inkubator, kulkas, centrifuge, tabung centrifuge,
baskom, loyang, timbangan, panci, kompor, tampah, saringan bambu, para-para,
mikropipet, pipet tip, jangka sorong, mikroskop, haemacytometer, vortex,

timbangan analitik, dan autoklaf.

3.3. Metode Pendlitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL)
dengan duafaktor dan tigakali ulangan. Faktor pertama adalah jenis inokulum
tempe (J), terdiri atas 4 taraf yaitu ragi tempe (J1), Saccharomyces cerevisiae (J2),
Rhizopus oligosporus (J3), dan campuran Rhizopus oligosporus + Saccharomyces
cerevisiae (J4). Faktor kedua adalah waktu fermentasi (T), terdiri dari 6 taraf
yaitu 0 jam (T1), 8 jam (T2), 16 jam (T3), 24 jam (T4), 32 jam (T5), dan 40 jam
(T6). Berdasarkan kedua faktor tersebut diperoleh kombinasi perlakuan yang

dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 4. Kombinasi perlakuan.

T

3 T1 T2 T3 T4 T5 T6
Jl JIT1 JIT2 JIT3 J1T4 JITS JIT6
J2 J2T1 J2T2 J2T3 J2T4 J2T5 J2T6
J3 J3T1 J3T2 J3T3 J3T4 J3T5 J3T6

HA HAT1 JAT2 JAT3 JAT4 JATS JAT6




Keterangan :

JiT1
JIT2
JIT3
J1T4
JITS
JIT6
J2T1
J2T2
J2T3
J2T4
J2T5
J2T6
J3T1
J3T2
J3T3
J3T4
J3T5
J3T6
HAT1
JAT2
JAT3
JAT4
JATS
JAT6

: kedelal + ragi tempe, difermentasi 0 jam (kontrol positif)

: kedelal + ragi tempe, difermentasi 8 jam (kontrol positif)

: kedelal + ragi tempe, difermentasi 16 jam (kontrol positif)

: kedelal + ragi tempe, difermentasi 24 jam (kontrol positif)

: kedelal + ragi tempe, difermentasi 32 jam (kontrol positif)

: kedelal + ragi tempe, difermentasi 40 jam (kontrol positif)

: kedelai + S cerevisiae, difermentasi 0 jam (kontrol negatif)

: kedelal + S cerevisiae, difermentasi 8 jam (kontrol negatif)

: kedelai + S cerevisiae, difermentasi 16 jam (kontrol negatif)

: kedelal + S cerevisiae, difermentasi 24 jam (kontrol negatif)

: kedelai + S cerevisiae, difermentasi 32 jam (kontrol negatif)

: kedelal + S cerevisiae, difermentasi 40 jam (kontrol negatif)

: kedelai + R.oligosporus, difermentasi O jam

: kedelal + R.oligosporus, difermentasi 8 jam

: kedelai + R.oligosporus, difermentasi 16 jam

: kedelai + R.oligosporus, difermentasi 24 jam

: kedelai + R.oligosporus, difermentasi 32 jam

: kedelai + R.oligosporus, difermentasi 40 jam

: kedelai + campuran R.oligosporus + S cerevisiae, difermentasi O jam

: kedelal + campuran R.oligosporus + S. cerevisiae, difermentasi 8 jam
: kedelai + campuran R.oligosporus + S cerevisiae, difermentasi 16 jam
: kedelai + campuran R.oligosporus + S. cerevisiae, difermentasi 24 jam
: kedelai + campuran R.oligosporus + S cerevisiae, difermentasi 32 jam
: kedelai + campuran R.oligosporus + S cerevisiae, difermentasi 40 jam

Parameter yang diamati yaitu jumlah khamir selamafermentas tempe dan

aktivitas antibakteri tempe terhadap Escherichia coli. Data yang diperoleh diuji

kesamaan ragamnya dengan uji Barlett dan dilakukan uji kemenambahan data

menggunakan uji Tuckey. Data kemudian dianalisis dengan sidik ragam untuk

mengetahui ada tidaknya pengaruh antar perlakuan. Data diuji lanjut

menggunakan uji Orthogonal Polynomial — Orthogonal Comparison (OP-OC)

padataraf 5%.
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3.4. Pelaksanaan Pendlitian

3.4.1. Pembuatan Biakan

1. Pembuatan Biakan Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae dari agar miring dibiakan ke dalam media Malt Extract
Agar (MEA) dalam cawan petri sehingga diperoleh S. cerevisiae dalam bentuk
koloni di dalam media. Koloni-koloni S. cerevisiae tersebut dipindahkan ke
dalam tabung reaksi yang berisi media broth sebanyak 9 mL, kemudian
dihomogenisasi menggunakan vortex dan diinkubasi pada suhu 28°C selama 48
jam. Selanjutnya S. cerevisiae disentrifugasi untuk memisahkan antarapelet S.
cerevisiae dan media cair dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit.
Sentrifugasi dilakukan sebanyak dua kali, dengan menggunakan akuades steril
pada proses sentrifugasi yang kedua. Setelah itu, jumlah sel S cerevisiae dihitung
menggunakan haemacytometer sampai diperoleh S. cerevisiae berjumlah 10’

sel/g. Tahapan persiapan inokulum S. cerevisiae dapat dilihat pada Gambar 1.
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Saccharomyces cerevisiae
murni

Pembiakan dalam media MEA
(T=28°C, t=48 jam)

v

Saccharomyces cerevisiae
dalam bentuk koloni

Media Pemindahan ke dalam media broth
broth

Inkubasi (T=28°C, t=48 jam)

v

Sentrifugasi (v=3000 rpm, t=10 menit)

v

Perhitungan jumlah Saccharomyces
cerevisiae sampai diperoleh 107 sel/g

Gambar 1. Diagram alir persigpan inokulum Saccharomyces cerevisiae.

2. Pembuatan Biakan Rhizopus oligosporus

Rhizopus oligosporus dari agar miring dibiakkan ke dalam media Potato Dextrose
Agar (PDA) dalam cawan petri, kemudian diinkubas selama 5-7 hari pada suhu
25°C sehingga diperoleh R. oligosporus dalam bentuk koloni. Koloni-koloni
R.oligospor us tersebut dipanen menggunakan batang pengaduk segitiga dengan
menambahkan akuades steril sebanyak 5-10 mL. Selanjutnya, sporaR.
oligosporus disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Setelah
itu, diperoleh spora R. oligosporus padat, lalu diencerkan dalam larutan
pengencer. Jumlah spora R.oligosporus yang berada di dalam larutan pengencer

dihitung dengan menggunakan haemacytometer sampai diperoleh spora
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R. oligosporus berjumlah 10° sporalg. Tahapan persiapan inokulum

R.oligosporus dapat dilihat pada Gambar 2.

v
Pembiakan dalam mediaPDA
(T=25°C, t=5-7 hari)

Rhizopus oligosporus
dalam bentuk koloni

Akuades Pemanenan
steril
v

Sentrifugasi (v=3000 rpm, t=10 menit)

v

Perhitungan jumlah Rhizopus oligosporus
sampai diperoleh 10° sel/g

Gambar 2. Diagram alir persiapan inokulum Rhizopus oligospor us.

3.4.2. Pembuatan Tempe

Proses pembuatan tempe mengikuti prosedur Kustyawati (2009). Sebanyak 300
gram kedelai direndam dalam air bersih pada suhu ruang selama semalam,
kemudian dihilangkan kulit arinya. Selanjutnya kedelai direbus menggunakan air
bersih dengan perbandingan 1:3 (kedelai:air) selama 30 menit, ditiriskan lalu
dikering- anginkan sampaisuhu kedelai mencapai suhu ruang. Tahap peragian
dilakukan dengan cara mencampurkan setiap 100 gram kedelai rebus dengan
inokulum tempe sesuai perlakuan. Setelah tercampur rata, biji kedelai dimasukan

dalam plastik pengemas yang telah dilubangi secarateratur untuk tujuan aerasi,
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kemudian diinkubasi pada suhu 32°C selama 40 jam, dilakukan pengamatan

setigp 8 jam selama fermentasi berlangsung. Diagram alir proses pembuatan

tempe dapat dilihat pada Gambar 3.

Perendaman dengan air
bersih selama semalam

Penghilangan kulit ari

v
_, Perebusan (kedelaiair = 1:3) t=30 menit
v
Penirisan dan pendinginan
v
Inokulasi dengan masing-masing inokulum
|
v v v v
. , 100 g kedelai +
100 g kedelai + 100 g kedelai l00gkeddla + || g oravigiae 107
0,2 g ragi tempe . R.oligosporus
(J1) * Scsrevlsae 10° sporalg sellg+
10" sdl/g B R.oligosporus
(12) (J3) 10° sporalg (34)
Pengemasan dengan plastik yang
telah dilubangi
v
Penyimpanan pada suhu ruang
v
Pengamatan setiap 8 jam

Gambar 3. Diagram alir pembuatan tempe (sumber : Kustyawati, 2009).
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3.4.3. Perhitungan Jumlah Khamir

Perhitungan jumlah khamir dilakukan menggunakan metode Total Plate Count
(TPC) dengan media Malt Extract Agar (MEA) mengikuti metode Lay (1994).
Perhitungan jumlah khamir ini dilakukan padajam ke 0, 8, 16, 24, 32, dan 40.
Masing masing tempe diambil sampelnya dan dibuat seri pengenceran dari 10"
sampai 10™"° secara duplo. Persiapan sampel pengujian mengikuti metode
Kustyawati (2009). Sebanyak 10 gram sampel tempe dicampur dengan 90 mL
peptone water, lalu dihomogenkan. Setelah itu, dibuat seri pengenceran sampai
konsentrasi tertentu. Selanjutnya dilakukan penanaman khamir dengan metode
spread plate pada media Malt Extract Agar (MEA). Inkubas dilakukan pada

suhu 32°C selama 24-48 jam. Diagram alir perhitungan jumlah khamir dapat

Tempe sebanyak 10 g

A 4
Pengenceran 10" menggunakan peptone
water sebanyak 90 mL

dilihat pada Gambar 4.

A 4
Seri pengenceran sampai 10™*°

A 4
Penanaman pada media MEA dengan
metode spread plate

A 4

Inkubasi (T=32°C, t=24-48jam)

A 4
Perhitungan jumlah khamir menggunakan
colony counter

Gambar 4. Diagram alir perhitungan jumlah khamir pada tempe.
(Lay, 1994).
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3.4.4. Pembuatan Suspens Bakteri Uji

1. Peremajaan Bakteri Uji (NCCLS, 2003)

Peremajaan bakteri E.coli menggunakan media Mac Conkey Agar (MCA) dan
Nutrient Broth. Sebanyak 2 ose bakteri Escherichia coli murni ditanam pada
media Mac Conkey Agar (MCA), diinkubas pada suhu 37°C selama 24 jam.
Selanjutnya, diambil sebanyak 2 ose Escherichia coli dan ditumbuhkan pada

media Nutrient Broth (NB), kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

2. Pembuatan Suspensi Bakteri (NCCLS, 2003)

Sebanyak 1 mL bakteri E.coli yang telah diremgjakan pada biakan Nutrient Broth
umur 24 jam diencerkan dalam 9 mL NaCl fisiologis 0,85% dalam tabung reaksi
steril, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex selama 15 detik. Suspensi
bakteri uji yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri dihitung menggunakan
metode Total Place Count (TPC) dengan media Mac Conkey Agar (MCA).
Jumlah koloni bakteri E.coli yang digunakan dalam penelitian ini adalah 107

CFU/mL.

3.4.5. Pengujian Aktivitas Antibakteri (NCCL S, 2003)

Pengujian aktivitas antibakteri pada tempe dilakukan dengan mengukur diameter
daerah hambat yang terbentuk pada zona bening di sekitar kertas cakram.
Sebanyak masing-masing 2 gram tepung tempe dilarutkan dalam 8 mL akuades
steril (20% tepung tempe). Kertas cakram berukuran 5,5 mm dimasukkan ke
masing-masing perlakuan secara duplo, lalu didiamkan selama 10 menit. Diambil

suspensi bakteri uji sebanyak 100 uL, lalu dituang secara merata pada medium
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Nutrient Agar (NA) menggunakan metode spread plate. Selanjutnya, ditunggu
beberapa saat sampai mengering, lalu diletakkan kertas cakram yang telah
dijenuhkan dengan masing-masing tempe. Media yang berisi bakteri uji dan
kertas cakram yang telah dijenuhkan dengan tempe diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah 24 jam, Diameter Daerah Hambat (DDH) yang terbentuk
di sekitar cakram diamati menggunakan jangka sorong. Diagram alir uji aktivitas

antibakteri pada tempe terhadap bakteri E.coli dapat dilihat pada Gambar 5.

@bakteri E.coli (100uL)

\4

Dituang dalam media Nutrient Agar (NA)
dengan metode spread plate

A 4
Didiamkan sampal mengering

A 4
Diletakkan kertas cakram (5,5 mm) berisi tempe
dan kedelai tanpa penambahan inokulum pada
permukaan media NA

A 4

Inkubasi (T=37°C, t=24 jam)

.

D et m)_>

Gambar 5. Uji aktivitas antibakteri tempe terhadap E.coli, NCCLS (2003).




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah :

1. Pertumbuhan khamir pada tempe yang diinokulasi dengan ragi tempe,
Rhizopus oligosporus, dan campuran Rhizopus oligosporus dan Saccharomyces
cerevisiae mengalami peningkatan hingga akhir fermentas.

2. Semuatempe pada penelitian ini mampu menghambat Escherichia coli, dengan
penghambatan yang paling besar ditunjukkan pada tempe yang diinokulasikan

dengan campuran Rhizopus oligospor us dan Saccharomyces cerevisiae.

5.2. Saran

Saran yang digjukan dalam penelitian ini adalah :

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk melihat pertumbuhan khamir pada
tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae yang ditambahkan
sumber karbon (tepung atau gula).

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui konsentrasi terbaik

tepung tempe yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
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