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ABSTRACT 

 
 

POTENTIAL OF TEMPE AS PREBIOTIC SOURCE ON THE GROWTH OF 

Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli 

 

By 

 

 

SAFIRATUL MARDIAH 
 

 

Tempeh contains oligosaccharides which have the potential to act as prebiotics. 

The ability of probiotic microbes to grow well in tempeh extract is an indication 

of the presence of probiotic bacteria. The research is to monitor the growth of 

Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae, and Escherichia coli in tempeh 

extract growth media with different concentrations, to determine the effect of 

added concentration of tempeh on the growth of Lactobacillus casei, 

Saccharomyces cerevisiae and Eschericia coli, to determine the comparison of the 

growth of Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae and Eschericia coli 

modified tempeh extract with commercial tempeh extract. The experimental 

design was carried out using a Complete Randomized Block Design (CRBD) 

analyzed using analysis of variance (Anova) and followed by a follow-up BNT 

test at the 5% level. The observations made were growth tests for Lactobacillus 

casei, Saccharomyces cerevisiae, and Escherichia coli. Modified tempeh has the 

potential to support the growth of Lactobacillus casei and Saccharomyces 

cerevisiae but inhibits the growth of Escherichia coli bacteria. Further tests at the 

5% level on the total growth of Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiaeand 

Escherichia coli were each significantly different at the 5% level, but the 

concentration of modified tempe extract had no significant effect on the growth of 

these three microbes. Lactobacillus casei and Saccharomyces cerevisiae grow 

more optimally in substrates containing modified tempeh extract, but Escherichia 

coli does not grow in modified tempeh extract substrates and grows optimally in 

substrates containing glucose. Except for substrates containing commercial 

tempeh extract, Escherichia coli can grow at a 2% tempeh extract concentration of 

(4.456 Log CFU/mL). 
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ABSTRAK 
 

 POTENSI TEMPE SEBAGAI SUMBER PREBIOTIK TERHADAP 

PERTUMBUHAN Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae Dan 

Escherichia coli 

 

 

Oleh 

 

 

SAFIRATUL MARDIAH 

 

Tempe mengandung oligosakarida yang berpotensi sebagai prebiotik. 

Kemampuan mikroorganisme probiotik untuk tumbuh subur pada ekstrak tempe 

menjadi salah satu tanda adanya bakteri prebiotik. Tujuan penelitian ini ialah, 

memonitor pertumbuhan Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan 

Escherichia coli pada media tumbuh ekstrak tempe dengan konsentrasi yang 

berbeda, mengetahui pengaruh konsentrasi penambahan tempe terhadap 

pertumbuhan Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan Escherichia coli, 

mengetahui perbandingan pertumbuhan Lactobacillus casei, Saccharomyces 

cerevisiae dan Escherichia coli ekstrak tempe termodifikasi dengan ekstrak tempe 

komersil. Rancangan percobaa dilakukan dengan tata letak RAKL, dianalisis 

dengan ANOVA, dan ditindaklanjuti dengan BNT pada taraf signifikansi 5%. Tes 

pertumbuhan untuk Lactobacillus casei dilakukan, Saccharomyces cerevisiae dan 

Escherichia. coli. Tempe termodifikasi berpotensi mendukung pertumbuhan 

Lactobacillus casei dan Saccharomyces cerevisiae namun menghambat 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Uji lanjut dengan taraf 5% terhadap 

pertumbuhan total Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan Escherichia 

coli masing-masing berbeda nyata pada taraf 5%, namun konsentrasi ekstrak 

tempe termodifikasi tidak berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan ketiga 

mikroba tersebut. Lactobacillus casei dan Saccharomyces cerevisiae lebih optimal 

tumbuh dalam substrat yang mengandung ekstrak tempe termodifikasi, namun 

Escherichia coli tidak tumbuh dalam substrat ekstrak tempe termodifikasi, dan 

tumbuh optimal dalam substrat yang mengandung glukosa. Kecuali pada substrat 

yang mengandung ekstrak tempe komersil, Escherichia coli dapat tumbuh pada 

konsentrasi ekstrak tempe 2% sebesar (4,456 Log CFU/mL).  

 

 

 

 

Kata kunci : Escherichia coli, Lactobacillus casei, Oligosakarida, 

Saccharomyces cerevisiae dan Tempe.  
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Tempe digolongkan sebagai bahan pangan fungsional dari hasil fermentasi 

kedelai menggunakan mikroorganisme Rhizopus sp. Tempe mengandung 

beberapa senyawa seperti, genestein, daidzein, pitosterol, asam fitat, asam fenolik, 

lesitin, serta protease inhibitor yang merupakan bahan kimia antibakteri dan 

antioksidan yang ditemukan dalam tempe. (Dwinaningsih, 2010). Menurut 

Espinosa and Ruperez (2006), Biji kedelai mengandung oligosakarida yaitu 

galaktosaoligosakarida (GOS), kandungan GOS pada biji kedelai yaitu sebesar 

21–53%. GOS termasuk jenis serat yang memberi makan bakteri baik dalam usus 

besar. GOS yang terdapat pada tempe memiliki kegunaan praktis sebagai 

prebiotik. Dengan menggunakan kandungan prebiotik tempe sebagai substrat, 

pertumbuhan bakteri probiotik dapat dirangsang.  

 

Kedelai adalah contoh makanan nabati yang secara alami mengandung 

oligosakarida. Oligosakarida, juga dikenal sebagai oligosakarida kedelai yang 

dapat berfumgsi sebagai sumber prebiotic. Fermentasi oligosakarida mengasilkan 

Asam lemak rantai pendek (SCFA), yang dapat menurunkan pH usus dan 

meningkatkan populasi bakteri bermanfaat sekaligus menurunkan populasi bakteri 

berbahaya (Krismaputri, 2019). Menurut Huebner dkk. (2007) menyatakan bahwa 

aktivitas prebiotik suatu substrat dapat diukur dari kapasitasnya untuk mendorong 

pertumbuhan mikroba dibandingkan dengan mikroorganisme lain dan substrat 

non-prebiotik seperti glukosa. 

 

Prebiotik umunya bermanfaat untuk meningkatkan bakteri baik didalam usus 

seperti bakteri asam laktat dan Bifidobacteria (Nursalam, 2013). Penyerapan 
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nutrisi usus kecil meningkat dapat disebabkan oleh berkurangnya bakteri patogen 

di sistem pencernaan (Andriani et al., 2020). Bakteri lainnya yaitu khamir 

Saccharomices cerevisiae,  bakteri ini digunakan untuk meningkatkan kesehatan 

serta sebagai sumber prebitik dan imonistimulan bagi system pencernaan (Ahmad, 

2005). Mancini dan Paci (2021) mendapatkan hasil positif dari pemberian S. 

cerevisiae pada kelinci dalam penurunan bakteri berbahaya dan peningkatan 

bakteri anaerob baik di usus kecil. 

 

Kedelai yang merupakan bahan baku tempe mengandung oligosakarida berupa 

rafinosa dan stakiosa yang berpotensi sebagai prebiotik (Aritonang, 2019). 

Penelitian ini menggunakan dua jenis tempe yaitu tempe termodifikasi dengan 

penambahan khamir Saccharomices cerevisiae dan tempe komersil. Potensi tempe 

Penelitian mengenai potensi bahan ini sebagai sumber prebiotik masih banyak 

yang bisa dilakukan. Keberadaan mikroba probiotik dapat dipastikan jika tumbuh 

dan berkembang pada ekstrak tempe merupakan indikasi adatnya potensi tempe 

sebagai prebiotik. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian mengenai potensi 

tempe sebagai sumber prebiotik terhadap pertumbuhan Lactobacillus casei, 

Saccharomyces cerevisiae dan Escherichia coli.  

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Ada beberapa tujuan dari penelitian ini: 

1. Memonitor perkembangan Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan 

Escherichia coli pada media tumbuh ekstrak tempe dengan konsentrasi yang 

berbeda 

2. Mengetahui pengaruh konsentrasi penambahan tempe terhadap pertumbuhan 

Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan Escherichia coli 

3. Mengetahui perbandingan pertumbuhan Lactobacillus casei, Saccharomyces 

cerevisiae dan Escherichia coli ekstrak tempe termodifikasi dengan ekstrak 

tempe komersil 
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1.3 Kerangka Pemikiran 

 

Tempe yang berbahan dasar kedelai memiliki kandungan oligosakarida yaitu 

rafinosa dan stakiosa, oligosakarida  merupakan serat yang tidak dapat dicerna 

oleh tubuh sehingga menyebabkan kembung dan rasa tidak nyaman. Mukosa usus 

manusia tidak meimiliki enzim pencernaan yaitu α-galaktosidase. Karena itu, 

oligosakarida kurang diserap oleh tubuh (Sukardi, 2001). Oligosakarida yang 

terdapat pada ekstak tempe ini memiliki manfaat lain dalam sistem pencernaan 

manusia yaitu sebagai sumber prebiotik, terutama bagi orang-orang yang kesulitan 

mencerna laktosa karena kekurangan bakteri menguntungkan di usus kecil 

(Bifidobacteria dan Lactobacillus) (Mahmud, 2004). Manfaat dari pemberian 

probiotik termasuk menekan produksi toksin bakteri patogen, meningkatkan 

enzim pencernaan, dan meningkatkan produksi vitamin dan zat antibiotik, yang 

semuanya berkontribusi terhadap peningkatan kesehatan (Sumarsih et al., 2012).  

 

Tempe yang diteliti terdiri dari dua jenis tempe yaitu tempe termodifikasi dengan 

penambahan khamir Saccharomyces cerevisiae dan tempe komersil yang 

diharapkan dapat meningkatkan pertumbuhan Lactobacillus casei dan 

Saccharomyces cerevisiae serta mencegah pertumbuhan Escherichia coli. Tempe 

perlu diekstrak terlebih dahulu untuk mendapatkan kandungan oligosakarida yang 

dapat digunakan sebagai sumber prebiotik. Ekstraksi dilakukan menggunakan 

metode maserasi dengan pelarut air.  Budhisatria et al., (2017) melaporkan bahwa 

oligosakarida dalam pisang lebih efektif merangsang perkembangan Lactobacillus 

casei dibandingkan Escherichia coli. Penambahan konsentrasi yang berbeda-beda 

diduga dapat memberikan pengaruh terhadap pertumbuhan perkembangan 

Lactobacillus casei dibandingkan Escherichia coli dengan penambahn ekstrak 

tempe sebagai sumber prebiotik.  

 

 

1.4 Hipotesis 

 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah: 

1. Terdapat pertumbuhan  Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan 

Escherichia coli pada ekstrak tempe dengan konsentrasi yang berbeda 
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2. Tedapat pengaruh konsentrasi penambahan tempe terhadap pertumbuhan 

Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan Escherichia coli 

3. Tedapat total mikroba tertinggi antara ekstrak tempe termodivikasi dengan 

tempe komersil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tempe 

Tempe merupakan produk pangan yang berbahan dasar kedelai yang di fermentasi 

dengan jamur Rhizopus sp. Karbohidrat, lemak, protein, serat, vitamin, enzim, 

daidzein, serta genisten merupakan beberapa dari sekian banyak zat bermanfaat 

yang ditemukan dalam satu potong tempe. Karakteristik antimikroba tempe 

berguna untuk penderita diare, terutama anak keci(Nurhidajah, 2010). Kualitas 

tempe seperti yang dijelaskan oleh Winanti dkk. (2014), memiliki permukaan 

berwarna putih cerah dan merata, strukturnya padat dan konsisten, memiliki rasa 

dan aroma khas tempe. BSN (2009) menetapkan persyaratan mutu tempe 

sebagaimana disajikan Tabel 1. 
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Tabel 1. Syarat Mutu Tempe (SNI, 3144-2009) 

No Kriteria Uji Satuan persyaratan  

1 Keadaan 
 

kompak, jika diiris tetap utuh 

tidak (tidak mudah rontok) 

1.1 Warna 

- 

putih merata pada seluruh  

permukaan 

1.2 Bau - bau khas tempe tanpa adanya  

bau amoniak 

1.3 Rasa -  

2 kadar air fraksi massa % Maks,65 

3 Kadar abu fraksi massa % Maks, 1,5 

4 kadar lemak fraksi massa % Min 10 

4 

kadar protein 

(Nx5,71) fraksi massa % Min, 16 

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 Ciliform  Maks, 10 

8.2 Salmonella sp. AMP/g Negatif/25 g 

Sumber : Badan Standarisasi Nasional Indonesia (2009) 

 

Uunsur yang bermanfaat bagi kesehatan yang terdapat Nutrisi seperti protein, 

serat, dan bahkan isoflavon seperti daidzein dan genestein dapat ditemukan dalam 

tempe, serta zat antioksidan dan komponen antibakteri yang memiliki kemampuan 

sebagai obat (Astawan et al, 2013). Kadar protein tempe kedelai meningkat saat 

dilakukan proses perebusan dan pengukusan. Pada penggorengan dan 

pemanggangan mengalami penurunan, Karena sebagian minyak goreng akan 

mengisi ruang menggantikan air yang menguap, maka konsentrasi protein akan 

menurun sehingga menyebabkan kadar protein rendah (Nurhidajah, 2009). 

Kapang dan beberapa mikroorganisme yang lain, selama proses fermentasi tempe, 

terlibat dalam aktivitas pertumbuhan sehingga terjadi penguraian protein, lemak, 

dan karbohidrat yang menghasilkan senyawa sederhana sehingga lebih mudah 

dicerna oleh tubuh. Menurut Rahayu et al (2015), protein pada tempe akan 

diuraikan enzim proteolitik menjadi protein dan asam amino. Komposisi nilai gizi 

kedelai dan tempe kedelai disajikan pada Tabel 2.  
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Table 2. Komposisi nilai gizi kedelai dan tempe kedelai 

Komposisi Gizi Kedelai Tempe Kedelai 

Air % (bb) 10,09 61,42 

Abu % (bk) 5,8 2,43 

Protein & (bk) 37,1 48,07 

Lemak %(bk) 19,41 33,09 

Karbohidrat (bk) 37,68 17,81 

Sumber : Astawan et al. (2013). 

 

Tempe digolongkan pangan fungsional karena memiliki banyak manfaat seperti, 

anti alergi (Kasmidjo, 1990), antioksidan, antibakteri, anti kanker, anti hemolitik  

(Pawiroharsono, 1997), anti infeksi (Karyadi dan Hermana, 1995). Kolesterol 

darah dapat diturunkan dengan adanya serat pada tempe (Brata dan Arbai, 1999). 

Menurut Espinosa dan Ruperez (2006), kandungan GOS pada kedelai yang 

digunakan untuk membuat tempe berkisar antara 47% hingga 53%. GOS 

merupakan prebiotik yang dapat ditemukan pada tempe. Menurut Gibson dan 

Ruberfroid (2008), prebiotik berfungsi sebagai makanan bagi bakteri probiotik 

dan mendorong pertumbuhannya. Salah satu manfaatnya adalah bakteri probiotik 

dapat membantu mencegah bakteri berbahaya berkembang biak di usus.  

 

Oligosakarida pada tempe yaitu rafinosa dan stakiosa adalah gula yang tidak dapat 

dicerna yang dapat menyebabkan pembentukan gas serta ketidak nyamanan pada 

saluran cerna. Manusia kekurangan enzim pencernaan galaktosidase, yang 

diperlukan untuk memecah kandungan oligosakarida dalam kacang-kacangan, 

khususnya kelompok rafinosa. Karena masalah ini, tubuh tidak dapat menyerap 

oligosakarida. (Sukardi, 2001). Menurut Salahudin dan Utomo (2012) stakiosa 

merupakan senyawa tetrasakarida nonreduktif terdiri dari 1 molekul fruktosa (α -

1-2 fruktosa) dan 3 molekul galaktosa (α -1-6 galaktosa). Rafinosa merupakan dua 

unit gula galaktosa dan satu unit gula fruktosa yang membentuk trisakarida 

nonreduktif. Struktur stakiosa dan rafinosa disajikan pada Gambar 1. 
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Sumber : Salahudin & Utomo (2012)  

 

Galaktooligosakarida adalah oligosakarida yang terdiri dari 3-10 molekul 

galaktosa dan glukosa, yang terbentuk dari reaksi transgalaktosilasi dengan 

bantuan enzim β-galaktosidase. Galaktooligosakarida setara dengan oligosakarida 

lainnya dalam hal kemampuan prebiotik, immunomodulasi dan sifat fungsional 

dalam makanan. Selain mampu meningkatkan pertumbuhan dan aktivitas 

mikroflora, GOS juga dapat menghambat serangan bakteri patogen dalam usus 

besar. (Shoaf et al, 2006).  GOS memiliki nilai kalor yang rendah, manis, tahan 

suhu tinggi dan lingkungan asam, serta mudah larut.(Sangwan et al., 2011). 

Penelitian ini menggunakan tempe yang sudah diekstraksi agar mempermudah 

dalam proses penumbuhan mikroba pada media pertumbuhan bakteri.  

 

 

2.2 Mikrobiologi Tempe 

 

Fermentasi dalam pembuatan tempe melibatkan beragam jenis mikroorganisme. 

Sejumlah Inokulum tempe merupakan spora kapang yang digunakan dalam proses 

fermentasi. Inokulum tempe sangat penting fungsinya dan mempengaruhi mutu 

Gambar 1. Struktur Stakiosa (a) dan Rafinosa (b) 
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tempe. R. oligosporus merupakan kapang terpenting dalam proses fermentasi 

tempe.(Kustyawati et al., 2014). Namun Rahayu et al (2015) menambahkan  jika 

terdapat kapang lainnya dari jenis Rhizopus  ditemukan dalam tempe selain R. 

oligosporus, antara lain adalah R. arrhizus, R. oryzae R. stoloniferous. Rhizopus 

yang digunakan untuk membuat tempe mengandung Enzim yang mengkatalisis 

proses proteolisis dan melepaskan substrat asam aminonya serta peptida.  

 

Fermentasi kedelai oleh kapang tempe dapat meningkatkan mutu nutrisi dari 

kedelai. Rhizopus oligosporus meningkatkan nutrisi kedelai dengan menghasilkan 

roduksi protease dan α-amilase mensintesa vitamin B (Wipradnyadewi et al., 

2004) dan menghasilkan Zat dengan sifat antibiotik yang efektif melawan 

berbagai macam patogen (Roubous et al., 2010). Konsumsi tempe secara terus-

menerus diketahui dapat mencegah gangguan pencernaan (Babu et al., 2009). 

Antibiotik yang dihasilkan oleh jamur Rhizopus sp bersifat melawan terhadap 

berbagai mikroorganisme patogen penyebab penyakit yang menjadi sumber 

gangguan usus dan disentri (Roubous et al., 2010). Sifat antibakteri tempe 

dikaitkan dengan kemampuannya meredakan diare. Menurut Bintari et al (2008), 

Glikoprotein pada tempe yang merupakan sumber sifat antibakteri mampu 

melawan bakteri patogen. Mikroskopis tempe disajikan pada Gambar 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber : Rosidah (2023) 

 

Beberapa penelitian menghasilkan temuan bahwa selain kapang, terdapat mikroba 

lain seperti bakteri dan khamir yang ikut terlibat dlam fermentasi tempe. Menurut 

Kustyawati (2009) bakteri asam laktat merupakan mikroorganisme yang sering 

ditemukan dan tumbuh selama fermentasi kedelai menjadi tempe yang memegang 

peranan penting . Efriwati dkk. (2013) menambahkan bahwa sering ditemukan 

bakteri asam laktat dalam fermentasi tempe dan berperan dalam menghasilkan 

Gambar 2. Mikroskopis tempe 



10 
 

 
 

tekstur dan aroma yang baik, sedangkan  khamir mempunyai peran penting dalam 

meningkatkan kualitas serta gizi tempe yang menyehatkan bagi tubuh.  

 

 

2.3. Prebiotik 

 

Tidak dapat dicerna oleh usus kecil, prebiotik asam lemak rantai pendek (SCFA) 

dan gas (CO2, metana, dan hidrogen) diproduksi melalui fermentasi oleh bakteri 

didalam usus besar, kemudian asam lemak tersebut akan diabsorbsi oleh tubuh 

(Ngatirah, 2009). Menurut FAO (2007) prebiotik merupakan komponen pangan 

yang dapat memberi keuntungan untuk kesehatan inang. Bahan pangan prebiotik 

juga telah diklasifikasikan sebagai Generally Recognized as Safe (GRAS). Inulin, 

fruktooligosakarida (FOS), oligosakarida kedelai, isomaltooligosakarida, 

transgalaktooligosakarida, laktulosa, piro-dekstrin, xylo-oligosakarida, 

laktosukrosa, dan xylo-oligosakarida merupakan contoh senyawa prebiotik. 

(Azhar, 2009). Wang (2009) mengklaim bahwa serat adalah bentuk prebiotik yang 

paling umum dikonsumsi manusia. Selain itu, menurut Hardisari et al. (2016) 

Karbohidrat juga termasuk dalam prebiotik yang paling menjanjikan. Sayuran, 

umbi-umbian, dan buah-buahan merupakan sumber prebiotik yang baik untuk 

dikonsumsi.  

 

Prebiotik adalah salah satu jenis bahan tambahan makanan yang tidak dapat 

dipecah oleh sistem pencernaan manusia, namun dikaitkan dengan manfaat 

kesehatan karena mendorong pertumbuhan bakteri baik di usus besar. Jika suatu 

bahan makanan ingin dianggap sebagai prebiotik, maka harus memenuhi beberapa 

kriteria, termasuk ketahanan terhadap hidrolisis dan penyerapan di kerongkongan 

dan lambung, fermentasi di usus, mampu mempertahankan pH asam, dan selektif 

terhadap bakteri dan jamur tertentu yang bermanfaat di usus besar  (Brownawell 

et al., 2012). 

 

 

2.4. Probiotik 

 

Mikroorganisme yang bermanfaat bagi system cerna dapat disebut sebagai 

probiotik dan meningkatkan kesejahteraan inangnya (Salminen, 1999). Efek 



11 
 

 
 

positif dari aktivitas probiotik terbagi dalam tiga aspek, yaitu nutrisi, fisiologi, dan 

antimikroba. Aspek nutrisi berasal dari penyediaan enzim yang membantu 

metabolisme penyerapan laktosa (laktase), sintesis beberapa jenis vitamin 

(vitamin K, asam folat, piridoksin, asam pantotenat, biotin, dan riboflavin), serta 

dapat menghilangkan racun hasil metabolit komponen makanan di usus. Aspek 

fisiologis meliputi kemampuan untuk menjaga keseimbangan komposisi 

mikrobiota usus sehingga menekan resiko infeksi penyakit dan menstimulasi 

sistem kekebalan tubuh. Aspek kemampuan antimikroba dinyatakan melalui 

kemampuan memperbaiki ketahanan terhadap patogen (Naidu dan Clemens, 

2000). Aktivitas terhadap patogen ini juga dapat berasal dari kemampuan adhesi 

yang dimiliki probiotik (Collado et al., 2007). 

 

Probiotik menurut FAO/WHO (2007) adalah mikroorganisme hidup yang masuk 

dalam jumlah yang cukup sehingga dapat memberikan manfaat kesehatan bagi 

inang. Jumlah yang cukup yang dimaksud oleh FAO/WHO (2007) ini adalah 106 -

108 CFU/g dan diharapkan dapat berkembang menjadi 1012 CFU/g di dalam 

kolon. International Dairy Federation (IDF) memberikan standar jumlah 

minimum probiotik hidup sebagai acuan adalah 106 koloni/ml pada produk akhir 

(Indratingsih et al., 2004). Jumlah probiotik hidup harus mampu untuk melewati 

kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan, seperti terekspos asam lambung 

dan garam empedu, sehingga masih memiliki aktivitas fisiologis (Charteris et al., 

1998). 

 

 

2.5. Bakteri Asam Laktat (Lactobacillus casei) 

 

Bakteri Asam laktat merupakan bakteri gram positif, tidak membentuk spora, 

berbentuk batang atau bulat, dan menghasilkan asam laktat dalam fermentasi 

karbohidrat (Pato, 2003) Bakteri asam laktat (BAL) disebut bakteri anaerob 

fakultatif karena dapat hidup dengan atau tanpa oksigen. (McDonald et al., 2002). 

Bakteri asam laktat pada umumnya digunakan untuk meningkatkan kesehatan 

pada beberapa macam makanan, atau dapat disebut sebagai agen makanan 

fungsional, hal ini berdasarkan pada karakteristik mikroorganisme probiotik 
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(Marteu et al. 1993). Morfologi sel Lactobacillus casei bisa diketaui pada gambar 

3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber : Subakti (2016) 

 

Probiotik Lactobacillus casei adalah anggota genus Lactobacillus (Fuller, 1992 

pada Shahravy, 2012). Lactobacillus casei yaitu bakteri gram positif berbentuk 

batang (basil), tak mempunyai spora, tak memiliki alat gerak dan biasanya 

anaerob (Fuller, 1997). Berikut merupakan klasifikasi dari bakteri L. casei: 

 

Filum : Firmicutes 

Kelas : Bacili 

Ordo : Lactobacillales 

Famili : Lactobacillaceae 

Genus  : Lactobacillus 

Spesies  : Lactobacillus casei (Garrity et al., 2004) 

 

Lactobacillus casei dapat merombak rantai glukosa (karbohidrat) menjadi 

komponen yang lebih sederhana. Aktivitas L. casei dalam berbagai medium 

fermentasi menyebabkan meningkatnya jumlah asam keseluruhan dalam medium 

yang terakumulasi menjadi suatu produk akhir fermentasi (Prastyaharasti et al., 

2014). Tingginya kadar Selama fermentasi, asam laktat terbentuk dan 

menyebabkan media terasa asam karena derajat pH yang sangat rendah, sehingga 

dapat menekan populasi bakteri lain yang bersifat patogen (Jenie, 1996). Proses 

pembiakan bakteri asam laktat ialah menggunakan proses inokulasi, yang 

Gambar 3. Morfologi sel bakteri Lactobacillus casei 
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merupakan proses pemindahan bakteri secara teliti dari satu media ke media 

lainnya (Aritonang et al., 2019). 

 

 

2.6 Pembiakan Lactobacillus casei 

 

Pertumbuhan bakteri Lactobacillus casei didefenisikan sebagai jumlah koloni 

bakteri probiotik L. casei yang tumbuh pada medium Lactobacilli deMan, Rogosa 

and Sharpe Agar (MRSA) setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C yang 

sebelumnya ditumbuhkan pada medium Lactobacilli deMan, Rogosa and Sharpe 

Broth (MRSB) yang telah disuplementasi dengan ekstrak inulin pada berbagai 

konsentrasi yang berbeda masa inkubasi 24 jam, rotasi 150 rpm pada suhu 37°C 

(Ayu, 2015). 

 

 

2.7. Saccharomyces cerevisiae 

 

Strain ragi Saccharomyces cerevisiae memiliki kapasitas luar biasa untuk 

memfermentasi gula menjadi etanol. Ragi roti adalah mikroorganisme yang 

dipelajari dengan baik dengan profil metabolisme yang dipahami secara 

menyeluruh. Etanol, karbon dioksida, dan air merupakan produk metabolit utama, 

dengan sejumlah senyawa tambahan yang dihasilkan dalam jumlah sedikit. Ragi 

dapat tumbuh di lingkungan bebas oksigen tetapi lebih suka tumbuh di lingkungan 

non-oksigen. Kondisi optimal untuk pertumbuhan S. cerevisiae adalah 30°C dan 

pH 4,0 hingga 4,5. Panas dihasilkan selama proses fermentasi, proses fermentasi 

akan terhambat dan suhu akan naik apabila pendinginan tidak dilakukan 

(Khodijah & Ahmad, 2015). Morfologi Saccharomyces cerevisiae bisa diketahui 

pada Gambar 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber : Simbolon (2018) 

Gambar 4. Morfologi sel Saccharomyces cerevisiae 
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Peneliti Nurhariyati dkk. (2004) menemukan bahwa sel Saccharomyces 

mempunyai bentuk bulat, oval pendek, atau oval, mengalami tunas multilateral, 

berukuran antara [(2,5-) x (3,5-)] -[(3-6) x(5-7,5)] mikrometer, dan tidak memiliki 

pseudohifa. dan hifa. Saccharomyces memiliki bentuk sel tidak ogival, asci tidak 

mudah pecah, memiliki askospora berbentuk bulat-oval dan tidak memiliki 

ballistopora. Khamir ini dapat dimanfaatkan sebagai prebiotik dan imunostimulan 

dan kegunaan lainnya di dalam meningkatkan kesehatan (Ahmad, 2005). Mancini 

dan Paci (2021) mengamati  pemberian S. cerevisiae pada mikroba usus kelinci 

dalam menurunkan bakteri berbahaya serta peningkatan bakteri aerobik dan 

anaerobik yang menguntungkan. 

 

 

2.8 Pembiakan Saccharomyces cerevisiae  

 

Saccharomyces cerevisiae dapat diperoleh dari ragi atau yeast. Yeast adalah 

sejenis jamur uniseluler yang bertanggung jawab untuk fermentasi. Ragi 

merupakan media budidaya yang sering mengandung mikroorganisme yang 

melakukan fermentasi. Cairan nutrisi dapat berfungsi sebagai media pertumbuhan 

ragi. Ragi umumnya digunakan dalam produksi roti, bir, dan makanan serta 

minuman fermentasi lainnya. Yeast berkembang biak dengan suatu proses yang 

dikenal dengan istilah pertunasan, yang menyebabkan terjadinya peragian. 

Sebagian besar yeast berasal dari mikroorganisme jenis Saccharomyces cerevisiae 

(Mudjajanto dan Yulianti, 2004). 

 

Ragi mengandung beberapa enzim yang berbeda, seperti protease, invertase, 

maltase, dan zymase, sebagaimana dinyatakan oleh US Wheat Association (1981). 

Ragi bergantung pada invertase, maltase, dan zymase, tiga enzim penting. Proses 

fermentasi dimulai oleh enzim invertase yang ditemukan dalam ragi. Sukrosa 

yang dilarutkan dalam air dipecah oleh enzim ini menjadi glukosa dan fruktosa, 

dua jenis gula sederhana. Karbon dioksida dan alkohol adalah produk sampingan 

dari pemecahan karbohidrat sederhana. Enzim amilase tepung dapat mengubah 

glukosa menjadi maltosa, yang kemudian digunakan ragi sebagai bahan bakar 

untuk fermentasi lebih lanjut. 
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Saccharomyces cerevisiae dikembangkan dalam berbagai media cair untuk 

propagasi.. Isolasi Khamir S.cerevisiae dapat dilakukan secara komersial 

menggunakan Fermipan. (Febriyanti et al., 2017). Isolasi khamir dipakai dengan 

memasukkan 1 gram ragi roti kedalam tabung reaksi, ditambahkan 10 mL air 

suling steril, dan campuran dihomogenisasi. Langkah selanjutnya adalah 

mengencerkan homogenat sebanyak 102 dengan menambahkan air suling steril 9 

mL. Prosedur ini diulangi berulang kali hingga faktor pengenceran mencapai, 

kemudian 1 mL larutan di ambil menggunakan pipet dan disebarkan secara merata 

ke seluruh media PDA, kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama dua hari. 

Penerapan metode kultur cair memperbanyak S. Cerevisiae dengan ditumbuhkan 

pada media Yeast Malt Broth (YMB)..  

 

 

2.9 Escherichia coli 

 

Bakteri Gram negatif Escherichia coli dapat ditemukan pada kotoran mamalia 

(Verdier et al., 2012). Escherichia coli adalah sejenis bakteri yang termasuk dalam 

gram negative.  Menurut Radji (2011) Escherichia coli terdapat dalam tubuh 

manusia yaitu pada system pecernaan usus besar yang berfungsi mengurai makan 

menjadi feses dan termasuk dalam famili Enterobacteriaceae. Organisme 

berbentuk batang pendek yang bergerak dengan flagela dan sering disebut dengan 

coccobacilli. Morfologi sel bakteri Escherichia coli  disajikan di Gambar 5.  

 

 

 

 

 

 

 

Sumber : Trisno (2019) 

 

Menurut Songer dan Post (2005), klasifikasi Escherichia coli adalah sebagai 

berikut : 

 

Gambar 5. Morfologi sel bakteri Escherichia coli 
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Kingdom  : Bacteria  

Filum  : Proteobacteria  

Kelas  : Gamma Proteobacteria  

Ordo  : Enterobacteriales  

Famili  : Enterobacteriaceae  

Genus  : Escherichia  

Spesies  : Escherichia coli 

 

E. coli sering dikenal sebagai coccobacillus, adalah sejenis mikroorganisme yang 

bersifat gram negatif dan berbentuk batang. Dimensi flagel 0,4-0,7 m × 1,4 m 

telah terlihat pada bakteri ini (Radji, 2011). Koloni E. coli memilili bentuk 

lingkaran, cembung, serta halus dengan tepian bening (Hidayati et al, 2016) dan 

berukuran panjangnya 2 mikrometer, diameter 0,7 mikrometer, dan lebar 0,4-0,7 

mikrometer. E. coli adalah sejenis bakteri yang disebut anaerob fakultatif, artinya 

bakteri ini dapat bertahan hidup di lingkungan anaerobik atau aerobik. Untuk 

pertumbuhan oksidatif, oksigen digunakan sebagai pasokan karbon eksogen dan 

sumber energi. Fermentasi merupakan sumber energi utama bagi organisme 

anaerobik (Sutiknowati, 2011). Terdapat 150 antigen O berbeda pada E. coli, 50 

antigen H berbeda, dan 90 antigen K berbeda. Mikroorganisme selain inang dapat 

mengangkut antigen O tertentu. Infeksi saluran kemih dan diare merupakan dua 

kelainan yang dikaitkan dengan antigen O (Karsinah, 2011)..  

 

Keberadaan bakteri E. coli yang ada di lingkungan membantu menguraikan bahan 

organik dan menyuplai unsur hara bagi tanaman (Trisno, 2019). Bakteri yang 

dikenal sebagai Escherichia coli ditemukan di saluran pencernaan dan akhirnya 

dikeluarkan dari tubuh melalui tinja. Penyakit menular disebarkan oleh bakteri 

patogen yang ditemukan dalam tinja. Virus dapat hidup berminggu-minggu pada 

suhu serendah 10°C hanya dalam satu gram kotoran (Zikra, 2018). Menurut 

Widhyari (2014), menyatakan bahwa infeksi E.coli berpotensi mematikan dan 

menyebabkan kematian septikemia, serta keberadaannya Akibatnya, penyakit bisa 

menjadi lebih parah. Laporan yang tersebar luas menunjukkan adanya bakteri E. 

coli melebihi batas yang diizinkan menimbulkan gangguan Kesehatan pada 
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manusia seperti diare, meningitis, serta Hemolytic Uremic Syndrome (HUS). 

(lvarez-Astorga et al., 2002) 

 

 

2.10 Metode Maserasi 

 

Ekstraksi merupakan proses pemisahan kandungan senyawa aktif dari jaringan 

tumbuhan menggunakan pelarut tertentu. Beberapa hal yang dapat mempengaruhi 

efisiensi ekstraksi, yaitu bahan tanaman yang digunakan, pemilihan pelarut, dan 

metode yang digunakan. Bahan tanaman yang digunakan dapat berupa bagian 

tanaman utuh atau yang telah melalui proses pengeringan. Pemilihan metode dan 

pelarut yang digunakan harus tepat untuk mendapatkan hasil yang maksimal 

(Rompas et al, 2012). Maserasi merupakan metode yang paling mudah dilakukan 

karena pengerjaannya sederhana dan alat-alat yang digunakan mudah didapat 

(Wardhani & Sulistyani, 2012).  

 

Metode maserasi dipilih karena dapat mengekstrak senyawa dengan baik dan 

dapat menghindari kerusakan komponen senyawa yang tidak tahan panas. Prinsip 

ekstraksi maserasi adalah pengikatan atau pelarutan zat aktif berdasarkan sifat 

kelarutannya dalam suatu pelarut (Like Dissolved Like). Pelarut akan masuk ke 

dalam sel melewati dinding sel tumbuhan, sehingga isi sel akan larut dalam 

pelarut karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam sel dengan di 

luar sel. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh 

pelarut dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa tersebut akan 

berlangsung secara terus-menerus sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara 

larutan di luar sel dan di dalam sel (Wahdaningsih et al., 2014). Hasil maserasi 

tempe berupa filtrat berwarna kuning. Kemudian diuapkan menggunakan rotary 

evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. 

. 

 
 

 

 

 

 

 



III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian, 

Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian, Laboratorium Pengolahan Limbah 

Agroindustri Jurusan Teknologi Hasil Pertanian dan Laboratorium Bioteknologi 

Jurusan Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Penelitian 

dilakukan pada bulan Februari 2023 sampai bulan Juni 2023. 

3.2. Alat dan Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan adalah tempe komersial yang didapat dari pasar 

swalayan Bandar Lampung, kedelai didapat dari pasar swalayan Bandar 

Lampung, ragi tempe merek raprima, ragi roti merek fermipan, kultur Bakteri 

Asam Laktat (BAL) Lactobacillus casei, Saccaharomyces cerevisiae,MRSA (de 

Mann Rogosa Sharpe Agar), MRSB (de Mann Rogosa Sharpe Broth), PDB 

(Potato Dextrose Broth), YEA (Yeast Ekstrak Agar), NB (Nutrient Broth), EMBA 

(Eosin Methylene Blue Agar), bakteri patogen Escherichia coli, kertas 

saring,aquadest, inulin, NaCl, dan alkohol. 

Alat-alat yang digunakan adalah timbangan analitik merek Mettler PJ3000 

ketelitian dua angka dibelakang koma, grinder, baskom, kompor, talenan, pisau, 

autoklaf merek 3M kapasitas 18 liter, inkubator merek Innotech, kain saring, 

shaker merek Lab-Shaker, erlenmeyer, tabung reaksi, cawan petri, alumunium 

foil, gelas ukur, beaker glass, pipet tetes, mikropipet merek Dragon 1000-5000 

μL, batang pengaduk, bunsen, pengaduk kaca, hotplate, jarum ose, laminar air 

flow merek BCS Class II Adan rak tabung reaksi. 
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3.3 Metode Penelitian 

 

3.3.1. Penelitian Pendahuluan 

 

Penelitian pendahuluan dilakukan untuk mengekstrak kandungan oligosakarida 

pada tempe dengan metode maserasi. 

 
 

.3.2. Penelitian Utama 

 

Penelitian utama dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Kelompok 

Lengkap (RAKL) dan tiga kali pengulangan dengan faktor yang diteliti, yaitu: 

Faktor perlakuan konsentrasi penambahan ekstrak tempe (P) dengan 7 taraf, yaitu: 

P0 = 0 jam sebagai kontrol netral(tanpa penambahan) 

P1 = Glukosa sebagai kontrol negatif (glukosa 1%) 

P2 = Inulin sebagai  kontrol positif (2%) 

P3 = Ekstrak tempe (2%) 

P4 = Ekstrak tempe (4%)  

P5 = Ekstrak tempe (6%) 

P6 = Ekstrak tempe (8%) 

P7 = Ekstrak tempe (10%)  

Percobaan diulang 3 kali ulangan, sehingga total unit percobaan 24 x 3 = 71 unit 

percobaan. Data yang diperoleh selanjutnya dianalisis dengan sidik ragam 

(Anova) dan dilanjutkan uji lanjut BNT pada taraf  5%. Pengamatan yang 

dilakukan adalah uji pertumbuhan Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae 

dan Escherichia. coli. 

 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

 

3.4.1 Ekstraksi Oligosakarida dari Tempe  

 

a. Pembuatan Tempe Termodifikasi 

 

Proses pembuatan tempe mengikuti prosedur Kustyawati (2009) yang 

dimodifikasi. Tahapan yang dilakukan yaitu, kedelai sebanyak 100 gram 

direndam dalam air bersih selama semalam pada suhu ruang, kemudian dicuci dan 
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dihilangkan kulit arinya secara manual. Selanjutnya kedelai direbus dalam air 

bersih dengan perbandingan 1:3 (kedelai:air) selama 30 menit, kemudian 

ditiriskan dan diangin-anginkan sampai kedelai mencapai suhu ruang. Selanjutnya 

tahap peragian dilakukan dengan cara  kedelai yang sudah mencapai suhu ruang 

ditambahkan ragi tempe sebanyak 0,6 gram diaduk sampai rata dan ditambahkan 

ragi roti Saccharomyces cerevisiae (bubuk fermipan) sebanyak 3 gram sedikit 

demi sedikit dan aduk sampai merata. Setelah tercampur rata, kedelai dimasukkan 

ke dalam plastik pengemas yang telah dilubangi secara teratur untuk tujuan aerasi 

dan diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam.  

 

b. Preparasi Sampel 

  

Preparasi sampel diawali dengan pembuatan ekstrak tempe menggunakan cara 

maserasi. Tempe yang telah difermentasi dengan ragi tempe Rhizopus sp dan ragi 

roti Saccharomyces cerevisiae selama 48 jam diiris menggunakan pisau, 

dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 60∞C selama 24 jam, kemudian 

dihaluskan dengan grinder sehingga berbentuk serbuk halus. Selanjunya serbuk 

ditimbang untuk mengetahui berat setelah dikeringkan (Ayu, 2015). 

 

c. Pembuatan Ekstrak Tempe  

 

Tepung tempe ditimbang sebanyak 100 gram dan dimasukan ke dalam labu 

erlenmeyer kemudian ditambahkan 1 liter aquades steril dengan perbandingan 

1:10, lalu diaduk hingga homogen. Larutan tempe ditutup dengan alumunium foil, 

kemudian dimaserasi selama 15 jam, dengan menggunakan shaker 120 rpm pada 

suhu ruang. Selanjutnya kertas saring digunakan untuk memisahkan endapan dan 

maserat. Maserat yang didapat dipekatkan dengan rotary evaporator. Ekstraksi 

tempe dengan cara maserasi disajikan pada Gambar 6. 
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3.4.2 Persiapan Kultur Bakteri 

 

Persiapan kultur bakteri uji adalah sebagai berikut :  

a. Persiapan Lactobacillus casei (Fardiaz, 1989).  

 

Kultur murni Lactobacillus casei diambil sebanyak 1 ose. Kemudian dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 mL media MRSB steril. Kemudian MRSB 

tersebut dimasukkan ke dalam inkubator 37∞C selama 24 jam. Setelah 24 jam, 

Lactobacillus casei kembali disegarkan dengan mengambil 5 mL kultur murni 

steril dari tabung MRSB lama ke dalam erlenmeyer yang berisi 10 mL media 

Pengirisan menggunakan pisau 

Pengeringan menggunakan oven (t: 24 j, T: 60∞) 

Penghalusan menggunakan grinder 

Penimbangan sebanyak 100 g tepung tempe menggunakan timbangan 

analitik dan penuangan kedalam erlenmeyer 

 Homogenisasi  

Maserasi menggunakan shaker (T: 27∞, kecepatan 120 rpm, t: 15 j) 

Maserat 

Penyaringan cairan dengan endapan tempe 

Tempe 

Penutupan dengan Lumunium foil  

Aquades 

1000 mL 

Gambar 6. Ekstraksi tempe dengan cara maserasi 
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MRSB baru. Selanjutnya, MRSB diinkubasi kembali selama 48 jam pada suhu 

37∞C. Adapun diagram alir pembuatan kultur Lactobacillus casei dapat dilihat 

pada Gambar 7 berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Persiapan Saccharomyces cerevisiae (Febriyanti et al., 2017) 

 

Sebanyak 1 gram ragi roti merek fermipan dimasukan ke dalam tabung reaksi dan 

ditambahkan 9 mL akuades steril lalu dikocok hingga menjadi homogen. Inokulun 

dibiakkan pada medium YMB dengan mengambil 1 ml larutan menggunakan 

pipet, lalu diinkubasi pada suhu 35°C selama 48 jam. Adapun diagram alir 

pembuatan kultur Saccharomyces cerevisiae disajikan pada Gambar 8. 

 

 

 

 

 

 

Kultur murni 

Lactobacillus casei 

Penambahan kedalam tabung reaksi  

Inkubasi (T:37∞C, t:24 jam) 

Penambahan kedalam erlenmeyer  

Inkubasi (T:37∞C, t:24 jam) 

Kultur Lactobacillus casei 

1 ose 

kultur  

 

10 mL 

media 

MRSB 

steril 

 

10 mL 

media 

MRSB 

steril 

 

1 mL 

kultur   

 

Gambar 7. Diagram alir pembuatan kultur Lactobacillus casei (Fardiaz, 1989). 
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c. Persiapan Escherichia coli (Franklin et all, 2012) 

 

Persiapan Escherichia coli menggunakan media Nutrient Broth, dan media 

Nutrient Agar miring. Echerichia coli sebanyak 1 ose ditumbuhkan pada media 

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

Kemudian, diambil 1 ose dan digores pada permukaan medium Nutrient Agar 

(NA) agar miring, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Adapun 

diagram alir pembuatan kultur Escherichia coli dapat dilihat pada Gambar 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ragi roti 

Penambahan kedalam tabung reaksi  

Penambahan kedalam erlenmeyer 

yang berisi media YMB 

Inkubasi (T:35∞C, t:48 jam) 

Kultur Saccharomyaces cerevisiae 

9 mL 

Akuades 

Homogenisasi 

1 mL 

kultur 

mikroba 

1 gram 

ragi roti 

Gambar 8. Diagram alir pembuatan kultur Saccharomyces cerevisiae (Febryanti 

et al, 2017) 
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3.4.4. Persiapan Media Pertumbuhan 

 

a. Persiapan Media MRSB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bubuk Media MRSB 

 

Penimbangan media (52,2 g) 

Pelarutan dengan aquadest sampai 1000 ml 

Pemansan dengan hotplate dan penutupan erlenmeyer dengan 

alumunium foil 

 

Sterilisasi (t:15 menit, T:121∞C) 

 

 

Penumbuhan pada media NB 

     Kultur Escherichia coli  

Inkubasi (T:37°C, t:24 jam) 

Kultur Murni Echerichia coli  

Penggoresan pada media NA sebanyak 1 ose 

Inkubasi (T:37∞C, t:24 jam) 

1 mL 

kultur 

Gambar 9. Diagram alir pembuatan kultur Escherichia coli (Franklin et all, 

2012) 

 

Gambar 10. Persiapan Media MRSB  (Fardiaz, 1989). 
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b. Persiapan Media PDA (Sa'adah, 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Persiapan Media NB (Fardiaz, 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penimbangan media (8 g) 

Pelarutan dengan aquadest sampai 1000 ml 

Pemansan dengan hotplate dan penutupan erlenmeyer dengan 

alumunium foil 
 

Sterilisasi (t:15 menit, T:121∞C) 

Bubuk Media NB 

Bubuk Media PDA 

Penimbangan media (39 g) 

Pelarutan dengan aquadest sampai 1000 ml 

Pemansan dengan hotplate dan penutupan erlenmeyer dengan 

alumunium foil 

Sterilisasi (t:15 menit, T:121∞C) 

Gambar 11. Persiapan Media PDA (Sa'adah, 2018) 

Gambar 12. Persiapan Media NB (Fardiaz, 1989). 
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3.4.5. Pengujian Prebiotik Ekstrak Tempe Terhadap Bakteri Lactobacillus 

casei, Khamir Saccharomyces cerevisiae dan Bakteri Escherichia coli 

 

a. Pengujian Prebiotik Ekstrak Tempe Terhadap Bakteri Lactobacillus casei  

 

Delapan tabung reaksi 1 mL diisi dengan kultur Lactobacillus casei. Kemudian 

ditambahkan ekstrak tempe sesuai perlakuan sebagai berikut : P0 media tumbuh 

mikroba tanpa penamabahn substrat, (P1) substrat glukosa 1%, (P2) inulin 2%, 

(P3) ekstrak tempe 2%, (P4)  ekstrak tempe 4%, (P5) ekstrak tempe 6%, (P6) 

ektrak tempe 8 %, (P7) ekstrak tempe 10%. Setiap perlakuan diisi dengan media 

MRSB steril hingga volume total 10 mL. Selanjutnya tabung reaksi ditutup dan 

dihomogenkan menggunakan vortex. Sampel diinkubasi pada suhu 37°C secara 

anaerobik dan diperoleh prebiotik ekstrak tempe. Pengujian prebiotic ektrak 

tempe terhadap bakteri Lactobacillus casei disajikan pada Gambar 13.  
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b. Pengujian Prebiotik Ekstrak Tempe Terhadap Saccharomyces cerevisiae 

 

Delapan tabung reaksi 1 mL diisi dengan kultur Saccharomyces cerevisiae Kemudian 

ditambahkan ekstrak tempe sesuai perlakuan sebagai berikut : P0 media tumbuh 

mikroba tanpa penamabahn substrat, (P1) substrat glukosa 1%, (P2) inulin 2%, 

(P3) ekstrak tempe 2%, (P4)  ekstrak tempe 4%, (P5) ekstrak tempe 6%, (P6) 

ektrak tempe 8 %, (P7) ekstrak tempe 10%. Setiap perlakuan diisi dengan media 

PDB steril hingga volume total 10 mL. Selanjutnya tabung reaksi ditutup dan 

Kultur Lactobacillus casei sebanyak 1 mL 

Penuangan ke dalam 8 tabung reaksi 

Penambahan ekstrak tempe sesuai perlakuan sebagai berikut: 

P0    : Sampel 0 jam tanpa penambahan  

P1    : Sampel kontrol  (1% glukosa) 

P2    : Sampel kontrol positif (2% inulin) 

P3   : Penambahan ekstrak tempe 2% 

P4   : Penambahan ekstrak tempe 4% 

P5   : Penambahan ekstrak tempe 6% 

P6    : Penambahan ekstrak tempe 8% 

P7   : Penambahan ekstrak tempe 10% 

Penambahan media MRSB steril masing-masing perlakuan sampai 10 mL 

Penutupan tabung reaksi, penghomogenan menggunakan vortex 

Inkubasi (T:37∞C, t:24 jam) 

Jumlah bakteri L.casei 

Gambar 13. . Diagram alir pengujian sifat prebiotik ekstrak tempe terhadap 

bakteri Lactobacillus casei (Figueroa-gonzález et al., 2019 dimodifikasi) 
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dihomogenkan menggunakan vortex. Sampel diinkubasi pada suhu 30°C selama 

48 jam secara anaerobik dan diperoleh prebiotik ekstrak tempe. Pengujian 

prebiotic ektrak tempe terhadap bakteri Saccharomyces cerevisiae disajikan pada 

Gambar 14.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Pengujian Prebiotik Ekstrak Tempe Terhadap Bakteri Escherichia coli 

 

Delapan tabung reaksi 1 mL diisi dengan kultur Escherichia coli. Kemudian 

ditambahkan ekstrak tempe sesuai perlakuan sebagai berikut : P0 media tumbuh 

mikroba tanpa penamabahn substrat, (P1) substrat glukosa 1%, (P2) inulin 2%, 

(P3) ekstrak tempe 2%, (P4)  ekstrak tempe 4%, (P5) ekstrak tempe 6%, (P6) 

ektrak tempe 8 %, (P7) ekstrak tempe 10%. Setiap perlakuan diisi dengan media 

Kultur  Saccharomyces cerevisiae sebanyak 1 mL 

Penuangan ke dalam 8 tabung reaksi 

Penambahan ekstrak tempe sesuai perlakuan sebagai berikut: 

P0    : Sampel 0 jam tanpa penambahan  

P1    : Sampel kontrol  (1% glukosa) 

P2    : Sampel kontrol positif (2% inulin) 

P3   : Penambahan ekstrak tempe 2% 

P4   : Penambahan ekstrak tempe 4% 

P5   : Penambahan ekstrak tempe 6% 

P6   : Penambahan ekstrak tempe 8% 

P7  : Penambahan ekstrak tempe 10% (b/v) 

 

Penambahan media PDB steril masing-masing perlakuan sampai 10 mL 

Penutupan tabung reaksi, penghomogenan menggunakan vortex 

Inkubasi (T:30∞C, t:48 jam) 

Jumlah Khamir S.cerevisiae 

Gambar 14. Diagram alir pengujian sifat prebiotik ekstrak tempe terhadap  

khamir Saccharomyces cerevisiae (Figueroa-gonzález et al., 

2019 dimodifikasi) 
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NB steril hingga volume total 10 mL. Selanjutnya tabung reaksi ditutup dan 

dihomogenkan menggunakan vortex. Sampel diinkubasi pada suhu 37°C selama 

24 jam secara anaerobik dan diperoleh prebiotik ekstrak tempe. Pengujian 

prebiotic ektrak tempe terhadap bakteri Escherichia coli disajikan pada Gambar 

15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Pengamatan 

 

3.5.1. Total Bakteri Asam Laktat (Lactobacillus casei) 

 

Total BAL siukur menggunakan metode spread plate, Satu mililiter sampel 

ditambahkan ke sembilan mililiter larutan garam fisiologis steril . Campuran 

tersebut diperoleh pengenceran 101, kemudian dihomogenkan dan diambil 1 mL 

Penuangan ke dalam 8 tabung reaksi 

Penambahan ekstrak tempe sesuai perlakuan sebagai berikut: 

P0    : Sampel 0 jam tanpa penambahan  

P1    : Sampel kontrol  (1% glukosa) 

P2    : Sampel kontrol positif (2% inulin) 

P3   : Penambahan ekstrak tempe 2% 

P4   : Penambahan ekstrak tempe 4% 

P5   : Penambahan ekstrak tempe 6% 

P6   : Penambahan ekstrak tempe 8% 

P7  : Penambahan ekstrak tempe 10% 

Penambahan media NB steril masing-masing perlakuan sampai 10 mL 

Penutupan tabung reaksi penghomogenan menggunakan vortex 

Jumlah bakteri E.coli 

Kultur Escherichia coli sebanyak 1 mL 

Inkubasi (T:30∞C, t:24 jam) 

Gambar 15. Diagram alir pengujian sifat prebiotik ekstrak tempe terhadap 

bakteri Escherichia coli (Figueroa-gonzález et al., 2019 dimodifikasi) 
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sampel dari tabung pertama dan ditambahkan ke dalam  9 mL larutan garam 

fisiologis dalam tabung reaksi berikutnya, menghasilkan pengenceran 102 , dan 

seterusnya, hingga pengenceran yang diinginkan (107 hingga 109). Sampel 

diambil sebanyak 0,1 mL dengan menggunakan mikropipet dan di tuangkan 

kedalam cawan petri steril yang berisi sekitar 10-15 mL media MRS Agar yang 

telah padat, ratakan menggunakan batang pengaduk, biarkan sampai permukaan 

agar mengering. Selanjutnya diinkubasi terbalik pada suhu 37° C selama 24 jam, 

diamati pertumbuhan dan jumlah koloni bakteri dihitung menggunakan 

perhitungan manual. Jumlah koloni harus antara 30 dan 300 per cawan petri agar 

dapat memenuhi standar International Comission Microbiology Food (ICMF). 

 

Koloni per mL (CFU/mL) = Jumlah Koloni terhitung  

 

 

3.5.2. Total Khamir Saccharomyces cerevisiae  

 

Total Saccharomyces cerevisiae diukur menggunakan metode pour plate, Satu 

mililiter sampel ditambahkan ke sembilan mililiter larutan garam fisiologis steril . 

Campuran tersebut diperoleh pengenceran 101, kemudian dihomogenkan dan 

diambil 1 mL sampel dari tabung pertama dan ditambahkan kedalam  9 mL 

larutan garam fisiologis dalam tabung reaksi berikutnya, menghasilkan 

pengenceran 102 , dan seterusnya, hingga pengenceran yang diinginkan (106 

hingga 108). Sampel diambil sebanyak 0,1 mL dengan menggunakan mikropipet 

dan di tuangkan kedalam cawan petri steril kemudian ditambahkan media PDA 

sekitar 10-15 mL, ratakan dengan cara digoyangkan secara perlahan, biarkan 

sampai agar mengering. Selanjutnya diinkubasi terbalik pada suhu 30° C selama 

48 jam, diamati pertumbuhan dan jumlah koloni bakteri dihitung menggunakan 

perhitungan manual. Jumlah koloni harus antara 30 dan 300 per cawan petri agar 

dapat memenuhi standar International Comission Microbiology Food (ICMF) 

 

 

3.5.3. Total Bakteri Eschericia coli 

 

Total Escherichia coli  diukur menggunakan metode spread plate, Satu mililiter 

sampel ditambahkan ke sembilan mililiter larutan garam fisiologis steril . 
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Campuran tersebut diperoleh pengenceran 101, kemudian dihomogenkan dan 

diambil 1 mL sampel dari tabung pertama dan ditambahkan ke dalam  9 mL 

larutan garam fisiologis dalam tabung reaksi berikutnya, menghasilkan 

pengenceran 102 , dan seterusnya, hingga pengenceran yang diinginkan (107 

hingga 109). Sampel diambil sebanyak 0,1 mL dengan menggunakan mikropipet 

dan di tuangkan kedalam cawan petri steril yang berisi sekitar 10-15 mL media 

MRS Agar yang telah padat, ratakan menggunakan batang pengaduk, biarkan 

sampai permukaan agar mengering. Selanjutnya diinkubasi terbalik pada suhu 37° 

C selama 24 jam, diamati pertumbuhan dan jumlah koloni bakteri dihitung 

menggunakan perhitungan manual. Jumlah koloni harus antara 30 dan 300 per 

cawan petri agar dapat memenuhi standar International Comission Microbiology 

Food (ICMF). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

Kesimpulan berikut dibuat berdasarkan temuan yang disajikan di atas: 

1. Tempe termodifikasi berpotensi mendukung pertumbuhan Lactobacillus casei

dan Saccharomyces cerevisiae namun menghambat pertumbuhan bakteri

Escherichia coli

2. Uji lanjut dengan taraf 5% terhadap pertumbuhan total  Lactobacillus casei,

Saccharomyces cerevisiae dan Escherichia coli masing-masing berbeda nyata

pada taraf 5%, namun variasi konsentrasi ekstrak tempe termodifikasi tidak

berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan ketiga mikroba tersebut. Sama

halnya dengan uji lanjut dengan taraf 5% terhadap pertumbuhan total

Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan Escherichia coli dengan

penambahan substrat ekstrak tempe komersil tidak berpengaruh nyata terhadap

pertumbuhan ketiga mikroba tersebut.

3. Lactobacillus casei dan Saccharomyces cerevisiae lebih optimal tumbuh  dalam

substrat yang mengandung ekstrak tempe termodifikasi, namun Escherichia

coli tidak tumbuh dalam substrat ekstrak tempe termodifikasi, dan tumbuh

optimal dalam substrat yang mengandung glukosa. Kecuali pada substrat yang

mengandung ekstrak tempe komersil, Escherichia coli masih dapat tumbuh

pada konsentrasi ekstrak tempe 2% sebesar (4,456 Log CFU/mL).

5.2 Saran 

Kemungkinan rekomendasi timbul pada penelitian ini ialah hasil ekstrak tempe 

dengan metode maserasi perlu Analisis fitokimia digunakan untuk 

mengidentifikasi komponen tambahan ekstrak tempe. 
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