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ABSTRAK

PENGARUH BIOCHAR TERHADAP VIABILITAS MIKROBA
PROBIOTIK SELAMA PENYIMPANAN

Oleh

MEIDA PUTRI HARYANI

Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang memiliki manfaat dengan
mendukung kesehatan inangnya jika dikonsumsi dalam jumlah yang cukup.
Lactobacillus sp. dan Saccharomyces cerevisiae merupakan jenis mikroba
probiotik yang telah digunakan secara luas, termasuk di bidang akuakultur.
Karbon ialah salah satu nutrisi utama yang diperlukan mikroba untuk
kelangsungan hidupnya. Biochar adalah arang hayati yang dihasilkan dari proses
pirolisis biomassa. Biochar diketahui memiliki potensi sebagai habitat ideal bagi
mikroorganisme dengan kandungan karbon yang tinggi dan struktur fisiknya yang
berpori. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh biochar terhadap
viabilitas mikroba probiotik selama penyimpanan dan mengetahui karakter fisik
tepung probiotik yang dihasilkan. Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif
kuantitatif dengan RAL faktorial, yakni komposisi bahan dengan 3 taraf (KO;
isolat mikroba probiotik, K1; isolat mikroba Lactobacillus sp. + S. cerevisiae +
bahan pelindung, dan K2; isolat mikroba Lactobacillus sp. + S. cerevisiae + bahan
pelindung + biochar) dan waktu pengamatan dengan 4 taraf (hari ke-0, 30, 60, dan
90), setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa formulasi K2 dengan penambahan biochar berpengaruh nyata terhadap
viabilitas Lactobacillus sp., namun tidak berpengaruh nyata terhadap S.
cerevisiae, serta terdapat perbedaan karakter fisik pada aspek warna, dimana
formulasi K2 menghasilkan tepung probiotik yang sedikit kehitaman oleh adanya
penambahan biochar.

Kata kunci: Biochar, Lactobacillus sp., Probiotik, Saccharomyces cerevisiae,
Viabilitas



ABSTRACT

THE EFFECT OF BIOCHAR ON THE VIABILITY OF PROBIOTIC
MICROBES DURING STORAGE

By

MEIDA PUTRI HARYANI

Probiotics are living microorganisms that have benefits by supporting the health
of their hosts when consumed in sufficient quantities. Lactobacillus sp. and
Saccharomyces cerevisiae are types of probiotic microbes that have been widely
used, including in the field of aquaculture. Carbon is one of the main nutrients
required by microbes for their survival. Biochar is a biological charcoal produced
from the pyrolysis process of biomass. Biochar is known to have the potential to
be an ideal habitat for microorganisms due to its high carbon content and porous
physical structure. The purpose of this study was to determine the effect of
biochar on the viability of probiotic microbes during storage and to determine the
physical characteristics of the resulting probiotic flour. This research was a
quantitative descriptive study using factorial RAL, with three levels of material
composition (KO; probiotic microbial isolate; K1; Lactobacillus sp. + S. cerevisiae
microbial isolate + protective agent; and K2; Lactobacillus sp. + S. cerevisiae
microbial isolate + protective agent + biochar) and four levels of observation time
(days 0, 30, 60, and 90), with each treatment replicated three times. The results
showed that the K2 formulation with the addition of biochar significantly affected
the viability of Lactobacillus sp., but not S. cerevisiae. There were also
differences in physical characteristics in terms of color, with the K2 formulation
producing a slightly blacker probiotic flour due to the addition of biochar.

Keywords: Biochar, Lactobacillus sp., Probiotic, Saccharomyces cerevisiae,
Viability
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Probiotik dikenal sebagai salah satu kelompok mikroorganisme yang
memiliki peran menguntungkan bagi kesehatan hidup inangnya. Hossain
et.al. (2017) mendefinisikan probiotik sebagai mikroorganisme hidup yang
ketika diberikan dalam jumlah yang cukup, dapat memberikan manfaat
kesehatan bagi inangnya. Setiarto dkk. (2021) menyatakan bahwa probiotik
utamanya berasal dari genus Bifidobacterium, Lactobacillus, dan
Saccharomyces dengan jenis yang paling sering ditemukan seperti B. longum,
L. casei, dan S. boulardii. Probiotik dapat bermanfaat meningkatkan
kesehatan inangnya apabila dikonsumsi dalam keadaan hidup dan dapat
bertahan di saluran pencernaan. Probiotik dimanfaatkan dalam berbagai
bidang termasuk akuakultur. Menurut Rahmayanti dkk. (2020), probiotik
digunakan untuk menekan ketergantungan terhadap antibiotik, sekaligus
menjadi strategi dalam meningkatkan kesehatan dan daya tahan hewan
budidaya, memaksimalkan efisiensi pemanfaatan pakan, serta memperbaiki
kualitas lingkungan perairan budidaya. Penelitian oleh Shehata et.al. (2024)
melaporkan bahwa kombinasi S. cerevisiae dan L. bulgaricus yang
ditambahkan ke dalam formulasi pelet pakan memberikan efek terbaik dalam
meningkatkan pertumbuhan ikan Mugil capito dibandingkan perlakuan

kontrol.

Kelangsungan hidup mikroorganisme termasuk probiotik sangat bergantung
pada ketersediaan nutrisi di lingkungan tempat hidupnya, terutama sumber

karbon sebagai elemen utama untuk pertumbuhan dan metabolismenya.



Karbon digunakan mikroorganisme sebagai rumah dan sumber energinya
(Purbalisa dkk., 2020). Biochar merupakan material padat dengan kandungan
karbon tinggi yang diperoleh melalui proses pirolisis biomassa berbagai jenis
limbah organik pada suhu tinggi dengan ketersediaan oksigen yang terbatas,
dan dimanfaatkan dalam bidang pertanian sebagai bahan pembenah tanah
(Evizal dan Prasmatiwi, 2023). Beberapa penelitian telah mengeksplorasi
penggunaan biochar sebagai pembawa mikroorganisme karena kapasitas
adsorpsi selektif dan kemampuan untuk menciptakan lingkungan yang
menguntungkan untuk pertumbuhan mikroba. Penelitian yang dilakukan oleh
Fallo dkk. (2023) mengenai biochar sebagai bahan pembawa mikroba mampu
mempertahankan viabilitas isolat bakteri Lysinibacillus boronitolerans
selama penyimpanan 8 minggu. Penelitian lain menunjukkan bahwa Plant
Growth Promoting Bacteria (PGPB) yang diresapi ke dalam biochar mampu
meningkatkan pertumbuhan dan penyebaran bakteri tersebut secara signifikan
(Belscher et.al., 2016). Menurut Reggi, et.al. (2025), biochar mampu
meningkatkan efektivitas aplikasi mikroba secara signifikan karena
kemampuannya menyediakan permukaan yang stabil sebagai tempat
perlekatan mikroorganisme serta menciptakan lingkungan mikro yang

mendukung, sehingga tingkat kelangsungan hidup mikroba dapat meningkat.

Mikroorganisme harus tetap stabil selama proses pengolahan dan
penyimpanan. Proses penyimpanan mikroorganisme dapat menyebabkan
penurunan jumlah sel hidup akibat berbagai faktor eksternal dan faktor
internal. Penentuan metode penyimpanan atau pengawetan mikroba penting
untuk dilakukan karena tujuan utama dari proses preservasi adalah untuk
menekan laju metabolisme mikroorganisme seminimal mungkin. Hal ini
bertujuan untuk mempertahankan viabilitas mikroba dan menjaga kualitas
biakan seoptimal mungkin, sehingga tingkat pemulihan (recovery) dan
kelangsungan hidup (survival) tetap tinggi dengan kondisi mikroba tetap baik
dan tidak ada perubahan sifat morfologis (Trisiswanti dkk., 2023). Viabilitas

diartikan sebagai kemampuan mikroba untuk tetap hidup dan aktif dalam
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mempertahankan kelangsungan hidupnya di lingkungan tempatnya berada
(Fallo dkk., 2023).

Penyimpanan kultur mikroba dalam media biakan memiliki kekurangan
dalam keterbatasan waktu, sehingga diperlukan suatu metode penyimpanan
yang dapat mempertahankan viabilitas mikroba probiotik untuk jangka waktu
yang panjang. Menurut Hassanzadeh et.al (2017), imobilisasi mikroba
merupakan metode menahan atau menempatkan sel hidup secara fisik di area
tertentu pada media pembawa. Dalam proses ini, sel dapat berada di
permukaan bahan maupun terperangkap di dalam struktur matriks tertentu.
Teknik ini memungkinkan sel tetap stabil dan dapat bertahan terhadap
tekanan lingkungan. Melalui proses ini, akan dihasilkan probiotik dalam
bentuk kering atau tepung yang lebih stabil dan mudah diaplikasikan. Dengan
adanya media pembawa yang digunakan akan menghasilkan produk dengan

karakter fisik yang dapat diamati, seperti warna, tekstur, dan bentuk.

Berdasarkan hasil kajian tersebut, maka dilakukan penelitian untuk
mengetahui pengaruh biochar terhadap viabilitas mikroba probiotik berupa
bakteri Lactobacillus sp. dan khamir Saccharomyces cerevisiae selama

penyimpanan.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Untuk mengetahui pengaruh penggunaan biochar terhadap viabilitas
mikroba probiotik berupa bakteri Lactobacillus sp. dan khamir
Saccharomyces cerevisiae selama penyimpanan.

2. Untuk mengetahui karakter fisik tepung probiotik yang dihasilkan dari

tiap perlakuan.



1.3 Kerangka Pemikiran

Mikroorganisme termasuk probiotik membutuhkan nutrisi yang dapat
mendukung pertumbuhan dan kelangsungan hidupnya. Unsur karbon
menjadi sumber energi dan komponen utama pembangun struktur sel yang
merupakan bagian dari karbohidrat, protein, dan lipid. Selain kebutuhan akan
nutrisi, untuk memberikan manfaat optimal bagi inangnya, probiotik
memerlukan habitat yang sesuai sehingga dapat bertahan selama proses
pengolahan, penyimpanan, dan aplikasinya. Menurut Fallo dkk. (2023),
selama waktu penyimpanan, populasi mikroba diketahui mengalami
perubahan dalam pertumbuhan maupun kematian sel. Untuk meminimalisir
penurunan jumlah sel tersebut, diperlukan suatu proses seperti imobilisasi.
Dalam imobilisasi, mikroba akan tertahan atau terjebak dalam bahan
pelindung/pembentuk matriks yang akan menjaganya dari pengaruh faktor
lingkungan, seperti perubahan suhu, pH, dan tekanan osmotik yang ekstrem.
Bahan pelindung yang digunakan tidak hanya bersifat protektif namun
mampu menyediakan nutrisi untuk mendukung keberlangsungan hidup

mikroba.

Lingkungan yang dihasilkan dari imobilisasi dengan proses pengeringan
sering kali masih kurang optimal untuk mempertahankan viabilitas mikroba
dalam jangka panjang. Oleh karena itu, diperlukan bahan tambahan yang
berfungsi sebagai pembawa mikroba (carrier) untuk mendukung fungsi
pembentuk matriks utama. Biochar diketahui memiliki banyak manfaat
dalam bidang pertanian, terutama karena kandungan unsur karbon (C) yang
tinggi serta struktur berpori pada permukaannya yang dihasilkan dari proses
pirolisis. Kandungan karbon pada biochar selain sebagai sumber energi, juga
berperan dalam menciptakan lingkungan yang stabil bagi mikroba. Struktur
biochar yang berpori memungkinkan sel mikroba terjerap dan terlindungi di

dalamnya, sehingga dapat meminimalkan kerusakan sel selama penyimpanan.

Menurut Lehmann and Joseph (2024), biochar memiliki luas permukaan yang

tinggi dan kemampuan retensi air serta nutrien yang baik. Sifat ini
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memungkinkan biochar memberikan kontribusi signifikan dalam menjaga
kelembapan dan ketersediaan nutrien di sekitar sel mikroba. Hal tersebut
berpotensi meningkatkan viabilitas mikroba selama penyimpanan dan
membantu mempercepat adaptasi mikroba dalam matriks imobilisasi. Proses
penyimpanan mikroba dengan teknik imobilisasi dan penambahan biochar
sebagai bahan pembawa diharapkan mampu menjaga viabilitas mikroba
probiotik seperti bakteri Lactobacillus sp. dan khamir Saccharomyces
cerevisiae, dengan jumlah mikroba yang ditunjukkan dari nilai CFU (Colony
Forming Unit) yang menunjukkan kestabilan pada awal hingga akhir masa

simpan tidak mengalami penurunan populasi yang signifikan.

Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Penggunaan biochar memiliki pengaruh terhadap viabilitas mikroba
probiotik selama penyimpanan.

2. Tepung probiotik yang dihasilkan memiliki perbedaan karakter fisik dari

tiap perlakuan.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biochar

2.1.1 Deskripsi

Istilah biochar berasal dua kata, yakni bio dan char. Bio memiliki arti
hidup, dan char merupakan kependekan dari kata charcoal yakni
arang. Secara makna katanya, biochar dapat diartikan sebagai arang
yang diaplikasikan ke tanah untuk mendukung kehidupan makhluk
hidup di dalamnya (Mukhlis dkk., 2023). Biochar dihasilkan dari
proses pirolisis suatu biomassa pada suhu antara 250-500 °C. Pirolisis
adalah proses pembakaran bahan organik dalam keadaan minim atau
bahkan tanpa oksigen. Bahan baku yang dapat digunakan untuk
membuat biochar umumnya berasal dari residu pertanian, seperti
serpihan kayu, tempurung kelapa, sekam padi, kulit kakao, kacang-
kacangan (Shalsabila dkk., 2017), serta kotoran hewan. Apabila
biomassa tersebut dibakar melalui proses pirolisis maka akan
menghasilkan biochar arang hayati yang kemudian banyak

dimanfaatkan dalam kegiatan pertanian (Situmeang dan Sudita, 2021).

2.1.2 Karakteristik dan Struktur

Karakteristik dan kualitas biochar sangat ditentukan oleh jenis
biomassa dan teknik pirolisis yang dilakukan untuk membuatnya.
Faktor pada pirolisis yang memengaruhi antara lain suhu, lama proses,

dan metode yang digunakan. Pada suhu pirolisis yang lebih tinggi,



struktur pori-pori biochar (Gambar 1) dapat terbuka dan meluas,
sehingga meningkatkan kemampuannya dalam menyerap air, unsur
hara, maupun polutan seperti logam berat (Putri dkk., 2025).

Gambar 1. Struktur Biochar Cangkang Kelapa Sawit Menggunakan
SEM.

Sumber: Geonadi dan Santi, 2017
2.1.3 Kandungan

Jenis bahan baku dan kondisi pirolisis (suhu, laju pemanasan, waktu,
dan jenis reaktor) sangat memengaruhi komposisi kimia biochar yang
dihasilkan. Oleh karena itu, tidak semua biochar memiliki komposisi
yang sama, dan sulit untuk menentukan komposisi kimia biochar yang
tepat. Namun yang jelas, biochar utamanya terdiri dari unsur karbon
(C) (Mukhlis dkk., 2023). Pada biochar, total kandungan karbon (C)
memiliki nilai terbesar yakni 59,5 %, dan beberapa kandungan unsur
lain seperti nitrogen (N) sebesar 1,37 %, fosfor (P) sebesar 0,61 %, dan
kalium (K) sebesar 0,92 % (Adekiya et.al., 2025). Penting untuk
diketahui bahwa jenis bahan baku biomassa yang sama dapat
menghasilkan kandungan biochar yang sangat berbeda, yang

disebabkan oleh faktor-faktor yang terdapat pada proses pirolisis.



2.1.4 Manfaat

Biochar memiliki berbagai manfaat, antara lain sebagai adsorben
polutan untuk membantu remediasi tanah yang tercemar, meningkatkan
kualitas tanah pertanian dengan mengubah sifat fisik dan kimia tanah,
meningkatkan stabilitas agregat tanah, serta meningkatkan struktur
komunitas mikroba. Biochar juga dapat menyimpan karbon dalam
tanah dalam waktu yang lama, sehingga membantu menurunkan
konsentrasi karbon dioksida (CO.) di atmosfer dan mengurangi emisi
gas rumah kaca, serta berperan dalam produksi energi (Mukhlis dkk.,
2023).

Biochar memiliki luas permukaan yang umumnya lebih tinggi (10
hingga ratusan m?/g) dibandingkan dengan jenis tanah pasir dan tanah
liat. Peningkatan luas permukaan diketahui dapat meningkatkan
kandungan tanah sehingga biomassa mikroba tanah umumnya juga akan
meningkat. Biochar sangat bervariasi dalam pH-nya, tergantung pada
bahan baku dan suhu pirolisis, sehingga akan bervariasi dalam
komunitas mikroba yang berkembang di sekitarnya. Pada pH yang
ekstrem, jamur kemungkinan akan mendominasi karena toleransi pH
yang luas, sedangkan kebanyakan bakteri lebih menyukai pH netral.
Populasi yang terbentuk di permukaan biochar adalah mereka yang
mampu menguraikan enzim yang diperlukan untuk memetabolisme
substrat yang tersedia. Semakin kompleks dan tidak biasa substrat,
semakin terbatas populasi organisme yang dapat menggunakannya
secara efektif sebagai sumber energi, dan semakin lama waktu yang
dibutuhkan untuk dimetabolisme sepenuhnya (Lehmann and Joseph,
2024).



2.2 Probiotik

Istilah probiotik berasal dari kata Yunani pro dan bios yang berarti untuk
kehidupan (El-Sayed, 2020). Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang
memberikan manfaat kesehatan bagi inangnya ketika dikonsumsi dalam
jumlah yang cukup. Probiotik disebut sebagai organisme yang bermanfaat
karena dapat memberikan berbagai efek positif, seperti menghambat
pertumbuhan bakteri patogen, mendukung pencernaan yang baik,
meningkatkan fungsi kekebalan tubuh, serta meningkatkan ketahanan
terhadap infeksi. Kandidat probiotik yang baik harus memenuhi beberapa
Kriteria, yaitu harus merupakan organisme yang mampu memberikan efek
menguntungkan bagi inang, seperti meningkatkan pertumbuhan atau
ketahanan terhadap penyakit. Selain itu, probiotik harus bersifat non-
patogenik dan tidak beracun, mampu bertahan serta bermetabolisme di
lingkungan usus dengan menahan pH rendah, dan harus stabil selama
penyimpanan maupun dalam kondisi lapangan. Genus yang umum
digunakan sebagai probiotik mencakup bakteri dari spesies Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Propionibacterium, Leuconostoc, dan Bacillus,
serta ragi dari spesies Saccharomyces dan kapang Aspergillus (Hossain et.al.,
2017).

2.2.1 Lactobacillus sp.

Klasifikasi Lactobacillus menurut Integrated Taxonomic Information
System (ITIS) adalah sebagai berikut.

Kerajaan : Bacteria

Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli

Bangsa : Lactobacillales
Suku : Lactobacillaceae
Marga . Lactobacillus

Jenis . Lactobacillus sp.
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Lactobacillus sp. termasuk dalam kelompok bakteri asam laktat (BAL)
dan merupakan salah satu genus terbesar dalam kelompok tersebut.
Bakteri ini bersifat Gram positif berbentuk batang (Gambar 2), anaerob
fakultatif, katalase-negatif, tidak membentuk spora, serta dapat bersifat
heterofermentatif. Secara morfologi, selnya berbentuk batang dengan
ukuran lebar sekitar 0,7—1,1 um dan panjang 2,0—4,0 um. Suhu
optimum pertumbuhannya berada pada kisaran 30—37 °C.
Lactobacillus sp. banyak ditemukan pada berbagai habitat, termasuk
sebagai bagian dari flora normal pada saluran pencernaan, saluran
kemih, dan rongga mulut (Trimudita dan Djaenudin, 2021).

v

Gambar 2. Morfologi Lactobacillus sp. dengan Pewarnaan Gram
Perbesaran 1000x.

Sumber: Dakhil, 2017

Bakteri ini tidak membentuk spora dan menghasilkan asam laktat
sebagai produk akhir utama fermentasi. Dua peran menguntungkan
yang paling utama dari Lactobacillus adalah sebagai kultur starter
(untuk menghasilkan asam dengan cepat) dan sebagai kultur probiotik.
Probiotik Lactobacillus digunakan untuk meningkatkan kesehatan usus.
Meskipun sangat tergantung pada strain, yang termasuk Lactobacillus
probiotik yakni L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. bulgaricus, L.
lactis, L. fermentum, L. gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L.
paracasei, L. paracasei subsp. tolerans, L. plantarum, L. reuteri dan L.
rhamnosus (Angelis and Gobetti, 2016). Lactobacillus merupakan
bagian dari flora normal yang berperan sebagai agen probiotik dengan

kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri patogen serta
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berkontribusi dalam merangsang produksi antibodi sehingga
meningkatkan sistem imun atau kekebalan tubuh (Aini dkk., 2021).

2.2.3 Saccharomyces cerevisiae

Klasifikasi Saccharomyces cerevisiae menurut Integrated Taxonomic
Information System (ITIS) adalah sebagai berikut.

Kerajaan : Fungi

Filum : Ascomycota

Kelas : Saccharomycetes

Bangsa : Saccharomycetales

Suku : Saccharomycetaceae
Marga : Saccharomyces

Jenis : Saccharomyces cerevisiae

Secara makroskopis koloni S. cerevisiae berbentuk bulat, berwarna
kuning muda, permukaan berkilau, tampak licin, dan bertekstur lunak.
Secara mikroskopis, morfologi S. cerevisiae (Gambar 3) dapat memiliki
bermacam bentuk, termasuk oval, silinder, ogival (bulat panjang dan
runcing di salah satu ujungnya), segitiga melengkung (triangular),
berbentuk seperti botol, alpukat atau lemon, serta membentuk hifa palsu
atau pseudomiselium. Ukuran panjangnya 1-5 um hingga 20-50 um,
dan lebar 1-10 um, namun bentuk dan ukuran sel khamir S. cerevisiae
dapat berbeda pada kultur yang sama, yang dipengaruhi oleh umur sel

dan kondisi lingkungannya (Widyanti dan Moehadi, 2016).
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Gambar 3. Morfologi Saccharomyces cerevisiae dengan Perbesaran
1000x.
Sumber: Stephanie dkk., 2019

Saccharomyces cerevisiae memiliki efisiensi tinggi dalam
mengonversi gula menjadi etanol. Mikroorganisme ini bersifat
fakultatif anaerob. Produk utama metabolisme yang dihasilkan adalah
etanol, karbon dioksida (CO.), dan air. S. cerevisiae tumbuh optimal
pada suhu 25-30 °C dengan kisaran pH ideal antara 4,0-5,5
(Khazalina, 2020). S. cerevisiae termasuk kelompok mikroba
probiotik karena tidak bersifat patogen, tidak mengandung plasmid
yang membawa gen resistensi terhadap antibiotik, serta diketahui
dapat menghasilkan berbagai substrat energi bagi sel-sel usus,
sehingga membantu menjaga kesehatan saluran pencernaan dengan
meningkatkan keseimbangan flora pada mukosa usus melalui ekstrak
dinding selnya (Hartati dkk., 2020).

2.3 Pertumbuhan Mikroba

Pertumbuhan diartikan sebagai pertambahan bertahap semua komponen
dalam sel hidup. Pada organisme multiseluler, pertumbuhan mencakup
pembesaran ukuran sel serta peningkatan jumlah sel dalam tubuh. Sementara
pada organisme uniseluler atau bersel tunggal, pertumbuhan mengacu pada
peningkatan jumlah sel yang berarti juga peningkatan jumlah individu,

misalnya pertumbuhan dalam suatu kultur mikroba. Pertumbuhan
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mikroorganisme dalam kultur terdiri dari 4 tahapan, yakni fase adaptasi, fase

logaritmik, fase statis, dan fase kematian (Gambar 4) (Waluyo, 2024).

Stasioner

Kematian

Jumlah sel (Log)
-
=3
03

‘ Lag

Waktu

Gambar 4. Kurva Pertumbuhan Mikroba.
Sumber: Septiani dkk., 2025

Fase adaptasi (lag phase) terjadi saat mikroba berada pada medium baru,
yang mana mereka melakukan adaptasi atau penyesuaian lingkungan
sekitarnya. Lamanya suatu mikroba pada fase ini dipengaruhi oleh
lingkungan medium dan jumlah inokulum. Apabila medium baru serupa
dengan medium sebelumnya, maka fase ini berlangsung singkat atau bahkan
tidak terjadi, begitupun dengan jumlah sel inokulum awal yang dimasukkan
ke dalam medium baru. Fase logaritmik (log phase) berlangsung ketika
mikroba tumbuh dan membelah dengan cepat, mengikuti pola pertumbuhan
eksponensial. Kecepatan pertumbuhan tergantung pada faktor seperti pH,
komposisi nutrien medium, suhu, dan kelembaban medium. Selama fase ini,
mikroba membutuhkan energi dalam jumlah besar dan menjadi sangat sensitif

terhadap perubahan lingkungan (Apriyanto dkk., 2022).

Fase statis (stationary phase) merupakan fase dimana populasi mikroba
mencapai keseimbangan karena jumlah sel yang tumbuh sama dengan jumlah
sel yang mati. Sel-sel menjadi berukuran kecil karena tetap membelah disaat
ketersediaan nutrien mulai habis. Fase kematian (death phase) berlangsung
ketika nutrien telah habis dan energi cadangan sel mikroba terkuras, yang

menyebabkan mikroba mulai mati. Kecepatan waktu fase ini bergantung
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pada nutrien yang tersisa, lingkungan, dan jenis mikroba. Fase ini

mencerminkan penurunan populasi mikroba akibat kondisi yang tidak lagi

mendukung pertumbuhan dan kelangsungan hidup (Apriyanto dkk., 2022).

Terdapat faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan mikroba, antara

lain sebagai berikut.

e Nutrisi. Unsur-unsur utama yang dibutuhkan meliputi karbon, nitrogen,
hidrogen, oksigen, sulfur, fosfor, zat besi, serta sejumlah kecil logam
lainnya. Jika sumber nutrisi ini tidak tersedia atau jumlahnya tidak
mencukupi, pertumbuhan mikroba dapat terganggu dan bahkan berujung
pada kematian (Fifendy, 2017).

e pH. Sebagian besar mikroba tumbuh optimal pada pH mendekati netral,
dengan rentang ideal bagi bakteri berada antara pH 4,6-7,0, sedangkan
kapang dan khamir cenderung berkembang pada kondisi pH yang lebih
rendah (Fifendy, 2017).

e Suhu. Suhu merupakan faktor lingkungan yang memengaruhi
pertumbuhan mikroba. Setiap jenis mikroba memiliki rentang suhu
tertentu serta suhu optimum yang mendukung pertumbuhannya secara
maksimal (Fifendy, 2017).

o Ketersediaan oksigen. Kadar oksigen di lingkungan secara alami
memengaruhi jenis mikroorganisme yang dapat berkembang. Berdasarkan
kebutuhan akan oksigen, mikroorganisme terbagi menjadi empat
kelompok, yaitu mikroorganisme aerob, anaerob, anaerob fakultatif, dan
mikroaerob. Secara umum, jamur dan ragi bersifat aerobik, sedangkan
bakteri dapat bersifat aerobik maupun anaerobik (Waluyo, 2024).

e Air. Secara umum, khamir dan bakteri membutuhkan kelembapan tinggi
di atas 85 % untuk tumbuh. Kadar air bebas atau activity water (aw) dalam
suatu larutan merupakan rasio antara tekanan uap air larutan dengan
tekanan uap air murni, atau setara dengan 1/100 dari kelembapan relatif.
Nilai aw pada bakteri biasanya berkisar antara 0,90-0,99, tetapi untuk
bakteri halofilik dapat mendekati 0,75 (Waluyo, 2024).



3.1

3.2

I1l. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Adapun waktu dan tempat dilakukannya penelitian ini yaitu pada Juli-
Desember 2025 di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Adapun alat-alat yang digunakan yaitu cawan petri, gelas ukur, tabung reaksi,
Erlenmeyer, gelas beaker, ose, autoklaf, oven, timbangan analitik, vortex,
pembakar spiritus, inkubator, colony counter, Biology Safety Cabinet (BSC),
Laminar Air Flow (LAF) Cabinet, alumunium foil, plastik wrap, batang

pengaduk, nampan, dan toples.

Adapun bahan-bahan yang digunakan yaitu biochar, tepung tapioka,
maltodekstrin, ZA (amonium sulfat), isolat bakteri Lactobacillus sp., isolat
khamir Saccharomyces cerevisiae, aquades, media Glucose Yeast Peptone
(GYP; glukosa, yeast, pepton, NaCl, agar batang), media De Man Rogosa
Sharpe Agar (MRSA), media Potato Dextrose Broth (PDB), dan media
Potato Dextrose Agar (PDA), dan kloramfenikol.



3.3 Rancangan Penelitian
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Penelitian ini merupakan deskriptif kuantitatif dengan rancangan percobaan

RAL (Rancangan Acak Lengkap) faktorial. Faktor komposisi bahan terdiri

dari 3 taraf yakni (KO, K1, dan K2), serta waktu pengamatan terdiri dari 4

taraf (hari ke-0, 30, 60, dan 90). Setiap kombinasi perlakuan komposisi

bahan dan waktu pengamatan diulang sebanyak 3 kali, sehingga diperoleh 12

kombinasi perlakuan dengan 36 satuan percobaan. Adapun perlakuan dan

tata letak percobaannya sebagai berikut.

KO: Isolat mikroba probiotik

K1: Isolat Lactobacillus sp. + S. cerevisiae + bahan pelindung

K2: Isolat Lactobacillus sp. + S. cerevisiae + bahan pelindung + biochar

Tabel 1. Variasi perlakuan penelitian.

Komposisi  Waktu Pengamatan
Bahan (K) (Hari) Ulanganl Ulangan2 Ulangan3
HO KOHOU1 KOHOU2 KOHOU3
H30 KOH30U1 KOH30U2 KOH30U3
0 H60 KOH60U1 KOH60U2 KOH60U3
H90 KOH90U1 KOH90U2 KOH90U3
HO K1HOU1 K1HOU1  K1HOU3
H30 K1H30U1 KI1H30U1 K1H30U3
Kl H60 K1H60U1 KI1H60U1 K1H60U3
H90 K1H90Ul1 KI1H90U1l K1H90U3
HO K2HOU1 K2HOU1  K1HOU3
H30 K2H30U1 K2H30U1 K1H30U3
“ H60 K2H60U1 K2H60U1 K1H60U3
H90 K2H90U1 K2H90U1l K1H90U3
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3.4 Diagram Alir Penelitian

Adapun diagram alir pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

Pembuatan tepung probiotik

Pengamatan karakter fisik tepung probiotik

y
Perhitungan jumlah mikroba

Analisis data

Gambar 5. Diagram Alir Penelitian.

3.5 Pembuatan Tepung Probiotik
3.5.1 Tahap Persiapan

Isolat mikroba probiotik berupa Lactobacillus sp. dan S. cerevisiae
yang digunakan diperoleh dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi
FMIPA Universitas Lampung. Kepadatan populasi mikroba pada
isolat terlebih dahulu dihitung sebelum digunakan. Bahan pelindung
yang digunakan merupakan modifikasi dari penelitian oleh Pamungkas
dkk. (2020), dengan komposisi yakni 89 % tepung tapioka, 10 %
maltodekstrin, dan 1 % ZA. Perbandingan antara bahan pelindung dan
isolat mikroba probiotik yakni 3:1. Pada K2, biochar yang diberikan
sebanyak 1,75 % dari total bahan (bahan pelindung dan isolat
mikroba). Pada perlakuan KO, isolat mikroba probiotik akan disimpan
pada media cair. Semua alat dan bahan yang akan digunakan terlebih

dahulu disterilisasi.
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3.5.2 Langkah Kerja K1

Bahan pelindung berupa tepung tapioka 85,44 g, maltodekstrin 9,6 g,
dan ZA 0,96 g diaduk merata di gelas beaker. Kemudian masukkan
isolat mikroba probiotik (Lactobacillus sp. dan S. cerevisiae) dalam
media cair masing-masing sebanyak 16 ml ke gelas beaker dan aduk
kembali hingga merata. Selanjutnya campuran tersebut diratakan di
atas nampan lalu dikeringkan menggunakan oven pada suhu 37 °C
selama 6 jam. Tepung probiotik yang dihasilkan kemudian disimpan

dalam toples di suhu ruang.

3.5.3 Langkah Kerja K2

Biochar sebanyak 2,24 g ditambahkan isolat mikroba probiotik
(Lactobacillus sp. dan S. cerevisiae) dalam media cair masing-masing
sebanyak 16 ml dan diaduk merata di gelas beaker. Kemudian
masukkan bahan pelindung berupa tepung tapioka 85,44 g,
maltodekstrin 9,6 g, dan ZA 0,96 g ke gelas beaker dan aduk kembali
hingga merata. Selanjutnya campuran tersebut diratakan di atas
nampan lalu dikeringkan menggunakan oven pada suhu 37 °C selama 6
jam. Tepung probiotik yang dihasilkan kemudian disimpan dalam

wadabh toples di suhu ruang.

3.6 Pengamatan Karakter Fisik Tepung Probiotik

Tepung probiotik yang dihasilkan dari tiap perlakuan akan dilakukan
pengamatan berdasarkan karakter fisiknya yang meliputi warna, tekstur, dan

bentuk.
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3.7 Perhitungan Jumlah Mikroba

Perhitungan jumlah mikroba dilakukan menggunakan Total Plate Count
(TPC). Media yang digunakan adalah media MRSA untuk bakteri
Lactobacillus sp., dan media PDA+kloramfenikol untuk khamir S. cerevisiae.
Berdasarkan modifikasi Putri (2022), pengenceran dilakukan dengan
mengambil 1 g tepung probiotik dan dicampurkan dengan NaCl 0,9% steril
dalam rasio 1:10. Proses pengenceran dilakukan hingga tingkat pengenceran
10°. Isolasi mikroba dilakukan dengan metode pour plate (cawan tuang), di
mana sebanyak 1 ml sampel dari tiga pengenceran terakhir dituangkan ke
dalam cawan petri, kemudian ditambahkan media padat (MRSA atau PDA)
dan dihomogenkan. Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 37 °C (bakteri) dan 30
°C (khamir S. cerevisiae) selama 24-48 jam. Koloni yang terbentuk dihitung
menggunakan colony counter dengan ketentuan jumlah koloni yang dapat
dihitung berkisar antara 30-300 koloni. Perhitungan jumlah colony forming
units (CFU) per ml untuk setiap sampel dilakukan menggunakan rumus
sebagai berikut (Marfirah dkk., 2023).

CFU/ml = Jumlah koloni terhitung x

Faktor pengenceran

3.8 Analisis Data

Data berupa karakter fisik tepung probiotik yang diperoleh disajikan dalam
bentuk tabel dan gambar. Data perhitungan jumlah mikroba dianalisis secara
statistik dan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik. Analisis statistik
dilakukan menggunakan ANOVA pada a 5 %, dan untuk hasil analisis yang
menunjukkan adanya pengaruh nyata antar perlakuan, maka dilanjutkan
dengan uji lanjut Tukey’s HSD untuk mengetahui perbedaan signifikan antar

perlakuan tersebut.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, dapat disimpulkan bahwa:

1. Biochar berpengaruh nyata terhadap viabilitas bakteri Lactobacillus sp.,
namun tidak berpengaruh nyata terhadap viabilitas Saccharomyces
cerevisiae selama penyimpanan.

2. Terdapat perbedaan karakter fisik pada aspek warna antara kedua
perlakuan tepung probiotik yang dihasilkan karena adanya penambahan

biochar.

5.2 Saran

Diperlukan pengujian pada jangka waktu lebih panjang dan kondisi
penyimpanan yang berbeda, seperti variasi suhu untuk mengetahui kondisi
optimal yang mampu mempertahankan jumlah sel probiotik. Penelitian
lanjutan dapat dilakukan dengan menguji efektivitas aplikasi tepung probiotik
dengan bahan pelindung dan biochar ini secara langsung pada pakan dan
Kinerja pertumbuhan serta kesehatan hewan uji dengan melihat ketahanannya
terhadap pH asam lambung, garam empedu, serta kemampuan adhesi pada

saluran pencernaan.
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