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ABSTRACT

STUDY OF KINETIC GROWTH OF MICROORGANISMS AND β-
GLUCAN CONTENT DURING TEMPE FERMENTATION WITH

ADDITION Saccharomyces cerevisiae

By

LIA DAHLIANI PRATIWI

Tempe is an original Indonesian food made from soybean fermented by Rhizopus

sp. The growth of tempe microflora during fermentation is not only dominated by

molds, but other microorganisms are also found such as bacteria and yeasts. This

study aimed to determine the pattern and the rate of mold and yeast growth during

fermentation of tempe with addition of Saccharomyces cerevisiae, and know the

effect of adding Saccharomyces cerevisiae to the content of β-glucan of tempe.

The research was done by Randomized Complete Block Design (RAKL) with two

factors and three replications. The first factor was the type of tempe inoculum,

consist of 4 levels ie commercial tempe inoculum, S.cerevisiae, R.oligosporus,

and also mixture of R.oligosporus and S.cerevisiae. The second factor was

fermentation time, consist of 6 levels ie 0, 8, 16, 24, 32, and 40 hours. The results

showed that mold grew during the soybean fermentation with tempe comercial,

R.oligosporus, and mixture of R.oligosporus and S.cerevisiae, but mold did not



Lia Dahliani Pratiwi

ii

grow during soybean fermentation with S.cerevisiae. The pattern of mold growth

increased until the end of fermentation with maximum specific growth rate of

mold in all of inoculum type, consecutive ie 0,014 hours-1, 0,113 hours-1 and

0,016 hours-1, although the growth was delayed at beginning of fermentation at 0

hours to 16 hours. The yeast grew during soybean fermentation with commercial

tempe inoculum, S.cerevisiae, and mixture of R.oligosporus and S.cerevisiae, but

did not grow in soybean fermentation with R.oligosporus. The pattern of yeast

growth increased until the end of fermentation with maximum specific growth

rate in all of inoculum type, consecutive ie 0,018 hours-1, 0.012 hours-1 and 0.013

hours-1, although in the soybean fermentation with mixture of R.oligosporus and

S.cerevisiae, yeast grew had decreased at 32h.  β-glucan content of all tempe is

higher than soybean without inoculum.  The highest β-glucan content was shown

in tempe with addition of mixture of R.oligosporus and S.cerevisiae at 40 hours

fermentation time, ie 0.578% (w / w).

Keywords: tempe, mold, yeast, R.oligosporus, S.cerevisiae, β-glucan
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Tempe merupakan makanan asli Indonesia yang dibuat dari hasil fermentasi

kedelai oleh kapang Rhizopus sp. Pertumbuhan mikroflora tempe selama

fermentasi tidak hanya didominasi oleh kapang, tetapi mikroorganisme lain juga

ditemukan seperti bakteri dan khamir. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

pola pertumbuhan dan laju pertumbuhan kapang dan khamir selama fermentasi

tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae, dan mengetahui pengaruh

penambahan Saccharomyces cerevisiae pada pembuatan tempe terhadap

kandungan β-glukan tempe yang dihasilkan. Penelitian ini menggunakan

Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dengan dua faktor dan tiga kali

ulangan. Faktor pertama adalah jenis inokulum tempe yang terdiri dari 4 taraf,

yaitu ragi tempe komersial, S.cerevisiae, R.oligosporus, dan campuran

R.oligosporus dan S.cerevisiae. Faktor kedua adalah waktu fermentasi yang

terdiri dari 6 taraf, yaitu 0 jam, 8 jam, 16 jam, 24 jam, 32 jam, dan 40 jam. Hasil

penelitian menunjukkan bahwa kapang tumbuh pada perlakuan kedelai dengan

penambahan inokulum ragi tempe komersial, R.oligosporus, dan campuran
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R.oligosporus dan S.cerevisiae, tetapi kapang tidak tumbuh pada perlakuan

penambahan S.cerevsiae sebagai inokulum dalam pembuatan tempe.  Pola

pertumbuhan kapang meningkat sampai akhir fermentasi dengan laju

pertumbuhan spesifik maksimum kapang pada masing-masing jenis inokulum

sebesar 0,014 jam-1, 0,0113 jam-1, dan 0,013 jam-1, meskipun pertumbuhannya

terlambat diawal fermentasi ke- 0 jam sampai ke- 16 jam. Khamir juga dapat

tumbuh pada perlakuan kedelai dengan penambahan inokulum ragi tempe

komersial, S.cerevisiae, serta campuran R.oligosporus dan S.cerevisiae, tetapi

khamir tidak tumbuh pada perlakuan penambahan R.oligosporus sebagai

inokulum dalam pembuatan tempe. Pola pertumbuhan khamir mengalami

peningkatan hingga akhir fermentasi dengan laju pertumbuhan spesifik

maksimum khamir pada masing-masing jenis inokulum sebesar sebesar 0,018

jam-1, 0,012 jam-1 dan 0,016 jam-1, walaupun pada perlakuan kedelai yang

ditambah dengan inokulum campuran R.oligosporus dan S.cerevisiae

pertumbuhan khamir sempat mengalami penurunan pada jam ke-32. Semua

tempe pada perlakuan ini mampu menghasilkan kandungan β-glukan yang lebih

tinggi dibandingkan dengan perlakuan kedelai tanpa inokulum. Kandungan β-

glukan tertinggi dilihat dari penampakan tempe terbaik ditunjukkan pada tempe

dengan penambahan campuran R.oligosporus dan S.cerevisiae sebagai inokulum

pada lama fermentasi 40 jam, yaitu sebesar 0,578% (w/w).

Kata Kunci: tempe, kapang, khamir, R.oligosporus, S.cerevisiae, β-glukan
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tempe merupakan makanan asli Indonesia yang dibuat dari hasil fermentasi

kedelai oleh kapang Rhizopus sp. Di Indonesia, tempe merupakan sumber protein

nabati yang tinggi dan diminati oleh semua kalangan karena harganya yang relatif

murah dan memiliki rasa yang enak. Konsumsi tempe rata-rata per orang per

tahun di Indonesia yang merupakan negara produsen tempe terbesar di dunia yaitu

6,95 kg (BPS, 2014). Tempe tergolong pangan fungsional karena mengandung

senyawa-senyawa bioaktif diantaranya isoflavon yang baik bagi kesehatan tubuh,

mempunyai keunggulan gizi, aroma, tekstur, dan citarasa yang khas (Kustyawati

et al., 2014).

Kualitas tempe dipengaruhi oleh bahan baku, proses pengolahan, dan jenis

inokulum atau ragi yang digunakan. Penggunaan ragi atau inokulum memegang

peranan penting dalam pembuatan tempe karena mempengaruhi mutu tempe yang

dihasilkan. Ragi atau inokulum tempe yang digunakan dengan jumlah yang

banyak menyebabkan waktu fermentasi menjadi terlalu kritis, karena proses

fermentasi berlangsung dengan cepat, sedangkan pemakaian ragi atau inokulum

tempe dengan jumlah yang kurang menyebabkan mikroba kontaminan dapat
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tumbuh, karena kapang pada ragi tidak dapat melakukan proses fermentasi secara

menyeluruh pada bahan (Intan, 2010).

Pembuatan tempe biasanya menggunakan inokulum atau ragi yang mengandung

R. oligosporus sebagai agensia pengubah bahan baku kedelai menjadi tempe

akibat tumbuhnya jamur tempe dan melakukan kegiatan fermentasi yang

menyebabkan berubahnya sifat karakteristik tempe (Kasmidjo,1990).

Mikroorganisme yang berperan penting dalam fermentasi pembuatan tempe yakni

R. oligosporus, R. oryzae dan R. stolonifer. Ketiga-tiganya berpotensi untuk

memfermentasi kedelai menjadi tempe. Rhizopus oligosporus 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). Di dalam proses fermentasi tempe R. oligosporus lebih banyak

mensintesis enzim protease, sedangkan R. oryzae lebih banyak mensintesis enzim

α-amilase (Triwibowo, 2011).

Pertumbuhan mikroflora pada tempe tidak hanya didominasi oleh kapang, tetapi

mikroorganisme yang lain juga terdapat dalam fermentasi tempe (Barus et al.,

2008; Seumahu et al., 2013). Efriwati et al. (2013), melaporkan bahwa

mikroorganisme lain yang ditemukan selama fermentasi tempe yaitu bakteri asam

laktat (BAL) dan khamir. Mulyowidarso et al. (1989) dalam Kustyawati (2009),

menyatakan bahwa bakteri merupakan mikroflora indigenus yang secara

signifikan selalu tumbuh selama pembuatan tempe dan mempunyai peranan yang

penting.  Selain itu, ditemukan juga khamir pada tempe komersial yang
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dipasarkan 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 (Samson et al., 1987). Berdasarkan

spesies-spesies khamir tersebut, belum diketahui interaksi pertumbuhan

Saccharomyces cerevisiae dengan mikroflora lain dalam pembuatan tempe,

sehingga diperlukan analisis mikrobiologis untuk mengungkapkan secara detail

keterlibatan setiap jenis mikroorganisme dalam pembuatan tempe.

Saccharomyces cerevisiae merupakan salah satu jenis khamir potensial penghasil

β-glukan yang berasal dari dinding selnya. Dinding sel S. cerevisiae tersusun oleh

β-(1,3) dan β-(1,6)-glukan, manan, kitin (1-2 %), serta manoprotein yang

menyusun sekitar 20-30% dari berat kering dinding sel (M. Naruemon, et al.,

2013).  Selain itu, khamir yang telah diekstraksi memiliki kandungan β-glukan

yang tinggi, yaitu berkisar antara 85-90% (Nicolasi, 1999 dalam Andriani, 2007).

β-glukan memiliki aktivitas biologis sebagai immunomodulator dalam

meningkatkan sistem kekebalan tubuh (Jordan, 2001 dalam Kusmiati, 2006),

sebagai anti infeksi terhadap mikroorganisme yang meliputi bakteri, fungi, virus

dan parasit (Hetland et al., 2013), sebagai anti aging (Delatte et al., 2001),

sebagai antisitotoksik, antimutagenik, dan antitumorogenik (Widyastuti et al.,

2011). Oleh karena itu, dalam penelitian ini dilakukan penambahan

Saccharomyces cerevisiae sebagai inokulum dalam pembuatan tempe.

Penambahan Saccharomyces cerevisiae sebagai inokulum dalam fermentasi

tempe diharapkan akan menghasilkan tempe dengan kandungan β-glukan yang
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lebih tinggi sehingga potensinya dalam pembuatan tempe perlu diungkap secara

mendalam.

1.2. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Mengetahui pola pertumbuhan dan laju pertumbuhan kapang selama proses

fermentasi tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae

2. Mengetahui pola pertumbuhan dan laju pertumbuhan khamir selama proses

fermentasi tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae

3. Mengetahui pengaruh penambahan Saccharomyces cerevisiae pada

pembuatan tempe terhadap kandungan β-glukan tempe yang dihasilkan

1.3. Kerangka Pemikiran

Penggunaan ragi atau inokulum memegang peranan penting dalam pembuatan

tempe karena mempengaruhi mutu tempe yang dihasilkan.  Mikroorganisme yang

berperan utama dalam pembuatan tempe yakni kapang jenis R.oligosporus

(Kustyawati et al., 2014). Namun selain kapang, keberadaan bakteri dan khamir

juga ditemukan selama fermentasi tempe. Mulyowidarso et al. (1989) dalam

Kustyawati (2009), melaporkan bahwa bakteri merupakan mikroflora indigenus

yang secara signifikan selalu tumbuh selama pembuatan tempe. Selain itu,

ditemukan juga mikroorganisme lain seperti bakteri asam laktat (BAL) dan

khamir selama fermentasi tempe (Efriwati et al., 2013).

Pola pertumbuhan mikroorganisme tempe diduga mengalami peningkatan selama

fermentasi.  Bintari et al. (2008), melaporkan bahwa terjadi peningkatan sel
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Rhizopus oligosporus selama fermentasi tempe. Hasil penelitian yang sama

dilaporkan oleh Pagarra (2009), Kustyawati (2009), bahwa terjadi peningkatan

pola pertumbuhan Rhizopus oligosporus selama fermentasi tempe belangsung,

meskipun pertumbuhannya terlambat diawal fermentasi.

Khamir jenis Saccharomyces cerevisiae dapat digunakan sebagai inokulum tempe

dan diduga dapat tumbuh bersama dengan R.oligosporus dan bakteri indeginus

selama fermentasi tempe berlangsung. Kustyawati (2009), melaporkan bahwa

pertumbuhan R.oligosporus serupa dengan S. Boulardi selama fermentasi pada

tempe yang dinokulasi dengan R.oligosporus dan S. Boulardi 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 menunjukkan pola

peningkatan selama fermentasi tempe, akan tetapi R.oligosporus mengalami fase

lag sampai 24 jam dan selanjutnya mengalami peningkatan. Yeast mampu

menstimuli pertumbuhan mikroba lain dengan menghasilkan faktor tumbuh.

Menurut Kustyawati (2009), tidak terdapat pertumbuhan yeast pada tempe yang

dibuat dengan inokulum ragi tempe. Dengan demikian, dilakukan penambahan

yeast (khamir) jenis Saccharomyces cerevisiae pada campuran inokulum dalam

pembuatan tempe, karena khamir mampu menstimuli pertumbuhan R.oligosporus

dan mikroba lain dengan menghasilkan faktor tumbuh, serta berpotensi

menghasilkan kandungan β-glukan. Pertumbuhan sel khamir cenderung

meningkat selama fermentasi diduga kandungan β-glukan juga ikut meningkat

mengikuti petumbuhan sel Saccharomyces cerevisiae. Wahono et al. (2011),
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melaporkan bahwa terjadi peningkatan pola petumbuhan sel Saccharomyces

cerevisiae pada fermentasi sorgum terjadi peningkatan selama fermentasi

berlangsung.

Nurfajarwati (2006) dan Thontowi et al. (2007), melaporkan bahwa terjadi

peningkatan pola produksi β-glukan terhadap lama fermentasi seiring dengan pola

pertumbuhan S. cerevisiae sampai akhir fermentasi pada fermentor air-lift

menggunakan sumber N yang berbeda. Peningkatan kandungan β-glukan juga

terjadi pada dedak hitam yang difermentasi oleh L.edodes (Kim et al., 2014).

Ambarwati (2017), melaporkan bahwa tempe dengan penambahan

Saccharomyces cerevisiae menggunakan ragi roti instan komersial menghasilkan

kandungan β-glukan yang lebih tinggi dibandingkan tanpa penambahan

Saccharomyces cerevisiae.  Peningkatan kandungan β-glukan seiring dengan

peningkatan jumlah sel Saccharomyces cerevisiae selama fermentasi membuat

dugaan bahwa tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae sebagai

inokulum akan menghasilkan kandungan β-glukan yang lebih tinggi.

1.4. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah :

1. Terdapat peningkatan pola pertumbuhan kapang selama proses fermentasi

tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae

2. Terdapat peningkatan pola pertumbuhan kapang selama proses fermentasi

tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae

3. Tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae mampu menghasilkan

kandungan β-glukan yang lebih tinggi.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kedelai

Tanaman kedelai merupakan salah satu tanaman sumber potensi pangan yang

tidak asing lagi bagi masyarakat Indonesia. Kedelai merupakan sumber protein

paling murah di dunia karena berbagai varietas kedelai yang ada di Indonesia

mengandung protein sebesar 30,53 - 44 %. Kedelai (Glycine max (L.) Merril)

merupakan salah satu tanaman pangan yang termasuk dalam bangsa polong-

polongan (Fabales), famili Leguminoseae, dan subfamili Papilionoideae. Kedelai

yang dibudidayakan tumbuh secara tahunan dengan tingginya yang dapat

mencapai hingga 0,75 – 1,25 m (Liu, 1997).

Menurut Hyeronymus (1993), jenis kedelai dapat dibedakan menjadi empat

macam yaitu:

1. Kedelai kuning

Kedelai kuning adalah kedelai yang kulit bijinya berwarna kuning atau putih.

Apabila dipotong melintang memperlihatkan warna kuning pada irisan keping

bijinya dan biasanya dibuat tahu atau tempe.

2. Kedelai hitam

Kedelai hitam adalah kedelai yang kulit bijinya berwarna hitam.
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3. Kedelai hijau

Kedelai hijau adalah kedelai yang kulit bijinya berwarna hijau, apabila

dipotong melintang memperlihatkan warna hijau pada irisan keping bijinya.

4. Kedelai coklat

Kedelai coklat adalah kedelai yang kulit bijinya berwarna coklat.

Kedelai merupakan salah satu komoditas penting karena kedelai mempunyai nilai

kemanfaatan yang tinggi, kedelai bisa diolah menjadi bahan makanan, minuman

serta penyedap cita rasa makanan. Sebagai bahan makanan pada umumnya

kedelai tidak langsung dimakan, melainkan diolah terlebih dahulu sesuai dengan

kegunaannya, misalnya : tempe, tahu, kecap, tauco, tauge bahkan diolah secara

modern menjadi susu dan minuman sari kedelai, kemudian dikemas di dalam

botol (Aak, 1995).

2.1.1 Komposisi Kimia Kacang Kedelai

Kedelai merupakan sumber protein, dan lemak, serta sebagai sumber vitamin A,

E,K, dan beberapa jenis vitamin B dan mineral K, Fe, Zn, dan P. Kedelai

merupakan sumber gizi yang sangat penting bagi kesehatan tubuh manusia.

Kedelai memiliki kandungan protein yang tinggi dan memiliki potensi lain yaitu

isoflavon yang dibutuhkan oleh tubuh. Komposisi gizi kedelai bervariasi

tergantung varietas yang dikembangkan dan juga warna kulit maupun

kotiledonnya.  Kandungan protein dalam kedelai kuning bervariasi antara 31-48%

dan pada varitas unggul kadar proteinnya dapat mencapai 40-43 %, sedangkan

kandungan lemaknya bervariasi antara 11-21%. (Astuti, 2009). Struktur biji

kedelai dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur biji kedelai
Sumber : Raditriono (2012)

Kedelai mengandung delapan asam amino penting yang rata -rata tinggi, kecuali

metionin dan fenilalanin (Suprapto, 1993). Protein kedelai memiliki kandungan

asam amino sulfur yang rendah.Metionin, sistein dan threonin merupakan asam

amino sulfur dalam protein kedelai dengan jumlah terbatas (Winarsi, 2010).

Kacang kedelai memiliki kandungan protein tertinggi (sekitar 40%)

dibandingkan dengan kacang-kacangan lain.  Adapun kandungan minyak

sebanyak 20% yang memungkinkan kacang kedelai juga digunakan untuk

didapatkan minyaknya. Zat-zat lain yang terdapat di dalam kedelai antara lain

fosfolipid, vitamin (B1, B2, B3, B5, B9, A, dan E), dan mineral. Terdapat banyak

peran kacang kedelai dalam menjaga kesehatan, salah satunya yaitu isoflavon

yang mulai dikenal sebagai pencegah kanker dan penyakit lain pada manusia (Liu,

1997). Kandungan gizi biji kedelai disajikan pada Tabel 1.

Plumulae
Epikotil

Hipokotil

Radikula

Kotiledon
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Tabel 1. Kandungan Gizi Kedelai
Kandungan gizi Kadar/100 g bahan

Energi 442 kal
Air 7,5 g
Protein 34,9 g
Lemak 38,1 g
Karbohidrat 34,8 g
Mineral 4,7 g
Kalsium 227 mg
Fosfor 585 mg
Zat besi 8 mg
Vitamin A 33 mg
Vitamin B 1,07 mg

Sumber: Suprapti (2003)

Kedelai termasuk kelompok flavonoid yang merupakan salah satu bahan pangan

penghasil antioksidan alami. Salah satu komponen penting/senyawa bioaktif yang

terdapat dalam kedelai dan bertindaksebagai antioksidan adalah isoflavon (Saija

et al., 1995). Senyawa isoflavon banyak ditemukan pada tanaman kacang

kacangan atau leguminosa (Zubik danMeydani, 2003). Isoflavon pada kedelai

terdapat dalam empat bentuk, yaitu (1) bentuk aglikon (non gula) :

genistein,daidzein, dan glycitein; (2) bentuk glikosida: daidzin, genistin dan

glisitin; (3) bentuk asetilglikosida : 6”-O-asetil daidzin, 6”-Oasetilgenistin, 6”-O-

asetil glisitin; dan (4) bentuk malonilglikosida : 6”-O-malonildaidzin, 6”-O-

malonil genistin, 6”-Omalonilglisitin.Isoflavon utama pada kedelai terdiridari

genistein (4’,5’7-tryhydroxyisoflavone)dan daidzein (4’,7-dihydroxyisoflavone),

serta turunan β-glikosida, gensitin dandaidzin. Sejumlah kecil senyawa isoflavon

lainnya seperti glycitein (7,4’-dihydroxy-6-methoxy-isoflavone) dan glikosidanya

(Wang dan Murphy, 1994 dalam Astuti, 2008).

Kandungan asam lemak jenuh kedelai utama terdiri dari asam linoleat dan
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linolenat. Kedelai mengandung karbohidrat sekitar 35% hanya 12-14% saja yang

dapat digunakan oleh tubuh secara biologis. Karbohidrat pada kedelai terdiri dari

golongan oligosakarida yang terdiri dari sukrosa, stakiosa dan rafinosa yang larut

dalam air. Kedelai juga mengandung karbohidrat tidak larut air dan tidak dapat

dicerna oleh tubuh. Jenis karbohidrat kedelai larut alkohol antara lain : selulosa,

pentose, galaktosa, rafinosa dan hemiselulosa. Bagian yang dapat dicerna pada

karbohidrat kedelai lebih sedikit dibandingkan bagian yang sulit dicerna

(Suliantari dan Rahayu, 1990).

2.1.2 Syarat Mutu Kedelai

Syarat mutu kedelai untuk memproduksi tempe tahu kualitas pertama diataranya :

(1) bebas dari sisa tanaman (kulit palang, potongan batang atau ranting, bau,

kerikil, tanah atau biji-bijian), (2) biji kedelai tidak luka atau bebas serangan hama

dan penyakit, (3) biji kedele tidak memar, dan (4) kulit biji kedele tidak keriput.

Syarat mutu biji kedelai menurut SNI 01-3922-1995 disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2.Persyaratan mutu biji kedelai menurut SNI 01-3922-1995

Jenis Uji Satuan
Persyaratan Mutu

I II III IV
Kadar air maksimum % 13 14 14 16
Kotoran maksimum % 0 1 2 3
Butir rusak % 1 2 3 5
Butir keriput % 0 1 3 5
Butir belah % 1 2 3 5
Butir warna lain % 1 3 5 10

Sumber : Badan Standarisasi Nasional Indonesia (1995)
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2.2 Tempe

Tempe adalah makanan tradisional hasil fermentasi oleh kapang Rhizopus oryzae

sp. Pertumbuhan kapang menyebabkan terjadinya pemutusan beberapa ikatan

peptida pada protein kedelai sehingga protein kedelai lebih mudah dicerna dan

nilai gizinya meningkat. Tempe merupakan campuran biji kedelai dengan massa

kapang. Hifa kapang tumbuh dengan intensif dan membentuk jalinan yang

mengikat biji kedelai yang satu dengan biji yang lain sehingga menjadi masa yang

kompak dan kuat. Menurut Standar Nasional 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 mempunyai ciri-ciri warna putih, tekstur kompak dan flavor spesifik.

Warna putih disebabkan adanya miselia jamur yang tumbuh pada permukaan biji

kedelai dan tekstur kompak juga disebabkan oleh miselia miselia jamur yang

menghubungkan antara biji-biji kedelai tersebut. Terjadinya degradasi komponen-

komponen dalam kedelai dapat menyebabkan terbentuknya flavor spesifik setelah

fermentasi. Kapang yang tumbuh pada kedelai selama fermentasi akan

mendegradasi senyawa-senyawa kompleks pada kedelai menjadi senyawa-

senyawa yang lebih sederhana sehingga lebih mudah dicerna oleh manusia

(Syarief et al., 1999). Penampakkan tempe kedelai disajikan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Tempe kedelai
Sumber : Dokumen pribadi

Tempe memiliki manfaat baik dari segi nutrisi maupun manfaat kesehatan.

Sebagai sumber nutrisi, tempe berperan sebagai sumber protein dan mineral besi.

Sebagai obat dan penunjang kesehatan, tempe berperan sebagai anti diare

(misalnya dalam pembuatan super oralit dari 40-50 g tempe) dan anti bakteri.

Senyawa antibakteri pada tempe yakni glikoprotein (Bintari et al., 2008), yang

juga merupakan senyawa antimikroba yang terdapat pada tempe (Saraswaty et

al.,2002). Senyawa anti bakteri pada tempe dapat menghambat sembilan jenis

bakteri gram postitif dan satu jenis bakteri gram negatif, yaitu: Streptococcus

lactis, S. cremoris, Leuconostoc dextranicum, L. mesenteroides, Staphylococcus

aureus, Bacillus subtillis, Clostridium botulinum, C. sporogenes, C. butyricum,

dan Klebsiella pneumoniae (Syarief et al., 1999).

Menurut Cahyadi (2006), komponen- komponen pada tempe yang berfungsi

sebagai obat yaitu genestein, daidzein, fitosterol, asam fitat, asam fenolat, lesitin,

dan inhibitor protease.  Antioksidan yang terdapat dalam tempe berbentuk

isoflavon yang sangat dibutuhkan oleh tubuh untuk menangkal radikal bebas.

Selain itu, kapang pada tempe dapat menghasilkan enzim fitase yang dapat

menguraikan asam fitat (mengikat beberapa mineral menjadi fosfor dan inositol).
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Mineral-mineral tertentu seperti besi, zink, kalsium, dan magnesium akan lebih

mudah dicerna tubuh akibat telah terurainya asam fitat ( Widianarko, 2002).

2.2.1. Komposisi Kimia Tempe

Tempe mengandung vitamin B12 yang biasanya terdapat dalam daging dan juga

merupakan sumber protein nabati selain sebagai sumber kalori, vitamin dan

mineral (Suprapti, 2003). Senyawa yang  mempunyai aktivitas antioksidan antara

lain asam lemak tidak jenuh seperti asam oleat, asam linoleat dan asam linolenat.

Di dalam tempe terdapat vitamin larut lemak seperti vitamin E dan β-karoten

(provitamin A) yang telah diketahui mempunyai aktivitas antioksidan. Di dalam

tempe juga terdapat isoflavon seperti genestein, daidzein, glycitein dan Faktor-2,

isoflavon merupakan komponen fenolik yang mempunyai sifat antioksidan.

Jumlah asam lemak tidak jenuh, vitamin dan isoflavon pada tempe ini tentu akan

berkaitan dengan aktivitas antioksidan dari tempe tersebut. Fermentasi kedelai

menjadi tempe dapat meningkatkan isoflavon bebas (aglikon) dari perubahan

isoflavon glikosida karena aktivitas enzim β-Glukosidase (Pawiroharsono, 1997).

Komposisi kimia tempe disajikan pada Tabel 3a dan perbandingan komposisi

kimia kedelai dan tempe disajikan pada Tabel 3b.

Tabel 3 a. Komposisi kimia tempe

Komposisi Jumlah
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)
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Tabel 3.b. Komposisi kimia kedelai dan tempe per 100 g bahan

Komposisi Kedelai Tempe Kedelai
Protein (g) 30,2 18,3
Lemak (g) 15,6 4,0
Karbohidrat (g) 30,1 12,7
Air (g) 20,0 64,0
Abu (g) 5,5 1,6
Energi (kal) 331 149
Kalsium (mg) 227 129
Fosfor (mg) 585 154
Zat besi (mg) 8 10

Sumber : Direktorat Gizi Departemen Kesehatan RI  (2004).

Menurut Hermana dan Karmini (1996), tempe memiliki enzim-enzim pencernaan,

seperti enzim protease, enzim lipase, dan enzim amilase yang dihasilkan oleh

kapang selama proses fermentasi. Enzim lipase yang dihasilkan akan

menguraikan lemak menjadi lipid dan asam lemak, sedangkan karbohidrat akan di

urai menjadi gula sederhana menggunakan enzim amilase. 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 bebas (Astawan, 2006).

2.2.2. Syarat Mutu Tempe

Syarat mutu tempe yang digunakan merupakan syarat mutu yang berlaku secara

umum di Indonesia berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI 01-3144-2009),

seperti tercantum padat Tabel 4.
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Tabel 4. Syarat Mutu Tempe menurut SNI 01-3144-2009
No. Kriteria Uji Satuan Persyaratan
1 Keadaan
1.1 Bau - Normal, khas
1.2 Warna - Normal
1.3 Rasa Normal
2 Kadar air (b/b) % Maks, 65
3 Kadar abu (b/b) % Maks, 1.5
4 kadar lemak (b/b) % Min, 10
5 Kadar protein (Nx6,25) (b/b) % Min, 16
6 Kadar serat kasar (b/b) % Maks, 2.5
7 Cemaran logam
7.1 Kadmium (Cd) Mg/kg Maks, 0.2
7.2 Timbal (Pb)s Mg/kg Maks, 0.25
7.3 Timah (Sn) Mg/kg Maks, 40
7.4 Merkuri (Hg) Mg/kg Maks, 0.03
8 Cemaran arsen (As) Mg/kg Maks, 0.25
9 Cemaran mikroba
9.1 Bakteri coliform APM/g Maks, 10
9.2 Salmonella sp. - Negatif/25 g
Sumber : Badan Standarisasi Nasional Indonesia (2009)

Berdasarkan tabel di atas dapat di lihat bahwa persyaratan untuk bau, warna, dan

rasa adalah normal. Besarnya kadar air, abu dan protein secara berturut-turut

yaitu maksimal 65% (b/b), maksimal 1,5% (b/b), dan minimal 16% (b/b),

sedangkan untuk cemaran mikroba E.coli maksimal 10.

2.3. Inokulum Tempe

Inokulum tempe merupakan kumpulan spora kapang yang memegang peranan

penting dalam pembuatan tempe karena mempengaruhi kualitas tempe yang

dihasilkan. Inokulum tempe disebut juga juga sebagai starter tempe dan banyak

pula yang menyebutnya ragi tempe. Inokulum tempe merupakan inokulum spora

kapang dan memegang peranan penting dalam pengolahan tempe karena

dapatmempengaruhi mutu tempe yang dihasilkan. Jenis kapang yang memegang

peranan utama dalam pembuatan tempe adalah Rhizopus oryzae danRhizopus
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oligosporus. Kapang-kapang lain yang terdapat pada tempe adalah R. stolonifer

dan R. arrhizus (Rachman ,1989 dalam Iskandar, 2002).

Menurut Kasmidjo (1990), inokulum tempe merupakan kumpulan spora kapang

dan jamur yang digunakan untuk bahan pembibitan dalam pembuatan tempe.

Inokulum tempe yang telah dikenal masyarakat saat ini adalah usar (biasanya

menempel di daun waru) dan inokulum bubuk buatan LIPI. Usar banyak

mengandung bakteri kontaminan karena pada pembuatannya kurang

memperhatikan kondisi yang aseptis dan jenis kapang pada usar juga bervariasi

seperti Rhizopus sp dan mikroorganisme lain. Inokulum bubuk yang telah ada

sebelumnya dibuat dari kapang R.oligosporus yang dibiakkan pada media beras

yang telah masak, kemudian dikeringkan lalu digiling.

Syarat starter (inokulum) yang baik untuk digunakan dalam pembuatan tempe

(Hidayat, et al., 2006) adalah :

1. Mampu memproduksi spora dalam jumlah banyak.

2. Mampu bertahan beberapa bulan tanpa mengalami perubahan genetis dan

kemampuan tumbuhnya.

3. Memiliki presentase pertumbuhan spora yang tinggi setelah diinokulasikan.

4. Mengandung biakan jamur tempe murni, jika digunakan dalam campuran

harus memiliki proporsi yang tepat.

5. Bebas dari mikroba kontaminan dan jika memungkinkan strain yang dipakai

memiliki kemampuan untuk melindungi diri dari dominasi mikroba

kontaminan.

6. Mampu menghasilkan produk yang stabil berulang-ulang.
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7. Pertumbuhan miselia setelah inokulasi harus kuat, lebat, berwarna putih

bersih, memiliki aroma spesifik tempe yang enak dan tidak mengalami

sporulasi terlalu dini.

2.4. Rhizopus oligosporus

Menurut Pawiroharsono (1996), mikroorganisme yang berperan penting dalam

proses pembuatan tempe berasal dari jamur genera Rhizopus sp. Mikroorganisme

ini memiliki koloni heterothalik, tumbuh cepat ditandai dengan bangunan khas

seperti stolon (hifa penghubung diantara kelompok sporangiophora), rhizoid

(bangunan mirip akar yang tumbuh ke dalam substrat), dan sporangifora

(bangunan khusus yang pada ujungnya terdapat sporangium) yang tumbuh ke atas

dengan posisi berlawanan dengan rhizoid. Jumlah spora yang terbentuk sangat

banyak dengan ukuran relatif besar, berbentuk oval bersudut, tidak

beraturan dan sering berkerat-kerat (striated). Morfologi Rhizopus

oligosporus dapat dilihat pada Gambar 3.

Kedudukan taksonomi kapang Rhizopus oligosporus menurut Lendecker dan

Moore (1996) adalah sebagai berikut :

Kingdom : Fungi

Divisio : Zygomycota

Kelas : Zygomycetes

Ordo : Mucorales

Famili : Mucoraceae

Genus : Rhizopus

Spesies : Rhizopus oligosporus
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Gambar 3. Morfologi Rhizopus oligosporus
Sumber : Dokumen pribadi

R. oligosporus merupakan kapang yang banyak digunakan dalam pembuatan

tempe, banyak terdapat di alam karena hidupnya bersifat saprofit. Kapang ini

dikenal sebagai kapang yang mampu memproduksi enzim lipase untuk merombak

lemak media. Kapang ini juga mampu memproduksi asam lemak omega-3 rantai

panjang, khususnya linoleat, selain itu R. oligosporus juga mampu menghasilkan

asam linoleat pada proses fermentasi cair ampas kelapa sawit (Fardiaz, 1992).

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. Menurut Sarwono (2004), Rhizopus oligosporus berkembang dengan

baik pada temperatur 30-350C dengan waktu berkembang 48 jam dan memiliki

ciri-ciri hifa seperti benang berwarna putih sampai kelabu hitam serta tidak

bersekat, memiliki rhizoid dan sporangiospora.
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Spora kapang sebagai unit reproduksi sangat membantu kapang dalam siklus

hidupnya dan mampu bertahan hidup dalam keadaan yang tidak menguntungkan.

Tahapan yang melibatkan spora yaitu spora dibentuk pada miselium atau

sporokarp dan pelepasannya dari induk spora. Spora melakukan penyebaran yang

merupakan masa dormansi. Spora kapang menemukan kondisi yang sesuai,

kemudian melakukan germinasi untuk menjadi thalus baru (Moore -Landecker,

1996).

2.5 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae merupakan cendawan yang tergolong ke dalam

kelompok khamir sejati dan tergolong mikroba eukariotik. Saccharomyces

cerevisiae berasal dari kata Saccharo (gula) dan Myces (fungi) yang artinya

cendawan gula (Dube, 1996). Menurut Sanger (2004) dalam Ahmad (2005),

Saccharomyces cerevisiae dikelompokkan ke dalam super kingdom Eukaryota,

filum Fungi, subfilum Ascomycota, kelas Saccharomycetes, ordo

Saccharomycetales, famili Saccharomycetaceae, genus Saccharomyces, dan

spesies Saccharomyces cerevisiae.

Menurut Ahmad (2008), Saccharomyces cerevisiae berkembang biak secara

aseksual dan seksual dengan cepat. Khamir ini akan membelah diri dan

menghasilkan tunas yang berkecambah multipolar pada saat perkembang

biakannya. Tunas dapat terbentuk pada seluruh permukaan dinding sel. Diameter

spora berukuran 5-10μ. Reproduksi secara seksual membentuk askospora di

dalam askus. Umumnya di dalam satu askus terdapat 4 buah askospora dengan

berbagai bentuk.
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Elliot (1994) dan Dube (1996) dalam Ahmad (2008) menjelaskan bentuk

mikroskopik Saccharomyces cerevisiae berupa blastospora yang berbentuk bulat

lonjong, silindris, oval, atau bulat telur pendek dan panjangnya dipengaruhi oleh

strain. Lodder (1970) dan Barnett et al. (2000) dalam Ahmad (2005),

menjelaskan bentuk makroskopik Saccharomyces cerevisiae mempunyai koloni

berbentuk bulat, warna putih krim abu-abu hingga kecokelatan, permukaan koloni

berkilau sampai kusam, licin, dengan tekstur lunak. Saccharomyces cerevisiae

umumnya memiliki bentuk elipsoidal dengan diameter yang besar antara 5-10 µm

dan diameter yang kecil antara 1-3 µm sampai 1- 7 µm. Memiliki warna putih

kekuningan yang dapat dilihat diatas permukaan tumbuh koloni merupakan salah

satu ciri khamir ini. Organisme ini biasa tumbuh dalam lingkungan hangat,

lembab, mengandung gula, dan aerobik. Suhu optimum pertumbuhannya adalah

30°C, suhu maksimumnya 35- 37°C dan suhu minimummya 9- 11°C (Walker ,

998). Morfologi khamir Saccharomyces cerevisiae disajikan pada Gambar 4.

Gambar 4. Morfologi Saccharomyces cerevisiae
Sumber : Dokumen pribadi

Saccharomyces cerevisiae merupakan salah satu jenis khamir galur potensial

penghasil β-glukan , karena sebagian besar dinding selnya tersusun atas β-glukan
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(Lee et al., 2001). Menurut Ruis Herera (1992), dinding sel dari S.cereviciae

terdiri dari 2 layer yang dibangun oleh 4 molekul utama, yaitu manoprotein, β

(1,6) glukan, β (1,3) glukan dan kitin. Semua komponen ini tersambung oleh

ikatan - ikatan kovalen. Manoprotein yang berada di dinding sel berjumlah 35-

40% dari bobot kering sel. Lebih dari setengah penyusun dinding sel adalah β

(1,3) glukan, dan sisanya berupa kitin serta β (1,6) glukan. Senyawa beta glucan

didalam dinding sel S.cereviciae berperan sebagai kerangka penyangga dari

dinding sel dan berfungsi memperkuat struktur dari selnya serta sebagai zat

cadangan makanan.

Saccharomyces cerevisiae telah lama dimanfaatkan dalam pembuatan berbagai

produk makanan dan sudah banyak digunakan sebagai probiotik (Agawane dan

Lonkar, 2004). Saccharomyces cerevisae merupakan organisme penghasil

amilase yang cukup berpotensi, selain bakteri dan kapang (De Mot, 1990).

Aktivitas enzim amilase terutama isoamilase dapat menghidrolisa ikatan α-1,6

pada amilopektin (Van der Maarel et al., 2002). Saccharomyces cerevisiae

diduga memiliki efek antioksidan dalam menurunkan kadar kolesterol darah

(Sitompul, 2003). Menurut Yiannikouris et al. (2006), β –D-glucans pada dinding

sel S. cerevisiae dapat mengikat aflatoksin yang diproduksi oleh

Aspergillusflavus.

Kecepatan pertumbuhan sel Saccharomyces cerevisae dalam fase adaptasi (fase

lag) yaitu pada jam ke 0 sampai 24 jam, dimana sel beradaptasi dengan kondisi

lingkungannya.  Pada fase ini mikroba merombak substrat menjad nutrisi untuk

pertumbuhannya.  Pada jam berikutnya yaitu memasuki jam ke 24 jam sampai 48
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jam adanya percepatan pertambahan sel mikroba yang menandakan bahwa telah

memasuki fase pertumbuhan eksponensial (fase log).  Pada fase ini S.cerevisae

bereproduksi dengan membentuk tunas. Setelah jam ke 48, sel khamir memasuki

fase kematian karena metabolit primer yang dihasilkan bersifat racun bagi khamir

(Kavanagh, 2005).  Pertumbuhan Saccharomyces cerevisae tersebut disajikan

pada Gambar 5.

(a) (b)
Gambar 5.  a). Grafik pertumbuhan koloni S.cerevisiae terhadapwaktu fermentasi

Sumber : Wahoyo et al. (2011)
b). Kurva pertumbuhan mikroba

Sumber : Fardias (1998)

2.6 Laju Pertumbuhan Mikroba

Menurut Fardiaz (1992), laju pertumbuhan adalah perubahan pada jumlah sel atau

massa per unit waktu. Selama siklus pembelahan sel, semua struktur komponen

sel membelah (double). Interval pembentukan 2 sel dari 1 sel disebut generasi,

dan waktu yang dibutuhkan untuk pembelahan sel disebut waktu generasi. Waktu

generasi kadang-kadang juga disebut waktu penggandaan (doubling time).

Selama “single generation”jumlah sel dan massa sel menggandakan diri.
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Sebagian besar bakteri mempunyai waktu generasi 1-3 jam tetap. Sebagian kecil

organisme tumbuh sangat cepat 10 menit dan yang lainnya mempunyai waktu

generasi beberapa jam atau beberapa hari. Pertumbuhan dapat didefinisikan

sebagai pertambahan secara teratur semua komponen di dalam sel hidup. Pada

organisme multiseluler, yang disebut pertumbuhan adalah peningkatan jumlah sel

per organisme, dimana ukuran sel juga menjadi lebih besar. Pada organisme

uniseluler ( bersel tunggal ), pertumbuhan merupakan pertambahan jumlah sel.

2.6.1 Faktor yang mempengaruhi laju pertumbuhan mikroba

Menurut Fardiaz  (1992 ), sifat – sifat fisik, kimia, dan struktur makanan yang

mempengaruhi populasi dan pertumbuhan mikroorganisme adalah faktor intrinsik.

Faktor – faktor tersebut adalah pH, air, potensi oksidasi – reduksi, kandungan

nutrisi senyawa mikroba dan struktur biologi.

1. Nilai pH (Derajat keasaman)

Kebanyakan mikroba tumbuh baik pada pH sekitar netral dan pH 4,6 – 7,0

merupakan kondisi optimum untuk pertumbuhan bakteri, sedangkan kapang dan

khamir tumbuh pada pH yang lebih rendah. Kegunaan pH adalah untuk

menunjukan keasaman dan kebasaan suatu larutan. Derajat keasaman (pH) yang

dapat menyebabkan aktivitas enzim optimum disebut pH optimum. Tiap enzim

memiliki pH tertentu yang dapat menyebabkan enzim tersebut bekerja secara

optimum (Volk and Wheeler, 1988). Kisaran pH optimum untuk aktivitas enzim

yang dihasilkan oleh mikroorganisme adalah berkisar antara 5-7, tetapi masih

dapat hidup pada pH 3-8,5 (Fardiaz, 1992).
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2. Nutrient

Komposisi bahan makanan dapat menentukan jenis mikroorganisme yang

dominan didalamnya, karena hal ini akan menentukan jenis zat gizi yang penting

tersedia untuk perkembangan mikroorganisme. Ketiadaan atau kekurangan

sumber-sumber nutrisi ini dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroba hingga

pada akhirnya dapat menyebabkan kematian. Kondisi tidak bersih dan higinis

pada lingkungan adalah kondisi yang menyediakan sumber nutrisi bagi

pertumbuhan mikroba sehingga mikroba dapat tumbuh berkembang di lingkungan

seperti ini.

3. Suhu

Pertumbuhan mikrobia memerlukan kisaran suhu tertentu. Kisaran suhu

pertumbuhan dibagi menjadi suhu minimum, suhu optimum, dan suhu maksimum.

Suhu minimum adalah suhu terendah tetapi mikrobia masih dapat hidup. Suhu

optimum adalah suhu paling baik untuk pertumbuhan mikrobia. Suhu maksimum

adalah suhu tertinggi untuk kehidupan mikrobia.

1. Psikrofil, yaitu mikroba yang mempunyai kisaran suhu pertumbuhan pada

suhu 0-20o C.

2. Mesofil, yaitu mikroba yang mempunyai kisaran suhu pertumbuhan 20- 45o C.

3. Termofil, yaitu mikroba yang suhu pertumbuhannya diatas 45 o C. Suhu

berbagai jenis mikroba disajikan pada Gambar 6.
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Gambar 6. Suhu pertumbuhan berbagai jenis mikroba
Sumber : Adams (2000)

4. Aktivitas Air (aw= water activity)

Nilai aktivitas air untuk beberapa bahan makanan dan jenis mikrooganisme

khusus yang terdapat didalamnya kan berbeda untuk setiap jenis bahan makanan.

Bahan makanan dengan kadar air tinggi ( nilai aw: 0,95 – 0,99) umumnya dapat

ditumbuhi oleh semua jenis mikroorganisme dan biasanya kerusakan akan lebih

banyak karena bakteri dapat tumbuh lebih cepat dibandingkan dengan kapang dan

khamir.

2.6.2 Kurva Pertumbuhan Mikroba

Kurva pertumbuhan merupakan bagian yang penting dari suatu penelitian karena

dapat menggambarkan karakteristik kolonisasi bakteri. Selain itu, perhitungan

waktu generasi juga diperlukan untuk mengetahui prediksi populasi setiap

mikroorganisme dalam jangka waktu yang sama dengan keaktifannya dalam

proses metabolisme (Fardiaz, 1992). Kurva  pertumbuhan mikroba disajikan pada

Gambar 7.
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Gambar 7. Kurva pertumbuhan mikroba
Sumber : Wuryanti (2008)

Pertumbuhan mikroba dalam suatu kultur melewati beberapa fase. Fase-fase

pertumbuhan mikroba menurut Fardiaz ( 1992 ), yaitu sebagai berikut:

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. Bila media dan lingkungan

pertumbuhan sama dengan media sebelumnya, mungkin tidak diperlukan waktu

adaptasi. Waktu penyesuaian ini umumnya berlangsung selama 2 jam.

2. Fase Pertumbuhan Awal (stasioner)
l
Mikroba mulai membelah diri dengan kecepatan yang rendah karena baru

menyesuaikan diri.

3. Fase Pertumbuhan Logaritmik

Mikroba membelah dengan cepat dan konstan mengikuti kurva logaritmik.

Kecepatan pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh pH, kandungan nutrien, suhu
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dan kelembaban udara. Pada fase ini kultur paling sensitif terhadap keadaan

lingkungan.

Laju pertumbuhan dt/dX = µ meningkat mencapai nilai maksimumnya.

µ = Laju pertumbuhan mikroba (sel/detik)

X = jumlah mikroba hidup

4. 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 lebih banyak daripada yang mati.

5. Fase Tetap ( Stationary Phase )

Pertumbuhan populasi mikroorganisme dibatasi oleh habisnya bahan gizi yang

tersedia atau penimbunan zat racun sebagai hasil akhir metabolisme. Sehingga

kecepatan pertumbuhan menurun, mulai ada yang mati. Pembelahan 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 lebih kecil

karena sel tetap membelah meskipun zat-zat nutrisi sudah habis. Karena

kekurangan nutrisi, sel mempunyai komposisi berbeda dengan sel yang tumbuh

pada fase logaritmik.

6. Fase Menuju Kematian atau Fase Kematian ( Death Phase )

Sel – sel yang berada dalam fase tetap akhirnya akan mati bila tidak dipindahkan

ke media segar lainnya. Dalam bentuk logaritmik fase menurun atau kematian

merupakan penurunan secara garis lurus yang digambarkan oleh jumlah sel – sel

hidup terhadap waktu, jumlah bakteri hidup berkurang dan menurun. Dan
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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 (Suhartono, 1989).

2.7. β-glukan

β-glukan merupakan homopolimer glukosa yang diikat melalui ikatan β-(1,3) dan

β-(1,6)-glukosida (Ha et al., 2002) dan banyak ditemukan pada dinding sel

beberapa bakteri, tumbuhan, dan khamir (Hunter et al., 2002). β-glukan terbukti

secara ilmiah sebagai biological defense modifier (BDM) dan termasuk kategori

generally recognized as safe (GRAS) menurut FDA, serta tidak memiliki

toksisitas atau efek samping (Ber, 1997 dalam Nurfajarwati, 2006). β-glukan

memiliki berbagai aktivitas biologis sebagai antitumor, antioksidan,

antikolesterol, anti penuaan dini, dan peningkat sistem imun (Kulickle et al.,

1996; Lee et al., 2001; Miura et al., 2003 dalam Kusmiati 2006). Selain itu,

senyawa ini dapat juga dimanfaatkan sebagai zat aditif dalam industri makanan

(Cheeseman dan Malcon, 2000 dalam Nurfajarwati, 2006). β-glukan memiliki

berbagai sifat fungsional yang dapat digunakan dalam industri makanan untuk

persiapan sup, saus, minuman, dan produk makanan lainnya di mana β-glukan

bertindak sebagai zat penstabil, penebalan, dan pengemulsi (Dawkins dan

Nnanna, 1995; Burkus dan Temelli, 2000; Sánchez-Madrigal et al., 2015 dalam

Pengkumsri et al., 2016).

β-glukan berfungsi untuk meningkatkan sistem kekebalan tubuh dan menurunkan

kolestreol. β-glukan juga memiliki efek antitumor dan berpotensi sebagai
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antioksidan yang melindungi makrofag darah dari serangan radikal bebas, serta

mampu menyembuhkan luka. β-glukan memiliki beberapa sifat yang

menguntungkan bagi tubuh, dimana β-glukan merupakan bahan alami, tidak

beracun, tidak memiliki efek samping yang dapat merugikan, membantu

memperbaiki jaringan dan regenerasi, mengaktivasi dan memperkuat imun, serta

dapat meningkatkan keaktifan obat antibioktik dan antiviral (Yenti, 2005). β-

glukan juga dikenal karena beberapa efek yang menguntungkan pada berbagai

penyakit dan gangguan seperti kanker kolorektal (Dongowski et al., 2002 dalam

Pengkumsri et al., 2016), pencegahan penyakit jantung koroner (Wang et al.,

2002), kadar glukosa darah dan resistensi insulin (Hallfrisch et al., 2003;

Hlebowicz et al., 2008), kadar kolesterol serum, dan mikroflora usus (Tungland,

2003). Menurut Volman et al.(2008) dalam Pengkumsri et al. (2016), β-glukan

merupakan senyawa imunomodulator yang kuat.

β -glukan memiliki tiga bentuk konformasi yaitu untai ganda tiga, untai tunggal,

dan gulungan acak (Ha et al. 2002). Struktur primer β -glukan dapat dilihat pada

Gambar 8. Menurut Cheeseman dan Brown (1995), dalam keadan alami β-glukan

berbentuk butiran kristal yang kurang baik seperti pati, bersifat tidak larut dalam

air, tetapi mudah dilarutkan dalam larutan alkali, dan dapat membentuk gel jika

dipanaskan pada suhu diatas 54°C. Gel yang terbentuk bersifat tidak memiliki

rasa, warna, dan bau serta tidak memiliki nilai kalori (Jezequel, 1998 dalam

Nurfajarwati, 2006).
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Gambar 8. Struktur primer makromolekul β-glukan
Sumber : Cheeseman dan Brown (1995)

β-glukan dapat diisolasi dari dinding sel ragi roti dan bir S. cerevisiae (Many et

al., 2014). Untuk ekstraksi dan pemurnian ragi β-glukan, sejumlah besar metode

dan teknologi yang berbeda telah diusulkan dan banyak dari mereka telah

dipatenkan (Kwiatkowski et al., 2012). Metode ekstraksi β-glukan pertama

didasarkan pada metode hidrolisis asam alkali dan kemudian pada oksidasi sel

oleh natrium hipoklorida. Dalam beberapa tahun terakhir, metode isolasi

bioteknologi dengan enzim dan atau sonikasi telah dikembangkan (Varelas et al.,

2015; Banyak et al., 2014; Tam et al., 2013 dalam Varelas et al., 2016).

Langkah-langkah penting dalam proses ekstraksi β-glukan adalah lisis sel ragi dan

selanjutnya pemurnian dinding sel yang harus mengarah ke bagian yang kurang

terdegradasi dari rantai glukosa, distribusi massa β-glukan dalam supernatan dan

dapat mengurangi hasil β-glukan yang didapat (Varelas et al., 2015).
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2.7.1 Ekstraksi β-glukan

Menurut Kwiatkowski et a.l (2012), langkah-langkah yang digunakan dalam

proses pemecahan struktur polisakarida (β-glukan) adalah sebagai berikut:

1. Purifikasi (Pemurnian)

Polisakarida padat, kasar, dan tidak homogen, harus dilarutkan dengan pelarut

(air) yang tepat atau, untuk polisakarida yang tidak larut, harus menggunakan

bahan kimia atau degradasi enzimatik (dengan kerusakan minimal pada struktur

asli) untuk mengurangi ukuran polimer yang kemudian memungkinkan sampel

menjadi larut. Contoh pembuatan solubilisasi penggunaan berbagai teknik

kromatografi (yaitu, kromatografi pertukaran ion, ukuran kromatografi eksklusi,

kromatografi afinitas, kromatografi sorben-cair) untuk fraksinasi sampel dan

pemurnian.

2. Analisis komposisi

Hidrolisis asam lengkap digunakan untuk memotong semua ikatan glikosidik di

polisakarida dan melepaskan D-glukosa sebagai produk tunggal (glukan), yang

kemudian dapat diidentifikasi dan dibandingkan dengan standar D-glukosa.

3. Analisis hubungan metilasi

Semua gugus polisakarida hidroksil (OH) dimetilasi menggunakan methylation

reagent (dimsyl sodium diikuti oleh methyl iodide). Diperoleh turunan O-

methylated dengan cara ini, kemudian mengalami hidrolisis asam dari semua

ikatan glikosidik. Turunan O-methylated dari D-glukosa: 2, 3, 4, 6-O-

tetramethyl-Dglucose; 2, 3, 4-O-trimetil-D-glukosa; 2, 4-O-dimethyl-D-glukosa

diidentifikasi dan diukur menggunakan HPLC / MS dan standar yang sesuai.
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4. Spektroskopi

1H dan 13C NMR dan M S digunakan untuk menetapkan urutan cincin

glukopiranosa, posisi titik percabangan, jumlah ujung yang tidak mereduksi dan

sifat dari ikatan glikosidik (α atau β). Jika polisakarida mengandung urutan

berulang, rasio mereka bisa juga didirikan.

5. Tindakan enzimatik

Glikosidase dan lektin yang diketahui diterapkan untuk mengkonfirmasi struktur

oligosakarida glukosa, dan asal komponen polisakarida yang lengkap sehingga

dapat disimpulkan.

2.7.2 Komponen Dinding Sel Saccharomyces cerevisiae sebagai Penghasil β-

glukan

Dinding sel Saccharomyces cerevisiae mengandung tiga konstituen utama: glukan

(glukosa polisakarida), mannan (mannose polysaccharide) dan fraksi protein. Ada

tiga jenis polisakarida glukosa yang terkenal di ragi: poli- (1 → 3) (1 → 6) -β- D-

glukopiranosa - nama komersial: ragi β-D-glukan, ragi glukan; poly- (1 → 4) -α-

Dglucopyranose (nama komersial ragi glukogen) dan poli- (1 → 6) (1 → 3) (1 →

4) -α-Dglucopyranose. Dalam S.cerevisiae , α- dan β-glukan serta α-mannan

adalah polisakarida utama pada dinding sel S.cerevisiae, dan persentase kitin

berkisar 1-2 % yang tersusun pada dinding sel S.cerevisiae. Persentase komponen

tersebut tidak menentu tergantung regangan S.cerevisiae, tahap pertumbuhan

S.cerevisiae, dan kondisi pertumbuhan termasuk ketersediaan oksigen, nutrisi

suhu, dan pH medium (Stewart & Russell, 1998 dalam Varelas, 2016).

Komponen dinding sel S.cerevisiae disajikan pada Tabel 5.
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Tabel 5. Komponen dinding sel S.cerevisiae

Komponen Berat massa dinding sel % (db)

1→3)-β-D-glucan 50-55 50-55

(1→6)-β-D-glucan 5-10 5-10

(1→4)-α-(1→3)-β-D-glucan 3-7* 3-7

Mannoprotein complex 35-40 35-40

Chitin 2 2

Sumber : Kwiatkowski (2012)

(1 → 3) -β-D-glucan dan (1 → 6) -β-D-glucan membentuk struktur tunggal

dengan (1 → 3) -β-D-glukan membentuk rantai tulang belakang dengan cabang (1

→ 6) -β-D-glukan yang melekat dan percabangan glukopiranosa bercincin pada

C-6 (Lessage et al., 2006). 1 → 3 -β-D-glukan rantai berbentuk triple helix

struktur tridimensional dengan sifat mekanik dan bertanggung jawab atas

kekuatan dinding sel S.cerevisiae (Klis et al., 2002) dan berkemampuan untuk

menyerap racun (Yiannikouris et al., 2004). 1 → 6 -β-D-glucan adalah

penghubung antara (1 → 3) -β-D-glukan, chitin dan mannoprotein (Kaptein et al.,

1999; Kollar et al., 1997 dalam Pengkumsri, 2017) yang berperan menstabilkan

keseluruhan struktur dan merupakan faktor utama insolubilitas dinding sel

S.cerevisiae. Mannoprotein sebagian besar terletak di permukaan luar dinding sel.

Beberapa enzim dinding sel semacam itu sebagai glukanase, mannanase,

invertase, alkalin fosfatase dan lipase adalah mannoprotein yang menghidrolisis

nutrisi dan berpartisipasi dalam rekonstruksi sel polisakarida selama pertumbuhan

sel dan tunas. Dinding sel mannans terhubung dengan dinding sel glukan melalui

ikatan kovalen, tetapi  dapat dilepaskan di bawah tindakan medium basa di mana

mereka sangat larut. Proses memisahkan dinding sel S.cerevisiae (yang tinggal
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sebagai fraksi tidak larut) dari manan ragi digunakan pada skala industri

(Kwiatkowski et al., 2012).

2.7.3 Bioaktivitas β-glukan

β-glukan memiliki fungsi bioaktivitas terhadap penyakit yaitu sebagai antkanker.

Mekanisme kerja β-glukan dilakukan dengan cara mengaktivasi neutrofil dan

makrofag yang berperan dalam proses membunuh sel kanker (Liou et al., 2009).

Selain itu β-glukan berfungsi untuk memperkuat kekebalan diri terhadap berbagai

penyakit (Hofer and Pospisil, 2011 dalam Kwiatkowski et al., 2012).

Penghambatan sel kanker oleh β-glukan secara tidak langsung dilakukan, β-

glukan yang menempel pada makrofag menstimulasi makrofag membentuk

sitotoksik T limposit yang menghasilkan komonen kimia antikanker lain yang

dapat menghancurkan sel kanker (Noor, 2010).  Selan itu, kegiatan terapeutik β-

glukan yang mampu mengobati: infeksi pasca-bedah pneumonia rumah sakit,

gagal ginjal akut (Klis et al., 2011), ulkus tekanan (luka tidur), luka penyembuhan

operasi dan sebagai akibat dari cedera, dan luka bakar yang disebabkan oleh

panas, UV atau Radiasi sinar X (Kwiatkowski et al., 2012).



III. METODELOGI PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian,

Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, dan Laboratorium Terpadu

dan Sentra Inovasi Teknologi, Universitas Lampung.  Penelitian ini dilaksanakan

pada bulan Desember 2017 sampai dengan Maret 2018.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penilitian ini meliputi kultur murni Rhizopus

oligosporus FNCC 6010 dan Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 yang

diperoleh dari Pusat Antar Universitas Pangan dan Gizi, UGM Yogyakarta,

kacang.kedelai jenis impor dengan merek dagang Soybean USA no. 1 yang

diperoleh dari Gunung Sulah di Bandar Lampung, Ragi tempe merk Raprima,

Potato Dextrose Agar (PDA), Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA) Malt

Extract Agar (MEA), De Man, Rogosa and Sharpe Broth (MRSB) Buffered

Peptone Water, buffered 4 dan 7, aquadest, chloramphenicol, NaOH 0,7 N, buffer

fosfat pH 4 dan pH 7, Pb(C2H3O2)2, H2SO4, C6H5OH, CH3COOH, Na2C2O4,

garam fisiologis 0,85%, alkohol 70%, 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 Penelitian

Penelitian ini disusun dalam Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL)

faktorial dengan tiga kali ulangan.  Faktor pertama adalah jenis inokulum dengan

4 taraf ragi tempe komersial (kontrol positif) (J1), Saccharomyces cerevisiae

(kontrol negatif) (J2), Rhizopus oligosporus (J3), Rhizopus oligosporus+

Saccharomyces cerevisiae (J4). Faktor kedua adalah lama fermentasi dengan 6

taraf yaitu 0 jam (T1), 8 jam (T2), 16 jam (T3), 24 jam (T4), 32 jam (T5), dan 40

jam (T6). Kombinasi perlakuan.jenis inokulum dan lama fermentasi disajikan

pada Tabel 6.

Tabel 6. Kombinasi perlakuan.jenis inokulum dan lama fermentasi

T
T1 T2 T3 T4 T5 T6

J
J1 J1T1 J1T2 J1T3 J1T4 J1T5 J1T6
J2 J2T1 J2T2 J2T3 J2T4 J2T5 J2T6
J3 J3T1 J3T2 J3T3 J3T4 J3T5 J3T6
J4 J4T1 J4T2 J4T3 J4T4 J4T5 J4T6

Keterangan :

J1t1 : Kedelai+Ragi tempe komersial dengan lama fermentasi 0 jam
J1t2 : Kedelai+Ragi tempe komersial dengan lama fermentasi 8 jam
J1t3 : Kedelai+Ragi tempe komersial dengan lama fermentasi 16 jam
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J1t4 : Kedelai+Ragi tempe komersial dengan lama fermentasi 24 jam
J1t5 : Kedelai+Ragi tempe komersial dengan lama fermentasi 32 jam
J1t6 : Kedelai+Ragi tempe komersial dengan lama fermentasi 40 jam
J2T1 : Kedelai+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 0 jam
J2T2 : Kedelai+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 8 jam
J2T3 : Kedelai+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 16 jam
J2T4 : Kedelai+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 24 jam
J2T5 : Kedelai+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 32 jam
J2T6 : Kedelai+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 40 jam
J3T1 : Kedelai+ R.oligosporus dengan lama fermentasi 0 jam
J3T2 : Kedelai+ R.oligosporus dengan lama fermentasi 8 jam
J3T3 : Kedelai+ R.oligosporus dengan lama fermentasi 16 jam
J3T4 : Kedelai+ R.oligosporus dengan lama fermentasi 24 jam
J3T5 : Kedelai+ R.oligosporus dengan lama fermentasi 32 jam
J3T6 : Kedelai+ R.oligosporus dengan lama fermentasi 40 jam
J4T1 : Kedelai + R.oligosporus+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 0 jam
J4T2 : Kedelai + R.oligosporus+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 8 jam
J4T3 : Kedelai + R.oligosporus+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 16 jam
J4T4 : Kedelai + R.oligosporus+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 24 jam
J4T5 : Kedelai + R.oligosporus+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 32 jam
J4T6 : Kedelai + R.oligosporus+ S. cerevisiae dengan lama fermentasi 40 jam

Kedelai yang diinokulasi dengan inokulum sesuai perlakuan dilakukan pengujian

analisis jumlah total kapang dan khamir, nilai pH, dan kandungan β-glukan pada

lama fermentasi 0 jam, 8 jam, 16 jam, 24 jam, 32 jam, dan 40 jam.  Kehomogenan

data yang diperoleh diuji dengan uji Bartlett dan kemenambahan data diuji dengan

uji Tuckey.  Data hasil pengamatan dianalisis sidik ragam untuk mengetahui ada

tidaknya pengaruh antar perlakuan dan data dilakukan uji lanjut dengan uji

Polinomial Ortogonal – Ortogonal Contras (OP-OC) pada taraf 5%.

3.4. Pelaksanaan Penelitian

3.4.1. Persiapan pembuatan biakan Saccharomyces cerevisiae

1. Pembuatan media MEA (Malt Extract Agar)

Sebanyak 5 g media Malt Extract Agar dilarutkan ke dalam aquadest sebanyak

100 mL.  Kemudian dihomogenisasi dan dipanaskan menggunakan hotplate
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sampai media terhomogenisasi sempurna.  Selanjutnya disterilisasi pada suhu

115oC selama 10 menit.  Setelah didiamkan beberapa saat dilakukan penuangan

media ke dalam cawan sebanyak 20-25 mL, dibiarkan sampai media memadat dan

siap untuk digunakan.

2 Persiapan pembiakan Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae dari bentuk agar miring dibiakan ke dalam media Malt

Extract Agar (MEA) menggunakan jarum ose yang telah disterilisasi, selanjutnya

diinokulasi dengan metode cawan gores.  Kemudian diinkubasi selama 24-48 jam

pada suhu 28oC sehingga diperoleh Saccharomyces cerevisiae murni dalam

bentuk koloni. Koloni-koloni S. cerevisiae tersebut dipindahkan ke dalam tabung

reaksi yang berisi media De Man, Rogosa and Sharpe Broth (MRSB) sebanyak 9

mL, kemudian dihomogenisasi menggunakan vortex dan diinkubasi pada suhu

28oC selama 48 jam.  Selanjutnya S. cerevisiae disentrifugasi untuk memisahkan

antara pelet S. cerevisiae dan media cair dengan kecepatan 3000 rpm selama 10

menit.  Sentrifugasi dilakukan sebanyak dua kali, dengan menggunakan akuades

steril 25-30 mL pada proses sentrifugasi yang kedua. Kemudian didapat padatan

yang terpisah dari larutan, larutan tersebut dibuang dan ditambahkan kembali

aquadest steril sebanyak 25-30 mL. Setelah itu, dilakukan pengenceran dengan 9

mL larutan pengencer dan di vortex.  Jumlah sel S. cerevisiae dalam larutan

pengencer dihitung menggunakan haemacytometer sampai diperoleh S. cerevisiae

berjumlah 107 sel/gram. Tahapan tahapan persiapan inokulum Saccharomyces

cerevisiae dapat dilihat pada Gambar 9.
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Gambar 9. Diagram alir persiapan inokulum Saccharomyces cerevisiae

S.cerevisiae dalam
bentuk agar miring

Media MEA

Penggoresan kultur murni S.cerevisiae menggunakan jarum
ose ke seluruh permukaan media MEA

Inkubasi t 24-48 jam, T 28oC

Pemindahan S.cerevisiae ke dalam 9mL media MRSB

Inkubasi t 24-48 jam, T 28oC

Penuangan media MRSB yang berisi S.cerevisiae ke dalam
tabung sentrifuge ukuran 50 mL

Sentrifuge pada v 3000 rpm, t 10 menit

Pemisahan S.cerevisiae dari supernatan Supernatan

Suspensi Saccharomyces cerevisiae

Aquadest steril
sebanyak 25-30 mL

Larutan
pengencer 9 mL Pemindahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi larutan

pengencer

Homogenisasi menggunakan vortex

Perhitungan jumlah Saccharomyces cerevisiae sampai
diperoleh 107 sel/ml
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3.4.2. Persiapan pembuatan biakan R.oligosporus

1. Pembuatan media Potato Dextrose Agar (PDA)

Sebanyak 7,8 g media PDA ditambahkan aquadest sebanyak 100 ml.  Kemudian

dihomogenisasi dan dipanaskan menggunakan hotplate sampai media

terhomogenisasi sempurna.  Selanjutnya disterilisasi pada suhu 121oC selama 15

menit.  Setelah tu, didiamkan beberapa saat dilakukan penuangan media ke dalam

cawan sebanyak 20-25 mL, dibiarkan sampai media memadat dan siap untuk

digunakan.

2. Pembiakan Rhizopus oligosporus

R.oligosporus dari bentuk agar miring dibiakan ke dalam media Potato Dextrose

Agar (PDA) menggunakan jarum ose yang telah disterilisasi, selanjutnya

diinokulasi ke seluruh permukaan media dengan metode cawan gores.  Kemudian

diinkubasi selama 5-7 hari pada suhu 30-35oC sehingga diperoleh R.oligosporus

murni dalam bentuk koloni di dalam media. Koloni-koloni R.oligosporus tersebut

dipanen menggunakan drygalski dengan menambahkan akuades steril sebanyak 5-

10 mL. Selanjutnya, spora R. 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 R. oligosporus berjumlah 105 sel/gram. Tahapan tahapan

persiapan inokulum R.oligosporus dapat dilihat pada Gambar 10.
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Gambar 10. Diagram alir persiapan inokulum R.oligosporus

R.oligosporus dalam
bentuk agar miring

Media PDA

Penggoresan kultur murni R.oligosporus menggunakan jarum
ose ke seluruh permukaan media PDA

Inkubasi selama 5-7 hari pada suhu 30-35oC

Pemanenan spora R.oligosporus

Aquadest steril
sebanyak 5-10 mL

Pengambilan spora R.oligosporus secara perlahan
menggunakan batang drygalski

Penuangan suspensi R.oligosporus ke dalam tabung sentrifuge
ukuran 50 mL

Sentrifuge pada v 3000 rpm, t 10 menit

Aquadest steril
sebanyak 25-30 mL

Pemisahan R.oligosporus dengan supernatan Supernatan

Larutan
pengencer 9 mL

Suspensi R.oligosporus

Pemindahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi larutan
pengencer

Homogenisasi menggunakan vortex

Perhitungan jumlah spora R.oligosporus sampai diperoleh 105

sel/g
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3.5. Pembuatan Tempe Kedelai

Proses pembuatan tempe mengikuti prosedur Kustyawati (2009).  Sebanyak 300 g

kedelai direndam dalam air bersih pada suhu ruang selama semalam.  Kemudian

kedelai yang telah direndam dihilangkan kulit arinya secara manual.  Selanjutnya

kedelai direbus menggunakan air bersih dengan perbandingan 1 : 3 ( kedelai : air )

selama 30 menit, ditiriskan lalu diangin-anginkan sampai suhu kedelai mencapai

suhu ruang dan siap diinokulasi dengan inokulum sesuai dengan perlakuan.

Pembuatan tempe dibuat secara duplo.  Tahap inokulasi dilakukan dengan cara

mencampurkan setiap 100 g kedelai rebus dengan inokulum antara lain : ragi

tempe Raprima sebanyak 0,2 g, 1 mL suspensi 105 spora/mL R. oligosporus, dan

1 mL suspensi 107 sel/mL Saccharomyces cerevisiae, serta 1 mL suspensi 105

spora/mL R. oligosporus+1 mL suspensi 107 sel/mL Saccharomyces cerevisiae.

Selanjutnya kedelai yang telah diinokulasi dikemas dalam kemasan plastik yang

telah dilubangi secara teratur untuk tujuan aerasi dan diinkubasi pada suhu 32oC

dilakukan pengamatan terhadap nilai pH tempe, jumlah kapang dan khamir, dan

kandungan β-glukan pada lama fermentasi 0 jam, 8 jam, 16 jam, 24 jam, 32 jam

,dan 40 jam. Diagram alir proses pembuatan tempe dapat dilihat pada Gambar 11.
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Gambar 11. Diagram alir pembuatan tempe
Sumber : Kustyawati (2009)

3.6. Pengamatan

Pengamatan yang dilakukan terhadap tempe kedelai yang diinokulasi dengan

inokulum sesuai dengan perlakuan, meliputi pengamatan mikroorganisme yaitu

jumlah total kapang dan total khamir selama fermentasi. Kemudian dilakukan

analisis nilai pH dan kandungan betaglukan pada lama fermentasi ke-0, 8, 16, 24,

32,dan 40 jam.

100 g kedelai + 0,2
g ragi tempe

Raprima
(J1)

100 g kedelai
+ S.cerevisiae 107

sel/mL
(J2)

100 g kedelai
+R.oligosporus 105

spora/mL
(J3)

100 g kedelai +
S.cerevisiae 107

sel/mL+R.oligosporus
105 spora/mL (J4)

Pengemasan dengan plastik yang telah dilubangi secara teratur

Inokulasi setiap 100 g kedelai rebus dengan masing-masing inokulum

Kedelai sebanyak 300 g

Air Perendaman dengan air bersih selama semalam pada suhu ruang

Penghilangan kulit ari secara manual menggunakan tangan Kulit ari

Perebusan perbandingan kedelai:air (1 : 3) t=30 menitAir

Penirisan dan pengangin-anginan Air

Pengamatan pH, analisis betaglukan, analisis
total kapang dan khamir pada lama
fermentasi (0,16, 24, 32, 40) jam
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3.6.1 Derajat Keasaman (pH) (AOAC, 2005)

Nilai pH diukur dengan menggunakan pH meter menurut prosedur AOAC (2005).

Nilai pH diukur pada suhu yang sama. Sebelum pengukuran, pH-meter

distandarisasi dengan menggunakan buffer standar pH 4 dan pH 7. Pengukuran

dilakukan dengan cara elektroda dibilas dengan akuades dan dikeringkan dengan

tisue. Sampel dimasukkan ke dalam gelas piala 100 ml kemudian elektroda

dicelupkan hingga tenggelam pada larutan sampel dan dibiarkan kurang lebih satu

menit hingga diperoleh angka yang stabil dan dicatat nilainya. Nilai pH diukur

secara duplo.

3.6.2. Analisis β –glukan (Kusmiati, 2007)

Pengujian β –glukan dilakukan mengikuti prosedur Kusmiati et al (2007). Setiap

sampel kedelai yang telah diinokulasi dengan nokulum sesuai perlakuan,

dilakukan pengujian terhadap kandungan β –glukan. Pengujian dilakukan dengan

mengambil 1 g sampel tempe kering kemudian ditambahkan NaOH 0,7 N 30 mL.

Selanjutnya dihidrolisis selama 6 jam dengan suhu 75°C. Kemudian didapat

larutan keruh dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 25°C

selama 30 menit. Selanjutnya supernatan dibuang, dan didapat residu yang

kemudian dicuci dengan 30 mL larutan asam asetat 0,5 M dan disentrifugasi

kembali dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 25°C selama 30 menit kemudian

supernatan dibuang, pencucian dengan asam asetat tersebut dilakukan sebayak

tiga kali. Kemudian residu dicuci dengan 20 mL aquadest dan disentrifugasi

dengan kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Pencucian dengan aquadest

dilakukan sebanyak dua kali.
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Residu yang didapat ditambahkan dengan 20 mL etanol lalu disentrifugasi dengan

kecepatan 5000 rpm selama 10 menit, sehingga menghasilkan β-glukan (crud)

basah. Biomassa tersebut dioven pada suhu 45°C selama 1 hari dan ditimbang

sebagai berat β-glukan (crud) kering/ bobot β -glukan kasar. Residu kering

tersebut ditambahkan NaOH 1M 4 mL dan dibiarkan selama 1 jam. Larutan

tersebut diencerkan dengan menggunakan aquadest dan dishaker. Kemudian

ditambahkan Pb Asetat 2 mL dan didiamkan selama ± 30 menit. Selanjutnya

larutan tersebut ditambahkan natrium oksalat 1 g sehingga didapat larutan yang

jernih, kemudian larutan tersebut diambil 2 mL dan ditambahkan fenol dan asam

sulfat . kemudian diuji menggunakan spektrofotometer sugar free containt dengan

panjang gelombang 490 A.

3.6.3. Perhitungan Jumlah Kapang dan Khamir menggunakan metode
Total Plate Count (TPC)

Perhitungan jumlah total kapang dan khamir pada tempe dilakukan dengan

metode hitungan cawan (Total Plate Count) dengan media Potato Dextrose Agar

(PDA) untuk kpang dan media Malt Extract Agar (MEA) untuk khamir yang

mengikuti metode Lay (1994).. Prinsip dari metode hitungan cawan adalah

menumbuhkan sel-sel mikroba yang masih hidup pada suatu atau beberapa

media.Kedelai dengan penambahan berbagai jenis inokulum dilakukan analisis

jumlah total khamir dan kapang pada lama fermentasi 0 jam, 8 jam, 16 jam, 24

jam, 32 jam, dan 40 jam. Masing masing tempe diambil samplenya dan dibuat

seri pengenceran dari 10-1 sampai 10-10 secara duplo. Pertumbuhan

mikroorganisme selama fermentasi kedelai meliputi unit pembentuk koloni (CFU)

dari khamir dan kapang yang dilakukan pada saat selama fermentasi kedelai.
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Persiapan sampel pengujian mengikuti metode Kustyawati (2009). Sebanyak 10 g

sampel dicampur dengan 90 mL peptone water, dihomogenkan dengan stomaker

selama 5 menit, selanjutnya dibuat seri pengenceran sampai konsentrasi tertentu.

Kemudian diambil 1 mL dari pengenceran tertentu dan dilakukan penanaman

mikroorganisme dengan metode spread plate pada media agar padat yang sesuai.

Inkubasi dilakukan pada suhu 32 oC untuk menumbuhkan kapang dan 30 oC untuk

menumbuhkan khamir, selama 24-48 jam.  Diagram alir perhitungan jumlah total

kapang dan khamir disajkan pada Gambar 12.

Gambar 12. Diagram Alir Penghitungan jumlah kapang dan khamir pada tempe
Sumber : Lay et al. (1994) dimodifikasi

Pengenceran 10-1 menggunakan peptone water sebanyak 90 mL

Pengenceran hingga tingkat pengenceran 10-8

Penuangan media agar ke dalam cawan petri, dan dibiarkan
hingga memadat

Media MEA, PDA

Penebaran l mL suspensi pada permukaan agar yang memadat
secara perlahan menggunakan batang drygalski

Inkubasi T 320C dan T 300C (kapang, khamir) t 24-48 jam

Suspensi Tempe

Perhitungan jumlah total kapang,
khamir menggunakan colony counter

Tempe sebanyak 10 g



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Pertumbuhan kapang pada tempe dengan penambahan ragi tempe komersial,

R.oligosporus, dan campuran R.oligosporus dan S.cerevisiae meningkat

sampai akhir fermentasi, meskipun pertumbuhannya terlambat diawal

fermentasi ke- 0 jam sampai ke- 16 jam, dengan laju pertumbuhan spesifik

maksimum kapang pada masing-masing jenis inokulum sebesar 0,014 jam-1,

0,0113 jam-1 , dan 0,016 jam-1.

2. Pertumbuhan khamir pada fermentasi kedelai dengan penambahan

S.cerevisiae dan campuran R.oligosporus dan S.cerevisiae mengalami

peningkatan hingga akhir fermentasi meskipun mengalami penurunan pada

lama fermentasi ke-32 jam dengan laju pertumbuhan spesifik maksimum

sebesar 0,012 jam-1 dan 0,013 jam-1.

3. T empe dengan penambahan inokulum ragi tempe komersial, S.cerevisiae,

R.oligosporus, dan campuran R.oligosporus +S.cerevisiae menghasilkan

kandungan betaglukan yang lebih tinggi dibandingkan kedelai tanpa

inokulum. Kandungan betaglukan tertinggi pada tempe dengan

penambahan campuran R.oligosporus dan S.cerevisiae sebagai inokulum

pada lama fermentasi 40 jam, yaitu sebesar 0,578% (w/w).
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5.2 Saran

Saran yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Perlu dilakukan pelubangan kemasan plastik secara teratur, besar maupun

jarak antar lubang seragam, untuk memperbaiki penampakkan warna hitam

(spora) tempe akibat ketersediaan oksigen yang berlebih.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap laju spesifik penggunaan

substrat selama fermentasi tempe.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang penambahan sumber gula

pada substrat atau sumber C dalam pembuatan tempe untuk melihat

pertumbuhan khamir dan kontribusinya terhadap peningkatkan kandungan

betaglukan tempe

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pembuatan ragi tempe

dengan penambahan S.cerevisiae.
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