
 

i 
 

PENGARUH JENIS SUBSTRAT DAN LAMA INKUBASI  

TERHADAP KARAKTERISTIK INOKULUM TEMPE YANG DIBERI 

PENAMBAHAN Saccharomyces cerevisiae  

 

 

 

 

 

 

 

(Skripsi) 

 

 

 

 

 

Oleh 

 

 

THERESIA SANTIKA KUSUMA PUTRI 

1814051014 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

FAKULTAS PERTANIAN 

UNIVERSITAS LAMPUNG 

BANDAR LAMPUNG 

2022



 

ii 
 

ABSTRACT 

 

EFFECT OF SUBSTRATE TYPE AND INCUBATION TIME  

ON THE CHARACTERISTICS OF TEMPEH INOCULUM ADDED WITH 

Saccharomyces cerevisiae  

 

 

By 

 

THERESIA SANTIKA KUSUMA PUTRI 

 

 

 

This study aims to determine the effect of substrate type and incubation time on 

tempeh inoculum and to determine the best tempeh inoculum with the influence of 

substrate type and incubation time. The research was arranged in a Randomized 

Complete Block Design (RCBD) with two factors.  The first factor was the 

substrate type consisting of two levels, namely tapioca and rice flour.  The second 

factor with six levels is the incubation time of tempeh inoculum, which is treated 

with 0, 24, 48, 72, 96, and 120 hours. The tempe inoculum produced was then 

analyzed for pH value, water content, total mold, yeast, and bacteria. The data 

obtained were then tested for homogeneity with the Bartlett test, and additional 

data were tested with the Tuckey test. Data were analyzed by means of variance to 

determine whether or not there was an influence between treatments. If it has a 

significant effect, then the data is then further tested with the Honest Significant 

Difference (HSD) test with a level of 5%. The resulting tempeh inoculum was then 

analyzed for pH value, moisture content, total mold, yeast, and bacteria. The 

results showed that the substrate type affected the total yeast, total bacteria, pH, 

moisture content, and had no effect on the total mold in the tempeh inoculum. The 

incubation time affects the total mold, yeast, and bacteria, pH, water content in 

tempeh inoculum. The best tempeh inoculum was tempeh inoculum using rice 

flour substrate type with 96 hours incubation time which produced tempeh 

inoculum with total mold 9,02 log CFU/g, total yeast 9,17 log CFU/g, total 

bacteria 7,81 log CFU/g, pH 4,2, and moisture content 7,75%.  

  
Keywords: Tempeh inoculum, Rhizopus oligosporus, Saccharomyces cerevisiae,  

      incubation time, substrate type. 
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ABSTRAK 

 

PENGARUH JENIS SUBSTRAT DAN LAMA INKUBASI  

TERHADAP KARAKTERISTIK INOKULUM TEMPE YANG DIBERI 

PENAMBAHAN Saccharomyces cerevisiae  

 

 

Oleh 

 

THERESIA SANTIKA KUSUMA PUTRI 

 

 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh jenis substrat dan lama 

inkubasi pada inokulum tempe yang dihasilkan dan mengetahui inokulum tempe 

terbaik dengan pengaruh jenis substrat dan lama inkubasi. Penelitian disusun 

dalam Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dengan dua faktor.  Faktor 

pertama adalah jenis substrat yang terdiri dari dua taraf yaitu tapioka dan tepung 

beras.  Faktor kedua dengan enam taraf yaitu lama inkubasi inokulum tempe yaitu 

dengan perlakuan 0, 24, 48, 72, 96, dan 120 jam. Inokulum tempe yang dihasilkan 

selanjutnya dianalisis nilai pH, kadar air, total kapang, khamir, serta bakteri. Data 

yang diperoleh kemudian diuji kehomogenannya dengan uji bartlett, dan 

kemenambahan data diuji dengan uji tuckey.  Data dianalisis dengan sidik ragam 

untuk mengetahui ada atau tidaknya pengaruh antar perlakuan.  Bila berpengaruh 

signifikan maka data kemudian diuji lanjut dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) 

dengan taraf 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis substrat berpengaruh 

terhadap total khamir, total bakteri, pH, kadar air, dan tidak berpengaruh terhadap  

total kapang pada inokulum tempe. Lama inkubasi berpengaruh terhadap total 

kapang, total khamir, total bakteri, pH, kadar air pada inokulum tempe. Inokulum 

tempe terbaik adalah inokulum tempe yang menggunakan jenis substrat tepung 

beras dengan lama inkubasi 96 jam yang menghasilkan inokulum tempe dengan 

total kapang 9,02 log CFU/g, total khamir 9,17 log CFU/g, total bakteri 7,81 log 

CFU/g, pH 4,2, dan kadar air 7,75%.  

 

Kata kunci : Inokulum tempe, Rhizopus oligosporus, Saccharomyces cerevisiae,        

          lama inkubasi, jenis substrat
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1.  Latar Belakang 
 

 

Tempe merupakan salah satu jenis makanan yang sering dikonsumsi oleh 

masyarakat Indonesia. Keunggulan tempe sebagai bahan pangan yaitu 

mengandung zat gizi yang tinggi terutama protein dan memiliki harga yang relatif 

terjangkau dibandingkan dengan bahan pangan dengan sumber protein hewani 

lainnya (Alvina dan Hamdani, 2019).  Umumnya tempe terbuat dari bahan dasar 

kedelai yang difermentasikan menggunakan inokulum tempe.   Menurut Badan 

Standardisasi Nasional (2012), di Indonesia, sebanyak 50% kedelai diolah 

menjadi tempe, 40% diolah menjadi tahu, dan 10% diolah menjadi produk lainnya 

seperti kecap, tauco, dan lain-lain.  Rata-rata konsumsi tempe per orang per tahun 

di Indonesia diperkirakan sekitar 6,45 kg. 

 

Tempe merupakan salah satu produk fermentasi yang membutuhkan inokulum 

tempe dalam proses pembuatannya.  Inokulum tempe merupakan bahan dengan 

kumpulan spora kapang yang berperan dalam proses pembuatan tempe (Wahyudi, 

2018).  Inokulum tempe berperan sebagai agen yang mengubah kedelai menjadi 

tempe karena adanya pertumbuhan jamur tempe pada kedelai dan melakukan 

proses fermentasi (Budiono, 2016).  Salah satu jenis kapang yang biasa digunakan 

dalam pembuatan tempe yaitu Rhizopus oligosporus (Putri dkk., 2018).  

 

Khamir Saccharomyces cerevisiae ditemukan dalam fermentasi tempe, sehingga 

khamir dapat digunakan sebagai inokulum tambahan dalam pembuatan tempe.  

Penelitian pembuatan tempe dengan penambahan Saccharomyces cerevisiae 

dilakukan oleh Rizal dan Kustyawati (2019) dengan keunggulan tempe yang 
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dihasilkan juga mengandung beta-glukan. Beta-glukan berperan dalam mencegah 

penyakit degeneratif (anti kolesterol), anti mikroba terutama virus  

(Tjokrokusumo, 2015), immunomodulator dan anti kanker (Pranamuda dkk., 

2012).  Selain itu, kelebihan penambahan Saccharomyces cerevisiae dalam 

fermentasi tempe yaitu dapat meningkatkan aroma dan menutupi rasa langu pada 

tempe (Kustyawati et al., 2017).  

 

Masyarakat biasanya menggunakan inokulum tempe dalam bentuk bubuk karena 

praktis untuk digunakan.  Inokulum tempe dalam bentuk bubuk yang telah beredar 

di masyarakat umumnya hanya mengandung kapang Rhizopus oligosporus.  

Pembuatan tempe dengan menggunakan Rhizopus oligosporus dan penambahan 

Saccharomyces cerevisiae yang dikembangkan masih dalam bentuk cair sehingga 

penggunaannya belum praktis (Rizal dan Kustyawati, 2019).  Inokulum tempe 

dalam bentuk bubuk memerlukan substrat yang berperan sebagai bahan pengisi, 

agar dapat dijual dalam jumlah yang banyak, serta sebagai media pengawetan atau 

penyimpanan bagi Rhizopus oligosporus dan Saccharomyces cerevisiae agar 

dapat digunakan dalam waktu yang lama. 

 

Kapang dan khamir dapat tumbuh dengan baik pada substrat yang banyak 

mengandung karbohidrat.  Karbohidrat merupakan sumber karbon yang terdapat 

dalam substrat yang berperan dalam memberikan nutrisi bagi pertumbuhan 

Rhizopus oligosporus dan Saccharomyces cerevisiae.  Nutrisi merupakan salah 

satu faktor intrinsik yang memengaruhi pertumbuhan mikroba pada suatu bahan.  

Nutrisi yang diperlukan salah satunya adalah karbon.  Sumber karbon yang dapat 

digunakan dalam pembuatan inokulum tempe yaitu nasi, bekatul jagung 

(Amaliyah dkk., 2017), tepung beras (Qohir dan Fajri, 2020), tepung terigu, 

tapioka (Rizal et al., 2020), dan sumber karbohidrat lainnya.  

 

Inokulum tempe umumnya menggunakan nasi atau beras yang ditepungkan 

sebagai substrat karena kandungan pati sebesar 67,68% (Imanningsih, 2012).  Ubi 

kayu atau singkong dalam bentuk tepung atau yang dapat disebut sebagai tapioka 

juga dapat digunakan sebagai substrat dalam inokulum tempe.  Menurut 
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Imanningsih (2012), kandungan pati pada tapioka sebesar 65,26% sehingga 

tapioka cocok digunakan sebagai sumber karbon dalam proses fermentasi oleh 

kapang dan khamir. Inokulum tempe berupa mikroba Rhizopus oligosporus dan 

Saccharomyces cerevisiae dengan substrat tapioka maupun tepung beras dalam 

bentuk bubuk akan membuat penggunaan inokulum tempe menjadi lebih praktis. 

 

Faktor lain yang dapat memengaruhi jumlah sel mikroba pada suatu bahan adalah 

lama inkubasi.  Jumlah sel mikroba akan semakin meningkat seiring dengan 

semakin lamanya waktu inkubasi.  Lama inkubasi mikroba pada suatu substrat 

tertentu akan membuat mikroba menggunakan nutrisi pada substrat tersebut 

dengan baik hingga mencapai fase logaritmik karena adanya nutrisi yang cukup 

selama inkubasi sehingga jumlah sel mikroba akan mengalami peningkatan 

(Wahyudi, 2018). Jumlah sel Rhizopus oligosporus dan Saccharomyces cerevisiae 

pada inokulum tempe bubuk akan menentukan kualitas tempe yang dihasilkan.  

Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui jenis substrat dan lama 

inkubasi yang tepat pada inokulum tempe bubuk yang dibuat menggunakan 

Rhizopus oligosporus dan Saccharomyces cerevisiae. 

 

1.2.  Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah  

1. Mengetahui pengaruh jenis substrat pada inokulum tempe yang dihasilkan. 

2. Mengetahui pengaruh lama inkubasi pada inokulum tempe yang dihasilkan. 

3. Mengetahui inokulum tempe terbaik dengan pengaruh jenis substrat dan lama 

inkubasi. 

 

1.3.  Kerangka Pemikiran 

 

Inokulum tempe yang mengandung Saccharomyces cerevisiae dan Rhizopus 

oligosporus memerlukan bahan tambahan sebagai pembawa atau pengikat agar 

dapat menjadi inokulum tempe dalam bentuk bubuk. Bahan yang dapat digunakan 
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sebagai pembawa atau pengikat dalam pembuatan inokulum tempe adalah tepung. 

Diduga adanya kandungan karbohidrat dengan sumber karbon dalam substrat 

yang merupakan salah satu faktor pemberi nutrisi bagi pertumbuhan Rhizopus 

oligosporus dan Saccharomyces cerevisiae.  Hal ini sejalan dengan pendapat 

Triyono dkk. (2017), yang menyatakan bahwa syarat substrat dalam pembuatan 

inokulum tempe yaitu bahan yang mengandung karbohidrat tinggi yang 

dimanfaatkan sebagai sumber karbon untuk pertumbuhan.  

 

Penggunaan berbagai jenis substrat seperti tapioka dan tepung beras diduga dapat 

menjadi sumber nutrisi yang mengandung karbon dalam jumlah besar bagi 

pertumbuhan mikroba.  Tapioka memiliki kandungan pati sebesar 65,26% dengan 

amilosa 8,06% dan amilopektin 91,94% dari % pati, sedangkan tepung beras 

memiliki kandungan pati sebesar 67,68% dengan amilosa 11,78% dan 

amilopektin 88,22% dari % pati (Imanningsih, 2012). Kandungan pati yang tinggi 

dalam tapioka dan tepung beras diduga mampu memenuhi nutrisi mikroba selama 

masa inkubasi untuk pertumbuhan. Perbedaan kadar pati dalam tapioka dan 

tepung beras diduga akan memengaruhi pertumbuhan mikroba dan diduga jumlah 

mikroba pada inokulum tempe dengan substrat tepung beras akan lebih tinggi 

dibandingkan dengan tapioka yang disebabkan oleh karena kandungan 

karbohidrat pada tepung beras lebih tinggi dibandingan dengan tapioka.  

 

Total kapang dan khamir pada substrat tepung beras dan tapioka dalam 

pembuatan inokulum tempe diprediksi akan mengalami peningkatan seiring 

dengan lama waktu inkubasi.  Jumlah mikroba akan semakin meningkat seiring 

semakin lamanya waktu inkubasi yang disebabkan oleh mikroba tersebut dapat 

memanfaatkan nutrisi pada substrat tersebut secara optimal dan dapat mencapai 

fase logaritmik. Menurut Wahyudi (2018), tempe yang dibuat dengan inokulum 

tempe yang mengandung Rhizopus oligosporus dan diinkubasi dengan suhu 28℃ 

pada waktu 0-12 jam mengalami fase lag, kemudian pada waktu 12-36 jam 

mengalami fase logaritmik dengan peningkatan jumlah 1 koloni menjadi 40 

koloni dan mengalami fase kematian pada waktu 48 jam menjadi 38 koloni. 
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Pemilihan taraf perlakuan dengan lama inkubasi 0, 24, 48, 72, 96, dan 120 jam 

karena Saccharomyces cerevisiae mengalami pertambahan sel yang optimal 

dalam waktu 24-48 jam sedangkan Rhizopus oigosporus mengalami pertambahan 

spora yang optimal dalam waktu 5-7 hari, sehingga rentang waktu yang dipilih 

adalah 0-120 jam. Namun, belum diketahui jenis substrat dan lama inkubasi 

inokulum tempe yang tepat untuk menghasilkan inokulum tempe dengan kualitas 

yang terbaik. 

 

1.4.  Hipotesis 

 

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah 

1. Perbedaan jenis substrat diduga memengaruhi inokulum tempe yang 

dihasilkan. 

2. Perbedaan lama inkubasi diduga memengaruhi inokulum tempe yang 

dihasilkan. 

3. Terdapat inokulum tempe terbaik dengan pengaruh jenis substrat dan lama 

inkubasi. 



 

 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1.  Tempe 
 

 

Tempe merupakan makanan yang sering dikonsumsi oleh masyarakat Indonesia 

sebagai lauk pauk.  Tempe dapat dibuat dari bahan seperti kedelai, biji nangka, 

jagung, kacang merah, dan bahan lainnya, namun yang paling umum 

menggunakan kedelai yang difermentasi dengan inokulum tempe.  Menurut 

Astawan (2013), terdapat delapan jenis tempe yang dibedakan berdasarkan bahan 

dasar pembuatannya, yaitu tempe gembus yang terbuat dari ampas tahu, tempe 

bongkrek yang terbuat dari ampas kelapa, tempe bungkil terbuat dari ampas 

pembuatan minyak kacang, tempe lamtoro terbuat dari biji lamtoro, tempe gude 

yang terbuat dari kacang gude, tempe koro terbuat dari biji koro, tempe benguk 

yang terbuat dari biji koro benguk, dan tempe kedelai yang terbuat dari tempe 

kedelai.  Penyebutan tempe umumnya identik dengan tempe yang terbuat dari 

bahan dasar kedelai.  Masyarakat Indonesia umumnya mengonsumsi tempe yang 

terbuat dari bahan dasar kedelai sebagai lauk pauk sehari-hari. 

 

Menurut Badan Standardisasi Nasional (2012), di Indonesia, sebanyak 50% 

kedelai diolah menjadi tempe, 40% diolah menjadi tahu, dan 10% diolah menjadi 

produk lainnya seperti kecap, tauco, dan lain-lain.  Rata-rata konsumsi tempe per 

orang per tahun di Indonesia diperkirakan sekitar 6,45 kg.  Produksi tempe 

sebagian besar masih dalam skala industri kecil menengah dan dibuat secara 

tradisional.  Menurut Mujianto (2013), beberapa faktor yang memengaruhi proses 

produksi tempe yaitu bahan baku berupa kedelai, air yang digunakan, inokulum 

tempe, proses fermentasi, serta sarana dan prasarana yang digunakan dalam proses 

produksi tempe.  
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Proses pembuatan tempe menurut Rahayu dkk. (2015) yaitu diawali dengan 

pencucian dan pembersihan, kemudian dilakukan pengupasan, perendaman, 

perebusan, penirisan, pendinginan, pengeringan, penginokulasian, pengemasan 

dan inkubasi.  Sebelum proses pembuatan tempe dilakukan, tahap paling awal 

yang harus dilakukan adalah mencuci dan membersihkan bahan baku yaitu 

kedelai dari segala kontaminan seperti, tanah, kerikil, serangga, dan biji lainnya 

yang bercampur dengan kedelai.  Pencucian dilakukan menggunakan air yang 

bersih dan dilakukan beberapa kali hingga kedelai bersih.  Selanjutnya proses 

pengupasan yang bertujuan untuk memisahkan kulit ari dengan kedelai.  Proses 

pengupasan sebaiknya dilakukan secara sempurna yaitu hingga tidak ada kulit ari 

yang menempel pada kedelai sehingga inokulum dapat tumbuh dengan baik pada 

kedelai.  

 

 
 

Gambar 1. Tempe 

(Sumber: Dokumentasi pribadi) 

 

Proses pengupasan kulit ari dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu 

menggunakan metode kering dan basah.  Metode kering dilakukan dengan 

menggunakan alat mekanis untuk mengupas kulit ari sebelum dilakukan proses 

perendaman kedelai.  Metode kering menggunakan oven dengan suhu 93℃ 

selama 10 menit, kemudian kulit ari dikupas menggunakan aspirator.  Metode 

basah yang dilakukan dalam proses pengupasan kulit ari dilakukan setelah proses 

perendaman atau pemasakan, kemudian pengupasan dilakukan secara manual 

tanpa menggunakan alat mekanis (Rahayu dkk., 2015).   
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Menurut Fung dan Cozier-Dodson (2008) dalam Rahayu dkk. (2015), perendaman 

kedelai dalam air dilakukan selama 12-15 jam dengan suhu 30℃.  Selain 

menggunakan air, proses perendaman juga dapat dilakukan dalam kondisi asam 

dengan menambahkan asam laktat maupun asam asetat.  Fungsi perendaman 

dalam kondisi asam yaitu untuk mencegah dan menghambat pertumbuhan bakteri 

pembusuk.  Perebusan bertujuan untuk melunakkan kedelai dan mematikan 

mikroba kontaminan, mendenaturasi protein yang ada dalam kedelai sehingga 

akan membuat kapang lebih mudah menggunakannya.  Perbandingan antara 

kedelai dengan air disesuaikan agar jumlah air yang digunakan cukup untuk 

mematangkan kedelai.  Proses perebusan dilakukan selama 2-4 jam. 

 

Proses penirisan, pendinginan, pengeringan dilakukan dengan tujuan agar 

kandungan air pada kedelai berkurang, suhu kedelai menurun, dan membuat 

permukaan kedelai menjadi kering.  Proses penirisan dapat dilakukan di atas 

wadah yang berlubang (nampan bambu).  Proses penirisan dilakukan dengan 

sempurna agar bakteri kontaminan tidak tumbuh pada kedelai.  Pendinginan 

kedelai dilakukan hingga suhu setidaknya 38℃ sebelum dilakukan proses 

inokulasi.  Faktor-faktor yang memengaruhi keberhasilan dalam produksi tempe 

adalah penggunaan jenis inokulum tempe dan jumlah atau konsentrasi inokulum 

tempe.  Jumlah inokulum tempe yang terlalu banyak akan membuat proses 

fermentasi berlangsung tidak sempurna.  Jumlah inokulum tempe yang digunakan 

terlalu sedikit maka bakteri kontaminan akan tumbuh pada tempe (Rahayu dkk., 

2015). 

 

Pengemasan kedelai yang telah bercampur dengan inokulum tempe dapat 

dilakukan dengan menggunakan daun pisang maupun plastik.  Bahan pengemas 

tempe selama proses fermentasi harus memenuhi syarat, yaitu memiliki 

permeabilitas oksigen yang cukup untuk pertumbuhan kapang, suhu dalam 

kemasan dapat dikontrol, kadar air kedelai dapat dijaga, dan dapat menjamin 

fermentasi tempe dapat berlangsung dalam kondisi yang bersih dan baik.  Proses 

fermentasi tempe dipengaruhi oleh suhu, waktu, ketersediaan oksigen, dan RH 
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pada saat masa inkubasi.  Kondisi suhu dan waktu yang dapat digunakan selama 

masa inkubasi yaitu 25℃ selama 80 jam, 25-37℃ selama 20-50 jam, 32℃ selama 

20-22 jam, 35-38℃ selama 15-18 jam (Rahayu dkk., 2015). 

 

Tempe terbuat dari bahan dasar kedelai yang difermentasi menggunakan 

inokulum tempe yang mengandung Rhizopus oligosporus.  Selama proses 

fermentasi, Rhizopus oligosporus akan terbentuk hifa yang merupakan benang-

benang halus berwarna putih yang menumpuk pada permukaan kedelai dan 

membentuk misellium berwarna putih (Suknia, 2020).  Syarat mutu tempe kedelai 

menurut SNI 3144:2015 dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Syarat mutu tempe kedelai menurut SNI 3144:2015 
 

No Kriteria Uji Satuan Persyaratan 

1 Keadaan   

1.1 Tekstur - 
Kompak, jika diiris tetap 

utuh (tidak mudah rontok) 

1.2 Warna - 
Putih merata pada seluruh 

permukaan 

1.3 Bau - 
Bau khas tempe tanpa 

adanya bau amoniak 

2 Kadar air Fraksi massa % Maks. 65 

3 Kadar lemak Fraksi massa % Min. 7 

4 Kadar protein (N x 5,71) Fraksi massa % Min. 15 

5 Kadar serat kasar Fraksi massa % Maks. 2,5 

6 Cemaran logam   

6.1 Kadmium (Cd) Mg/Kg Maks. 0,2 

6.2 Timbal (Pb) Mg/Kg Maks. 0,25 

6.3 Timah (Sn) Mg/Kg Maks. 40  

6.4 Merkuri (Hg) Mg/Kg Maks. 0,03 

7 Cemaran Arsen (As) Mg/Kg Maks. 0,25 

8 Cemaran Mikroba   

8.1 Coliform APM/g Maks. 10 

8.2 Salmonella sp. - Negatif/25 g 

Sumber: Badan Standardisasi Nasional (2015) 

 

Tempe merupakan salah satu jenis pangan fungsional dengan kandungan gizi 

yang beragam.  Sebagai pangan fungsional, tempe dapat meningkatkan kadar 
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hemoglobin remaja penderita anemia karena adanya kandungan zat besi serta 

asam folat yang mampu menstimulasi tubuh dalam membentuk hemoglobin, serta 

kandungan vitamin B12 yang dapat menyintesis hemoglobin dan sel darah merah 

dalam tubuh (Pinasti dkk., 2020).  Komposisi gizi yang terdapat pada tempe dapat 

dilihat pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Komposisi gizi kedelai dan tempe kedelai dalam 100 g bahan kering 
 

Zat Gizi Kedelai Tempe 

Abu (g) 6,1 3,6 

Protein (g) 46,2 46,5 

Lemak (g) 19,1 19,7 

Karbohidrat (g) 28,2 30,2 

Serat (g) 3,7 7,2 

Kalsium (mg) 254 347 

Fosfor (mg) 781 724 

Besi (mg) 11 9 

Vitamin B1 (mg) 0,48 0,28 

Riboflavin (mg) 0,15 0,65 

Niasin (mg) 0,67 2,52 

Asam pantotenat (mcg) 430 520 

Piridoksin (mcg) 180 100 

Vitamin B12 (mcg) 0,2 3,9 

Biotin (µg) 35 53 

Asam amino esensial (g) 17,7 18,9 

Sumber: Astawan (2013) 

 

2.2.  Inokulum Tempe 
 

 
 

Gambar 2. Inokulum tempe 

(Sumber: Dokumentasi pribadi) 
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Inokulum tempe atau yang juga bisa disebut dengan kultur starter tempe atau laru 

merupakan suatu sediaan yang mengandung mikroorganisme yang berperan 

dalam fermentasi kedelai menjadi tempe.  Inokulum tempe yang digunakan dalam 

industri tempe terdapat dua jenis, yaitu laru dan usar.  Laru merupakan inokulum 

tempe yang dibuat dengan menggunakan substrat beras, tepung beras, ataupun 

onggok yang ditumbuhi dengan kapang.  Sedangkan usar merupakan inokulum 

tempe dalam bentuk lembaran daun waru kering atau daun jati yang telah 

ditumbuhi oleh kapang yang berperan dalam fermentasi tempe.  Inokulum tempe 

yang biasa ditemukan di pasaran yaitu inokulum tempe dalam bentuk bubuk atau 

tepung.  Mikroorganisme yang biasa terdapat dalam tempe terdapat beberapa jenis 

kapang, yaitu Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonifer, dan 

berbagai Rhizopus sp. lainnya, namun umumnya yang sesuai dalam pembuatan 

tempe adalah Rhizopus oligosporus (Rahayu dkk., 2015). 

 

Menurut Kasmidjo (1990) dalam Rahayu dkk. (2015), inokulum tempe dapat 

diperoleh dengan beberapa cara.  Inokulum tempe dapat diperoleh dari batch 

sebelumnya yang telah mengalami sporulasi, dapat diperoleh dari tempe segar 

yang dikeringkan dengan bantuan sinar matahari atau yang mengalami liofilisasi.  

Selain itu inokulum tempe juga dapat diperoleh dari pulungan beras yang 

berbentuk bulatan kecil yang mengandung misellia dan spora jamur tempe.  

Inokulum tempe dapat diperoleh dari biakan murni Rhizopus oligosporus dalam 

keadaan aseptis yang dapat berasal dari suatu lembaga riset ataupun institusi 

pendidikan.  

 

Kalsifikasi inokulum tempe menurut Nout dan Rombouts (1990) dalam Rahayu 

dkk. (2015), yaitu starter alami, starter murni, starter semi murni, dan starter 

campuran. Starter alami diperoleh dari inokulasi menggunakan tempe yang telah 

dikeringkan dan dihaluskan dari batch sebelumnya, dapat juga diperoleh dari 

inokulum daun waru (dapat disebut sebagai usar), atau inokulum yang 

ditumbuhkan pada nasi atau tapioka yang diinokulasi dengan usar.  Kualitas 

tempe yang dihasilkan dari starter alami tidak lebih baik dibandingkan dengan 
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kualitas tempe pada batch sebelumnya.  Pembuatan inokulum tempe dengan 

starter alami dapat dilakukan sebanyak lima kali berturut-turut dan setelah itu 

pertumbuhan kapang akan melambat yang dapat disebabkan oleh meningkatkan 

kontaminasi bakteri pada starter tersebut.  Hasil penelitian dari 15 strain Rhizopus 

yang diisolasi dari usar menunjukkan bahwa 80% bersifat antagonis tehadap 

Aspergilus sp., 70% terhadap khamir, dan 40% terhadap bakteri pembentuk spora.  

Usar dapat memertahankan viabilitasnya selama 4-6 minggu pada suhu kamar dan 

>24 minggu pada suhu 4℃.  Starter alami merupakan cara yang paling mudah dan 

murah untuk membuat inokulum tempe. 

 

Starter murni dibuat dengan cara menumbuhkan kultur murni Rhizopus pada 

substrat yang steril (dapat berupa kedelai, gandum, atau beras) kemudian 

dilakukan proses pengeringan dan penggilingan.  Strain yang paling umum yaitu 

Rhizopus oligosporus NRRL 2710 akan membentuk tempe dengan aroma khas, 

strain ini dapat tumbuh pada substrat serealia.  Masa simpan starter murni yaitu 

selama 4 bulan pada suhu 25-30℃ dan selama 1 tahun pada suhu 4℃. Penggunan 

starter murni dianjurkan bagi industri tempe skala besar, namum penggunaan 

starter murni ini memiliki biaya yang mahal dan memakan waktu yang cukup 

lama.  Penggunaan starter murni harus dalam kondisi aseptik. Starter semi murni 

dibuat dengan cara menumbuhkan kultur murni Rhizopus pada substrat yang telah 

dimasak atau dikukus secara tradisional dan tidak disterilisasi (biasanya berupa 

nasi atau kedelai), kemudian dilakukan proses inkubasi pada suhu 30℃ selama 3 

hari, setelah itu dikeringkan pada suhu 40℃ selama 15 jam.  Alternatif lain juga 

dapat dilakukan dengan proses inkubasi pada suhu 37℃ selama 8-9 hari.  

Inokulum tempe dapat mengandung mikroba campuran dengan tujuan tertentu 

(Nout dan Rombouts, 1990 dalam Rahayu dkk., 2015). Hasil penelitian Rizal et 

al. (2020), menunjukkan bahwa campuran kultur murni Rhizopus oligosporus dan 

Saccharomyces cerevisiae serta penambahan tapioca 10% pada pembuatan tempe 

akan menghasilkan tempe dengan kandungan beta-glukan yang tinggi. 
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2.3.  Tapioka 

 

Ubi kayu atau yang biasa disebut singkong merupakan bahan pangan pokok 

alternatif yang dapat dikonsumsi sebagai pengganti beras dan jagung.  Kandungan 

gizi yang terdapat dalam 100 g ubi kayu yaitu kalori sebesar 146 g, protein 1,2 g, 

lemak 0,3 g, karbohidrat 34 g, kalsium, fosfor, dan zat besi.  Ubi kayu dapat 

diolah menjadi beragam produk setengah jadi maupun produk jadi.  Produk-

produk olahan ubi kayu menjadi produk jadi yaitu keripik singkong, kerupuk 

singkong, tape, getuk, dan lainnya.  Produk olahan singkong menjadi produk 

setengah jadi atau produk awetan yaitu tapioka, gaplek, dan tepung singkong 

modifikasi (Gardjito dkk., 2013).   

 

Tapioka merupakan pati ubi kayu atau singkong yang memiliki kandungan 

amilosa sebesar 17% dan amilopektin sebesar 83% (Richard et al., 1992 dalam 

Herawati, 2012).  Menurut Badan Ketahanan Pangan dan Penyuluhan Provinsi 

DIY (2014) dalam Ahmad (2018), tapioka sebesar 100 g memiliki kalori sebesar 

363 kkal, karbohidrat sebesar 88,2%, protein 8,9%, lemak 0,5%.  Tapioka 

memiliki granula pati yang berbentuk bulat dengan ukuran sebesar 5-35 mikron.  

Granula pati pada tapioka tidak larut dalam air dingin, granula pati yang 

ditambahkan air dingin akan mengalami hidrasi dan sedikit penggelembungan 

yang bersifat reversible yang dapat dikeringkan kembali tanpa adanya perubahan 

pada strukturnya modifikasi (Gardjito dkk., 2013). 

 

Proses produksi tapioka menurut Mustafa (2015), yaitu pengupasan, pencucian, 

pemarutan, ekstraksi, pengendapan, pengeringan, dan penggilingan.  Menurut 

Lingga (1993) dalam Mustafa (2015), terdapat empat tahap pembuatan tapioka, 

yaitu tahap pemecahan sel, tahap pengambilan pati, tahap penghilangan air, dan 

tahap melakukan penepungan.  Tahap yang termasuk ke dalam tahap pemecahan 

sel serta memisahkan butiran pati dari unsur yang tidak larut dapat mencakup 

pengupasan, pecucian, pemarutan, dan penyaringan.  Tahap pengambilan pati 

dilakukan dengan menambahkan air, kemudian dilakukan pengendapan. Tahap 
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pengilangan air dilakukan untuk mengurangi kadar air pada tapioka, tahap ini 

dapat dilakukan dengan cara pengeringan panas. Tahap penepungan dilakukan 

dengan proses penghalusan serta pengayakan tapioka sehingga diperoleh tapioka 

yang halus dan seragam. 

 

2.4.  Tepung Beras 

 

Beras merupakan bahan makanan pokok masyarakat Indonesia.  Beras biasanya 

diolah menjadi nasi sebagai makanan sehari-hari.  Beras juga dapat diolah 

menjadi produk lain seperti tepung beras.  Tepung beras merupakan salah satu 

produk olahan beras dengan umur simpan yang panjang dengan proses 

pembuatannya paling mudah.  Proses pembuatan tepung beras dapat dilakukan 

dengan dua cara yaitu penggilingan kering dan penggilingan basah.  Penggilingan 

kering dilakukan dengan pencucian, penirisan, penggilingan, pengeringan, dan 

pengayakan 100 mesh.  Penggilingan basah dilakukan dengan perendaman beras 

selama 24 jam dan dilakukan modifikasi menggunakan teknik Heat Moisture 

Treatment (HMT) dengan cara penimbangan, penyesuaian kadar air (35%), 

penyemprotan dengan air pada tepung, pengemasan, penyegelan, pendinginan 24 

jam dengan suhu 4℃, perlakukan panas dengan suhu 100℃ selama 16 jam, 

pengondisian suhu ruang, pengecilan ukuran, dan pengayakan 100 mesh. 

 

Menurut Imanningsih (2012), tepung beras memiliki kandungan pati sebesar 

67,68% dengan amilosa 11,78% dan amilopektin 88,22% dari % pati. Amilosa 

adalah polisakarida yang memiliki rantai lurus dengan ikatan α-(1,4)-D-glukosa.  

Amilopektin merupakan polisakarida yang memiliki rantai cabang dengan ikatan 

α-(1,6)-D-glukosa dan α-(1,4)-D-glukosa.  Menurut Gardjito dkk. (2013) tepung 

beras dalam 100 gram mengandung kalori sebesar 360 kal, karbohidrat 78,9 g, 

protein 6,8 g, lemak 0,7 g, kalsium 6 mg, dan fosfor 140 mg.  Syarat mutu tepung 

beras SNI 3549:2009 disajikan pada Tabel 3. 
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Tabel 3. Syarat mutu tepung beras SNI 3549:2009 
 

No Kriteria Uji Satuan Persyaratan 

1 Keadaan   

1.1 Bentuk - serbuk halus 

1.2 Bau - normal 

1.3 Warna - putih, khas tepung beras 

2 Benda asing - tidak boleh ada 

3 Serangga dalam semua bentuk 

stadia dan potongan-

potongannya yang tampak 

- 

tidak boleh ada 

4 Jenis pati lain selain pati beras - tidak boleh ada 

5 Kehalusan, lolos ayakan 80 

mesh (b/b) 

% min. 90 

6 Kadar air (b/b) % maks. 13 

7 Kadar abu (b/b) % maks. 1,0 

8 Belerang dioksida (SO2) - tidak boleh ada 

9 Silikat (b/b) % maks. 0,1 

10 pH - 5-7 

11 Cemaran logam   

11.1 Kadmium (Cd) mg/kg maks. 0,4 

11.2 Timbal (Pb) mg/kg maks. 0,3 

11.3 Merkuri (Hg) mg/kg maks. 0,05 

12 Cemaran arsen (As) mg/kg maks. 0,5 

13 Cemaran mikroba   

13.1 Angka lempeng total koloni/g maks. 1 x 10
6
 

13.2 Escherichia coli APM/g maks. 10 

13.3 Bacillus cereus koloni/g maks. 1 x 10
4
 

13.4 Kapang koloni/g maks. 1 x 10
4
 

Sumber: Badan Standardisasi Nasional (2009) 

 

2.5.  Rhizopus oligosporus 

 

Rhizopus memiliki stolon dan rizoid yang berwarna gelap, kolumela berbentuk 

agak bulat, apofisis berbentuk menyerupai payung, sporangia berwarna hitam 

dengan ukuran besar pada bagian ujung sporangiospora.  Hifa tidak bersepta dan 

memiliki dua tipe hifa, yaitu hifa negatif dan hifa fertile.  Hifa negatif dapat 

menetrasi substrat dan hifa fertile dapat memproduksi sporangia.  Rhizopus 

oligosporus memiliki sporangiospora dengan warna hitam kecoklatan dengan 

ukuran 7-8 µm.  Koumela globuse Rhizopus oligosporus memiliki rhizoid yang 

pendek dan sporangiosfor yang halus.  Sporangiumnya memiliki ukuran diameter 
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80-120 µm, setelah 7 hari akan pecah dan spora akan keluar koumela (Nurholipah 

dan Ayun, 2021).  

 

 
 

Gambar 3. Rhizopus oligosporus pada cawan petri 

(Sumber: Dokumentasi pribadi) 

 

Taksonomi Rhizopus oligosporus  menurut Suryani dkk. (2020), yaitu  

Kingdom : Plantae 

Divisio  : Eumycota 

Sub Divisio : Zygomycotina 

Class  : Zygomycetes 

Ordo  : Mucorales 

Famili  : Mucoraceae 

Genus  : Rhizopus 

Spesies : Rhizopus oligosporus 

 

Rhizopus sp. dikenal sebagai jamur yang banyak berperan dalam proses 

fermentasi di bidang pangan yaitu pembuatan makanan bagi manusia maupun 

pakan hewan (ternak) (Leiskayanti dkk., 2017).  Menurut Duniaji et al. (2019) 

Rhizopus oligosporus dapat tumbuh optimum pada suhu 30-35℃ dengan suhu 

minimum 12℃ dan suhu maksimum 42℃.  Rhizopus oligosporus dapat hidup 

pada substrat yang mengandung karbohidrat.  Rhizopus sp. adalah jenis kapang 

yang sering digunakan dalam proses fermentasi pada produk tauco, oncom, 

tempe, dan lainnya (Suryani dkk., 2020).  Rhizopus sp. akan menghasilkan 
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beragam jenis enzim selama proses fermentasi tempe.  Rhizopus tidak 

menghasilkan racun selama proses fermentasi tetapi akan berperan dalam 

melindungi tempe terhadap kapang penghasil aflatoksin (Nurholipah dan Ayun, 

2021).  

 

2.6.  Saccharomyces cerevisiae 

 

Taksonomi Saccharomyces cerevisiae menurut Zely (2014), yaitu  

Super kingdom : Eukariota 

Filum   : Fungi 

Subfilum  : Ascomycota 

Kelas   : Saccharomycetes 

Orde   : Saccharomycetales 

Famili   : Saccharomycetaceae 

Genus   : Saccharomyces 

Spesies  : Saccharomyces cerevisiae 

 

 
 

Gambar 4. Saccharomyces cerevisiae dalam cawan petri 

(Sumber: Dokumentasi pribadi) 

 

Saccharomyces cerevisiae merupakan mikroorganisme anaerob fakultatif yaitu 

dapat hidup dalam keadaan aerob dan anaerob.  Saccharomyces cerevisiae 

memiliki beragam bentuk, yaitu oval, silinder, bulat, ogival (berbentuk bulat 
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panjang dan memiliki bentuk runcing pada salah satu bagian ujungnya), dan 

sebagainya.  Saccharomyces cerevisiae memiliki panjang 1-5µm sampai 20-50 

µm dengan lebarnya 1-10 µm (Widyanti dan Moehadi, 2016).  Saccharomyces 

cerevisiae merupakan khamir yang mudah beradaptasi, berkembang biak, mudah 

ditemukan, stabil, dan tahan terhadap suhu yang tinggi (Silaban, 2017).  Khamir 

dapat tumbuh dengan optimum pada suhu 25-30℃ dengan pH asam yaitu 4-5 

(Zely, 2014).  

 

Saccharomyces cerevisiae yang digunakan dalam proses fermentasi pangan di 

Indonesia biasanya bukan merupakan kultur murni, seperti Saccharomyces 

cerevisiae yang telah dicanpurkan dengan tepung beras dan dikeringkan.  

Saccharomyces cerevisiae dalam bentuk kultur murni biasanya digunakan dalam 

proses fermentasi dalam pembuatan keju, bir, cuka, dan lainnya (Suryani dkk., 

2020).  Saccharomyces cerevisiae juga digunakan sebagai kultur starter bersama 

dengan Rhizopus oligosporus pada pembuatan tempe.  Saccharomyces cerevisiae 

berperan dalam menghasilkan kandungan beta-glukan pada tempe yang memiliki 

manfaat untuk mencegah penyakit degeneratif (anti kolesterol), anti mikroba 

terutama virus (Tjokrokusumo, 2015), immunomodulator dan anti kanker 

(Pranamuda dkk., 2012).  Tempe yang dihasilkan juga memiliki kelebihan yaitu 

dapat meningkatkan nutrisi serta flavor pada tempe (Kustyawati dkk., 2017). 

 

2.7.  Pertumbuhan Mikroba 

 

Kurva pertumbuhan mikroba terdiri dari 4 fase, yaitu fase lag, fase logaritmik, 

fase stasioner dan fase kematian. Fase lag merupakan fase adaptasi bagi mikroba 

terhadap lingkungannya.  Mikroba yang diinokulasikan pada suatu medium 

umumnya tidak langsung terjadi pertumbuhan, tetapi memerlukan waktu untuk 

beradaptasi pada lingkungan barunya.  Menurut Rahayu dan Nurwitri (2012), ciri-

ciri fase lag yaitu belum adanya penambahan jumlah populasi, sel mulai 

mengalami pertambahan ukuran, dan substansi intrasluler bertambah.  Fase 

logaritmik yaitu fase pembiakan atau pertumbuhan mikroba yang berlangsung 
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cepat.  Mikroba akan bertambah banyak dengan konstanta tetap pada waktu 

tertentu.  Ciri-ciri fase logaritmik yaitu sel mulai mengalami pertambahan dengan 

laju konstan, aktivitas metabolik konstan, dan massa menjadi dua kali lipat 

dengan laju yang sama.  

 

Fase stasioner merupakan fase dengan jumlah mikroba yang berkembang biak 

atau bertumbuh sama dengan mikroba yang mengalami kematian (statis).  Ciri-ciri 

fase stasioner adalah mikroba mulai kehabisan nutrisi, terjadi penumpukan 

senyawa beracun, jumlah sel yang hidup sama dengan jumlah sel yang mati.  Fase 

kematian merupakan fase dengan jumlah mikroba yang mengalami kematian lebih 

banyak daripada yang berkembang biak atau bertumbuh.  Ciri-ciri fase kematian 

adalah terjadi kematian sel yang berlangsung cepat dan semua sel akhirnya akan 

mati dalam waktu tertentu bergantung dari spesiesnya (Rahayu dan Nurwitri, 

2012).   

 

Pertumbuhan mikroba pada suatu bahan pangan dapat dipengaruhi oleh beberapa 

faktor yaitu faktor intrinsik dan ekstrinsik.  Faktor intrinsik merupakan faktor 

yang memengaruhi pertumbuhan mikroba yang berasal dari dalam bahan pangan.  

Faktor intrinsik terdiri dari nutrisi, pH, aktivitas air, komponen antimikroba, dan 

struktur biologis.  Faktor ekstrinsik yaitu faktor yang memengaruhi pertumbuhan 

mikroba yang berasal dari luar bahan pangan.  Faktor ekstrinsik terdiri dari suhu 

dan kelembaban udara relatif.  

 

Faktor intrinsik yang memengaruhi pertumbuhan mikroba pada bahan pangan: 

a. Nutrisi 

Nutrisi-nutrisi yang dibutuhkan mikroba untuk dapat tumbuh pada bahan 

pangan yaitu nitogen, air, karbon, vitamin, dan mineral yang terdapat pada 

bahan pangan tersebut.  Urutan mikroba dari yang membutuhkan sedikit nutrisi 

hingga banyak nutrisi yaitu kapang, khamir, bakteri gram negatif, dan bakteri 

gram positif.  Mikroba akan menggunakan nutrisi yang ada pada bahan pangan 

untuk dapat menghasilkan energi bagi pertumbuhannya.  Sumber energi bagi 
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mikroba untuk tumbuh adalah karbon berupa metana, CO2, CO, karbohidat 

(glukosa, malat, piruvat, asetat), selain itu mikroba juga menggunakan nutrisi 

berupa protein dan lemak.  

b. pH 

Pertumbuhan mikroba dipengaruhi oleh pH pada suatu bahan pangan.  pH 

pertumbuhan kapang adalah 0,5-11, khamir pada pH 1,5-8,5, dan bakteri gram 

negatif pada pH 4,0-10,5.  

c. Aktivitas Air 

Aktivitas air (Aw) menyatakan perbandingan antara tekanan uap air pada 

bahan pangan dengan tekanan uap murni pada suhu yang sama.  Aw 

menunjukkan jumlah air bebas yang dimanfaatkan oleh mikroba untuk dapat 

bertumbuh.  Kapang dapat tumbuh pada bahan pangan dengan Aw 0,80, dan 

kapang xerofilik pada Aw 0,60.  Khamir dapat tumbuh pada bahan pangan 

dengan Aw 0,88, dan khamir osmofilik pada Aw 0,60.  Bakteri gram positif 

pada Aw 0,90, bakteri gram negatif pada Aw 0,93, dan bakteri halofilik 

tumbuh pada Aw 0,75. 

d. Komponen Antimikroba 

Komponen antimikroba yang terdapat secara alami pada bahan pangan dapat 

mengambat pertumbuhan mikroba. 

e. Struktur Biologis 

Struktur biologis yang ada pada bahan pangan secara alami berperan sebagai 

pelindung terhadap mikroba perusak, seperti adanya kulit pada kacang-

kacangan, kulit buah, kulit hewan, dan lainnya yang dapat mencegah masuknya 

mikroba perusak.  

 

Faktor ekstrinsik yang memengaruhi pertumbuahn mikroba pada bahan pangan: 

a. Suhu 

Suhu lingkungan dapat memengaruhi pertumbuhan mikroba pada suatu bahan 

pangan.  Terdapat 5 kelompok mikroba berdasarkan suhu pertumbuhannya 

yaitu psikrotropik, psikrofilik, mesofilik, termofilik, dan hipertermofilik.  

Mikroba psikrotrofik dapat hidup pada suhu 0-7℃ dengan suhu optimum 20-

30℃.  Mikroba psikrofilik memiliki suhu optimum ≤15℃. Mikroba mesofilik 
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memiliki suhu optimum 20-45℃.  Mikroba termofilik memiliki suhu optimum 

55-65℃.  Mikroba psikrofilik memiliki suhu optimum 80-113℃. 

b. Kelembaban Udara Relatif 

Kelembaban udara relatih (ERH) berkaitan dengan Aw pada bahan sehingga 

akan memengaruhi pertumbuhan mikroba pada bahan pangan.  Aw pada bahan 

pangan yang rendah apabila disimpan pada ERH yang tinggi maka Aw pada 

bahan akan meningkat karena bahan pangan tersebut akan menyerap air pada 

lingkungan untuk mencapai kesetimbangan.  Aw yang tinggi akan membuat 

bahan pangan tersebut mudah dirusak oleh mikroba perusak.  

 

 



 

 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1.  Tempat dan Waktu Penelitian 
 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian, 

Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian, dan Laboratorium Analisis Hasil 

Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung pada bulan Januari-Maret 2022. 

 

3.2.  Bahan dan Alat  

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kultur murni Rhizopus 

oligosporus FNCC (Food and Nutrition Culture Collection) 6010 dan 

Saccharomyces cerevisiae FNCC (Food and Nutrition Culture Collection) 3012 

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

Fermipan, Raprima, tepung beras merk Rose Brand, tapioka merk Pak Tani 

Gunung yang diperoleh dari Pasar Koga, Bandar Lampung, Potato Dextrose Agar 

(PDA) merk Himedia, Malt Extract Agar (MEA) merk Himedia, Nutrient Agar 

(NA) merk Himedia yang diperoleh dari Mitra Lab Sejahtera, Sidoarjo, akuades, 

garam fisiologis (NaCl), alkohol 70%, kapas dan alumunium foil. 

 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tabung reaksi, cawan petri, 

erlenmeyer, jarum ose, batang pengaduk, gelas beaker, batang segitiga, rak tabung 

reaksi, mikropipet, bunsen, kompor, oven, loyang, blender, sentrifuge, autoklaf, 

haemocytometer, inkubator, vortex, desikator, dan timbangan analitik. 
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3.3.  Metode Penelitian 

 

Penelitian disusun dalam Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) Faktorial 

dengan dua faktor.  Faktor pertama adalah jenis substrat yang terdiri dari dua taraf 

yaitu tapioka (S1) dan tepung beras (S2).  Faktor kedua dengan enam taraf yaitu 

lama inkubasi inokulum tempe yaitu dengan perlakuan 0 jam (T1), 24 jam (T2), 

48 jam (T3), 72 jam (T4), 96 jam (T5), dan 120 jam (T6).  Setiap perlakuan 

diulang sebanyak tiga kali.  Jenis substrat dan lama inkubasi pada inokulum tempe  

disajikan pada Tabel 4. 

 

Tabel 4. Jenis substrat dan lama inkubasi pada inokulum tempe  
 

Jenis Substrat 
Lama Inkubasi 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 

S1 S1T1 S1T2 S1T3 S1T4 S1T5 S1T6 

S2 S2T1 S2T2 S2T3 S2T4 S2T5 S2T6 

Keterangan: 

S1T1 = Substrat tapioka dengan lama inkubasi 0 jam 

S1T2 = Substrat tapioka dengan lama inkubasi 24 jam 

S1T3 = Substrat tapioka dengan lama inkubasi 48 jam 

S1T4 = Substrat tapioka dengan lama inkubasi 72 jam 

S1T5 = Substrat tapioka dengan lama inkubasi 96 jam 

S1T6 = Substrat tapioka dengan lama inkubasi 120 jam 

S2T1 = Substrat tepung beras dengan lama inkubasi 0 jam 

S2T2 = Substrat tepung beras dengan lama inkubasi 24 jam 

S2T3 = Substrat tepung beras dengan lama inkubasi 48 jam 

S2T4 = Substrat tepung beras dengan lama inkubasi 72 jam 

S2T5 = Substrat tepung beras dengan lama inkubasi 96 jam 

S2T6 = Substrat tepung beras dengan lama inkubasi 120 jam 

 

Parameter yang diamati dari inokulum tempe yaitu total kapang, total khamir, 

total bakteri, pH, dan kadar air. Data yang diperoleh kemudian diuji 

kehomogenannya dengan uji bartlett, dan kemenambahan data diuji dengan uji 

tuckey.  Data dianalisis dengan sidik ragam untuk mengetahui ada atau tidaknya 

pengaruh antar perlakuan.  Bila berpengaruh signifikan maka data kemudian diuji 

lanjut dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan taraf 5%.  
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3.4.  Pelaksanaan Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan dalam dua tahap yaitu penelitian pendahuluan dan 

penelitian utama.  

 

3.4.1.  Penelitian Pendahuluan 

 

Penelitian pendahuluan dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui apakah 

perlakuan yang dipilih dapat dijadikan sebagai perlakuan pada penelitian utama. 

Penelitian pendahuluan juga dilakukan dengan tujuan untuk menentukan 

komposisi inokulum tempe yang tepat untuk membentuk adonan.  

 

3.4.1.1.  Pembuatan Inokulum Tempe Penelitian Pendahuluan 

 

Pembuatan inokulum tempe menggunakan metode Amaliyah dkk. (2017) dengan 

beberapa modifikasi. Tapioka ditimbang sebanyak 300 gram dan tepung beras 

ditimbang sebanyak 300 gram, lalu masing-masing ditambahan akuades steril 

sebanyak 180 mL hingga adonan dapat dibentuk tetapi tidak terlalu basah dan 

dihomogenkan.  Lalu diinokulasi dengan 6 g inokulum tempe merk Raprima dan  

6 g Fermipan dan dihomogenkan. Setelah itu masing-masing adonan dibagi 

menjadi 6 perlakuan lalu dilakukan inkubasi sesuai dengan perlakuan yaitu selama 

0 jam (T1), 24 jam (T2), 48 jam (T3), 72 jam (T4), 96 jam (T5), dan 120 jam (T6)  

dengan pada suhu ruang kemudian dikeringkan dengan inkubator selama 24 jam 

dengan suhu 37-38℃, lalu dilakukan penghalusan dengan blender.  Setelah itu 

dilakukan pembuatan tempe untuk melihat pertumbuhan mikroba pada inokulum 

tempe yang dihasilkan dari setiap perlakuan. Proses pembuatan inokulum tempe 

penelitian pendahuluan dapat dilihat pada diagram alir Gambar 5. 
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Gambar 5. Pembuatan inokulum tempe penelitian pendahuluan 

(Sumber: Amaliyah dkk., 2017 dengan modifikasi) 
 

3.4.1.2.  Pembuatan Tempe Penelitian Pendahuluan 

 

Pembuatan tempe kedelai mengikuti metode yang dilakukan oleh Alvina dan 

Hamdani, (2019) yang telah dimodifikasi. Proses pembuatan tempe diawali 

dengan ditimbang sebanyak 1,5kg kedelai lalu di rendam air dengan perbandingan 

Tapioka/tepung beras 

Sterilisasi T=121℃, t=15 menit 

Pengeringan dengan oven T=37-38℃, t=24 jam 

Inokulum tempe 

Pembuatan tempe, fermentasi 40 jam 

Penimbangan masing-masing 300 g 

180 mL akuades steril  

Inkubasi  

0 jam 

Penghalusan dengan blender 

Penghomogenan 

6 g Raprima : 6g 

Fermipan 
Penghomogenan 

Inkubasi pada suhu ruang 

Inkubasi  
24 jam 

Inkubasi  
48 jam 

Inkubasi  
72 jam 

Inkubasi  
96 jam 

Inkubasi  
120 jam 
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1:3 selama 12 jam. Kemudian kedelai dibersikan dari kulit ari dengan cara 

diremas, setelah itu direbus selama 1 jam dengan suhu ±90℃, kedelai ditiriskan 

dan didinginkan. Setelah dingin lalu ditimbang dan diinokulasi dengan inokulum 

tempe sebanyak 2% dari berat kedelai. Kedelai dibungkus dengan plastik PE 0,5 

kg yang sudah dilubangi terlebih dahulu sebanyak 16 lubang. Kedelai diinkubasi 

pada suhu 28-30℃ selama 40 jam. Proses pembuatan tempe dapat dilihat pada 

Gambar 6. 

 

 

Gambar 6. Pembuatan tempe kedelai 

(Sumber: Alvina dan Hamdani, 2019 dengan modifikasi)  

Kedelai 

Penimbangan 

Pemisahan kulit ari 

Perendaman t 12 jam 

Perebusan t 1jam, T±90℃ 

Penirisan dan pendinginan 

Penimbangan 

Penginokulasian 

Pembungkusan dengan plastik PE 0,5 kg; 16 lubang 

Penginkubasian t 40 jam, T 28-30℃ 

Tempe 

Kedelai : air (1:3) 

Kulit ari 

Inokulum tempe 

2% (2/100g) 
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3.4.2.   Penelitian Utama 

 

Berdasarkan penelitian pendahuluan maka diperloleh perlakuan terbaik untuk 

dilakukan pada penelitian utama. Penelitian utama diawali dengan persiapan 

kultur Saccharomyces cerevisiae dan Rhizopus oligosporus, dilanjutkan dengan 

pembuatan inokulum tempe, kemudian pengamatan terhadap total mikroba 

(kapang, khamir, dan bakteri), pengujian pH, dan kadar air. 

 

3.4.2.1. Persiapan Kultur Saccharomyces cerevisiae 

 

1. Penyiapan Media Malt Extract Agar (MEA) 

Sebanyak 12,5 gram media MEA dilarutkan dalam aquadest sebanyak 250 mL.  

Kemudian dihomogenisasi dan dipanaskan menggunakan hot plate hingga media 

terhomogenisasi sempurna.  Selanjutnya disterilisasi dengan suhu 121℃ selama 

15 menit.  Setelah itu didiamkan beberapa saat, lalu dituangkan media pada cawan 

sebanyak 20-25 mL, kemudian dibiarkan sampai media memadat.  

 

2. Pembiakan Saccharomyces cerevisiae 

Pembiakan Saccharomyces cerevisiae mengikuti metode Rizal et al. (2021). 

Kultur murni Saccharomyces cerevisiae dikulturkan dalam media Malt Extract 

Agar (MEA) steril menggunakan jarum inokulasi steril dalam cawan petri, 

kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 28℃.  Koloni dipanen dengan 

ditambahkan 10 mL akuades steril dan dilakukan pengambilan secara perlahan 

menggunakan batang dry galski. Saccharomyces cerevisiae dituang dalam tabung 

sentrifuge 50 mL.  Tabung ditimbang dan diputar dengan kecepatan 3000 rpm 

selama 10 menit agar kultur murni terpisah dari supernatan.  Supernatan pada 

tabung sentrifuge dibuang dan didapatkan pellet kultur murni Saccharomyces 

cerevisiae. Jumlah Saccharomyces cerevisiae dihitung menggunakan 

haemacytometer hingga diperoleh Saccharomyces cerevisiae berjumlah 10
7
 

sel/mL.  Proses pembiakan Saccharomyces cerevisiae dapat dilihat pada diagram 

alir Gambar 7.  
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Gambar 7. Diagram alir pembiakan Saccharomyces cerevisiae 
(Sumber: Rizal et al., 2021) 

 

3.4.2.2. Persiapan Kultur Rhizopus oligosporus 

 

1. Penyiapan Media Potato Dextrose Agar (PDA) 

Sebanyak 9,75 gram media PDA ditambahkan aquadest sebanyak 250 mL.  

Kemudian dihomogenisasi dan dipanaskan menggunakan hot plate hingga media 

terhomogenisasi sempurna.  Selanjutnya disterilisasi pada suhu 121℃ selama 15 

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

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

digunakan.  

 

Media MEA 

Penggoresan kultur murni S. cerevisiae menggunakan 

jarum ose ke seluruh permukaan media MEA 

Kultur 

murni 

S.cerevisiae 

Inkubasi t=24-48 jam, T=28℃ 

Akuades 

steril 10 mL 

Pengambilan sel S. cerevisiae secara perlahan 

menggunakan batang dry galski 

Penuangan suspensi S. cerevisiae ke dalam 

tabung sentrifuge ukuran 50 mL 

Sentrifuge pada v=3000 rpm, t=10 menit 

Pemisahan S. cerevisiae dari supernatan 

Pellet S. cerevisiae 

Perhitungan jumlah S. cerevisiae sampai 

diperoleh 10
7
 sel/mL 
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2. Pembiakan Rhizopus oligosporus 

Pembiakan Rhizopus oligosporus mengikuti metode Rizal et al. (2021). Rhizopus 

oligosporus murni dalam dibiakkan dalam media 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-

35℃ sehingga diperoleh Rhizopus oligosporus murni dalam bentuk koloni media.  

Koloni-koloni R. oligosporus tersebut dipanen menggunakan dry galski dengan 

mengambahkan akuades steril sebanyak 10 mL.  Selanjutnya, spora Rhizopus 

oligosporus disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit.  

Supernatan pada tabung sentrifuge dibuang dan didapatkan pellet kultur murni 

Rhizopus oligosporus.  Jumlah Rhizopus oligosporus dihitung menggunakan 

haemacytometer hingga diperoleh Rhizopus oligosporus berjumlah 10
7
 spora/mL.  

Proses pembiakan Rhizopus oligosporus terdapat pada diagram alir Gambar 8.

 

Gambar 8. Diagram alir persiapan inokulum Rhizopus oligosporus 

(Sumber: Rizal et al., 2021) 

Media PDA 

Penggoresan kultur murni R. oligosporus menggunakan 

jarum ose ke seluruh permukaan media PDA 

Kultur 

murni R. 

oligosporus  

Inkubasi t=5-7 hari, T=30-35℃ 

Akuades 

steril 10 mL 

Pengambilan sel R. oligosporus secara perlahan 

menggunakan batang dry galski 

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

Sentrifuge pada v=3000 rpm, t=10 menit 

Pemisahan R. oligosporus dari 

supernatan 

Pellet R. oligosporus 

Perhitungan jumlah R. oligosporus sampai diperoleh 10
7
 spora/mL 
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3.4.2.3. Pembuatan Inokulum Tempe 

 

Pembuatan inokulum tempe mengikuti prosedur Amaliyah dkk. (2017) yang 

dimodifikasi dengan beberapa proses dan perlakuan.  Tapioka dan tepung beras 

masing-masing disterilisasi dengan suhu 121℃ selama 15 menit.  Kemudian 

ditimbang masing-masing sebanyak 300 gram tapioka dan tepung, lalu 

ditambahan akuades steril sebanyak 180 mL pada masing-masing jenis substrat 

hingga adonan dapat dibentuk tetapi tidak terlalu basah (berdasarkan penelitian 

pendahuluan) dan dihomogenkan.  Lalu diinokulasi dengan 6 mL Rhizopus 

oligosporus : 6 mL Saccharomyces cerevisiae yang masing-masing telah dihitung 

dan mengandung 10
7
 sel/mL, kemudian dihomogenkan. Setelah itu pembagian 

adonan tapioka dan tepung beras masing-masing menjadi 6 perlakuan. Kemudian 

dilakukan inkubasi sesuai dengan perlakuan yaitu selama 0 jam (T1), 24 jam (T2), 

48 jam (T3), 72 jam (T4), 96 jam (T5), dan 120 jam (T6) dengan suhu 28℃, 

kemudian dikeringkan dengan oven selama 24 jam dengan suhu 37℃, lalu 

dilakukan penghalusan dengan blender.  Setelah itu dilakukan pengamatan 

terhadap jumlah mikroba (kapang, khamir, dan bakteri), nilai pH, dan kadar air.  

Proses pembuatan inokulum tempe dapat dilihat pada diagram alir Gambar 9. 
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Gambar 9. Diagram alir pembuatan inokulum tempe 

(Sumber: Amaliyah dkk., 2017 dengan modifikasi) 

 

3.4.2.4.  Pembuatan Tempe 

 

Pembuatan tempe kedelai menggunakan inokulum tempe dari perlakuan terbaik 

dengan tujuan untuk melihat karakteristik tempe yang dihasilkan dari inokulum 

tempe terbaik. Prosedur pembuatan tempe kedelai mengikuti metode yang 

dilakukan oleh Alvina dan Hamdani, (2019) yang telah dimodifikasi. Proses 

pembuatan tempe diawali dengan ditimbang sebanyak 500 gram kedelai lalu di 

Tapioka/tepung beras 

Sterilisasi T=121℃, t=15 menit 

Pengeringan dengan oven T=37℃, t=24 jam 

Inokulum tempe 

Pengamatan : 

1. Total kapang 

2. Total khamir 

3. Total bakteri 

4. Nilai pH 

5. Kadar air 

 

Penimbangan masing-masing 300 g 

180 mL akuades steril  

Inkubasi  

0 jam 

Penghalusan dengan blender 

Penghomogenan 

6 mL R.oligosporus : 

6 mL S cerevisiae 
Penghomogenan 

Inkubasi sesuai perlakuan dengan T=28℃ 

Inkubasi  
24 jam 

Inkubasi  
48 jam 

Inkubasi  
72 jam 

Inkubasi  
96 jam 

Inkubasi  
120 jam 

Pembagian adonan 
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rendam air dengan perbandingan 1:3 selama 12 jam. Kemudian kedelai dibersikan 

dari kulit ari dengan cara direma, setelah itu direbus selama 1 jam dengan suhu 

±90℃, kedelai ditiriskan dan didinginkan. Setelah dingin ditimbang sebanyak 100 

gram dan diinokulasi dengan inokulum tempe perlakuan terbaik sebanyak 5% dari 

berat kedelai. Kedelai dibungkus dengan plastik PE 0,5 kg yang sudah dilubangi 

terlebih dahulu sebanyak 16 lubang. Kedelai diinkubasi pada suhu 28-30℃ 

selama 40 jam. Proses pembuatan tempe dapat dilihat pada Gambar 10. 

 

Gambar 10. Pembuatan tempe kedelai 

(Sumber: Alvina dan Hamdani, 2019 dengan modifikasi) 
 

3.5.  Pengamatan 

 

Pengamatan yang dilakukan terhadap inokulum tempe dengan substrat tapioka 

dan tepung beras dengan lama inkubasi berbeda meliputi: total kapang, total 

khamir, total bakteri, nilai pH dan kadar air.   

Kedelai 

Penimbangan 

Pemisahan kulit ari 

Perendaman t 12 jam 

Perebusan t 1jam, T±90℃ 

Penirisan dan pendinginan 

Penimbangan 

Penginokulasian 

Pembungkusan dengan plastik PE 0,5; 16 lubang 

Penginkubasian t 40 jam, T 28-30℃ 

Tempe 

Kedelai : air (1:3) 

Kulit ari 

Inokulum tempe 

5% (5/100g) 
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3.5.1. Derajat Keasaman (pH) 

 

Nilai pH diukur dengan menggunakan pH meter menurut prosedur AOAC (2016). 

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 

tisu.  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.  

 

3.5.2. Kadar Air 

 

Analisis kadar air dilakukan dengan metode gravimetri (AOAC, 2016).  Prinsip 

pengujian adalah bobot yang hilang selama pemanasan pada suhu 105-110
o
C 

dianggap sebagai kadar air yang terkandung pada sampel.  Langkah pertama yaitu 

cawan dipanaskan dalam oven pada suhu 105-110
o
C selama 30 menit dan 

didinginkan dalam desikator selama 15 menit, lalu ditimbang (A).  Selanjutnya 

sampel sebanyak 2 g dimasukan ke dalam cawan lalu ditimbang (B).  Cawan 

berisi sampel dikeringkan di dalam oven suhu 105-110
o
C selama 6 jam. 

Kemudian cawan berisi sampel didinginkan pada desikator selama 15 menit 

kemudian ditimbang. Setelah itu, dikeringkan kembali selama 30 menit lalu 

didinginkan dalam desikator selama 15 menit dan lakukan pengeringan secara 

berulang sampai bobot konstan (C).  Kadar air yang terkandung pada inokulum 

tempe dapat dihitung dengan menggunakan rumus: 

Keterangan:  

A : berat cawan kosong (g) 

B : berat cawan + sampel awal (g) 

C : berat cawan + sampel kering (g) 
 

 

Kadar air = 
𝐵−𝐶 

𝐵−𝐴
  100% 
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3.5.3. Perhitungan Total Khamir pada Inokulum Tempe 

 

Perhitungan jumlah khamir pada inokulum tempe mengikuti prosedur yang 

dilakukan oleh Rizal dkk. (2020) dengan beberapa  modifikasi.  Setiap inokulum 

tempe yang dibuat dilakukan analisis total jumlah khamir dengan menumbuhkan 

biakan pada media Malt Extract Agar (MEA).  Masing-masing inokulum tempe 

diambil sampelnya sebanyak 1 gram dicampur dengan 9 mL NaCl 0,85 % 

dihomogenkan, lalu dibuat seri pengenceran dari 10
-1

 sampai 10
-7

.  Selanjutnya 

diambil masing-masing 1 mL dari tiga pengenceran terakhir dan dilakukan 

penanaman mikroorganisme dengan metode cawan tebar permukaan (surface 

plate count) pada Malt Extract Agar (MEA) secara duplo.  Inkubasi khamir pada 

suhu 30℃ selama 24-48 jam.  Diagram alir proses perhitungan khamir dapat 

dilihat pada diagram alir Gambar 11. 

 
 

Gambar 11. Diagram alir perhitungan khamir 

(Sumber: Rizal dkk., 2020 dengan modifikasi) 

 

3.5.4. Perhitungan Total Kapang pada Inokulum Tempe 

 

Perhitungan jumlah kapang pada inokulum tempe mengikuti prosedur yang 

dilakukan oleh Rizal dkk. (2020) dengan beberapa  modifikasi.  Setiap inokulum 

tempe yang dibuat dilakukan analisis total kapang dengan menumbuhkan biakan 

pada media Potato Dextrose Agar (PDA).  Masing-masing inokulum tempe 

diambil sampelnya sebanyak 1 gram dicampur dengan 9 mL NaCl 0,85 % 

Inokulum tempe 1 g 

Pengenceran 10
-1 

sampai 10
-7 

dengan 9 ml NaCl 0,85 % 

Penanaman pada media MEA 

Inkubasi T=30℃, t=24-48 jam 

Perhitungan total khamir 
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dihomogenkan, lalu dibuat seri pengenceran dari 10
-1

 sampai 10
-7

.  Selanjutnya 

diambil masing-masing 1 mL dari tiga pengenceran terakhir dan dilakukan 

penanaman mikroorganisme dengan metode cawan tebar permukaan (surface 

plate count) pada Potato Dextrose Agar (PDA) secara duplo.  Inkubasi kapang 

dilakukan pada suhu 32℃ selama 24-48 jam.  Diagram alir proses perhitungan 

kapang dapat dilihat pada diagram alir Gambar 12. 

 

 
 

Gambar 12. Diagram alir perhitungan kapang 

(Sumber: Rizal dkk., 2020 dengan modifikasi) 

 

3.5.5. Perhitungan Total Bakteri pada Inokulum Tempe  

 

Jumlah koloni bakteri yang dapat dihitung adalah cawan petri yang mempunyai 

koloni bakteri antara 30-300 koloni.  Sebelum digunakan alat-alat dan media 

disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit dengan tekanan 1 

atm.  Menurut Suzanni dkk. (2020), sampel yang ditimbang sebanyak 1 gram, 

kemudian dilarutkan ke dalam larutan pengencer steril (larutan garam fisiologis) 

dengan volume mencapai 10 mL sehingga didapatkan pengenceran 10
-1

.  Larutan 

tersebut dipipet 1 mL, kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah 

berisi 9 mL larutan pengencer steril untuk memperoleh pengenceran 10
-2

 dan 

seterusnya sampai didapat pengenceran 10
-7

.  Setiap tabung reaksi dari tiga 

pengenceran terakhir tersebut diambil dengan menggunakan pipet sebanyak 1 mL 

selanjutnya dimasukkan ke dalam cawan petri yang sudah disterilkan secara 

Inokulum tempe 1 g 

Pengenceran 10
-1 

sampai 10
-7 

dengan 9 ml NaCl 0,85 

% 

Penanaman pada media PDA  

Inkubasi T=32℃, t=24-48 jam 

Perhitungan total kapang 
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duplo.  Dituangkan 15 mL media NA ke dalam setiap cawan petri kemudian 

digerakkan secara melingkar di atas meja supaya media NA merata.  Setelah NA 

membeku, cawan petri diinkubasi dalam inkubator selama 24-48 jam pada suhu 

37
o
C dengan posisi terbalik, kemudian dilakukan penghitungan jumlah bakteri.  

Diagram alir proses pengamatan jumlah bakteri dapat dilihat pada diagram alir 

Gambar 13. 

 

 
 

Gambar 13. Diagram alir perhitungan total bakteri 

(Sumber: Suzanni dkk., 2020 dengan modifikasi) 
 

Media 

NA 

Pengenceran 10
-1

 menggunakan larutan fisiologis 

sebanyak 9 mL 

Pengenceran hingga tingkat pengenceran 10
-7

 

Penuangan media agar ke dalam cawan petri dan 

dibiarkan hingga memadat 

Inkubasi pada T=37℃, t=24-48 jam 

Perhitungan total bakteri 

Inokulum tempe 1 g 



 

 
 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1.  Kesimpulan 
 

 

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Jenis substrat berpengaruh nyata terhadap total khamir, total bakteri, pH, 

kadar air, dan tidak berpengaruh nyata terhadap  total kapang pada inokulum 

tempe. 

2. Lama inkubasi berpengaruh nyata terhadap total kapang, total khamir, total 

bakteri, pH, kadar air pada inokulum tempe. 

3. Inokulum tempe terbaik adalah inokulum tempe yang menggunakan jenis 

substrat tepung beras dengan lama inkubasi 96 jam yang menghasilkan 

inokulum tempe dengan total kapang 9,02 log CFU/g, total khamir 9,17 log 

CFU/g, total bakteri 7,81 log CFU/g, pH 4,2, dan kadar air 7,75%.  

 

5.2.  Saran 

 

Saran yang diajukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Selalu menjaga kondisi ruangan kerja dalam keadaan aseptis agar tidak terjadi 

kontaminasi pada media pertumbuhan mikroba. 

2. Perlu dilakukan pengujian lanjutan terhadap masa simpan tempe yang 

dihasilkan dari inokulum terbaik yaitu inokulum tempe dengan substrat 

tepung beras dengan lama inkubasi 96 jam. 
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