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Abstract — Tempeh is a substrate that can be metabolized by Lactic Acid Bacteria (BAL) so that it can be
used to maintain the balance of intestinal microflora. BAL belongs to non-pathogenic bacteria that
produce lactic acid as the main end product. The probiotic property of BAL contained in tempeh juice
with the addition of dates and skim milk need to be tested biochemically. This study aims to measure the
BAL potential of tempeh juice as probiotic candidate. The total BAL measurement is carried out by
counting the Total Plate Count (TPC). The method is carried out using macroscopic, microscopic and
biochemical characteristics (catalase test, salt content resistance test, and acid pH resistance test). The
data is descriptively presented using figures and tables. This method obtained a total BAL of 9.6 x 10°
cfu/ml, which meets the requirement for growing probiotics of at least 10° cfu/ml. Macroscopic
characterization shows colonies in the form of rounds, flat edges, convex elevations, and around the
colony there was a clear zone. Microscopic characterization obtained four isolates that are Gram-positive,
catalase negative, resistant to salt content of 5% and 6.5% and able to grow at pH 2.5 and 3. Based on
this study, four isolates were found to have the potential to be probiotic candidates.

Abstrak - Tempe menjadi substrat yang dapat dimetabolisme oleh Bakteri Asam Laktat (BAL) sehingga
dapat dimanfaatkan untuk menjaga keseimbangan mikroflora usus. BAL termasuk kedalam bakteri non
patogen yang menghasilkan asam laktat sebagai produk akhir utama. Sifat probiotik BAL yang
terkandung pada jus tempe dengan penambahan kurma dan susu skim perlu diuji secara biokimia.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi BAL dari jus tempe sebagai kandidat probiotik.
Kandungan total BAL dilakukan dengan menghitung Total Plate Count (TPC). Metode yang dilakukan
dengan menggunakan karakterisasi makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia (uji katalase, uji
ketahanan kadar garam, dan uji ketahanan pH asam). Data dianalisis secara deskriptif yang disajikan
dalam bentuk gambar dan tabel. Hasil perhitungan total BAL diperoleh sebesar 9,6 x 10° cfu/ml dan
telah memenuhi syarat tumbuh probiotik minimal sebesar 106 cfu/ml. Karakterisasi makroskopis terlihat
koloni berbentuk bulat, tepian rata, berelevasi cembung dan disekeliling koloni terdapat zona jernih.
Karakterisasi mikroskopis diperoleh empat isolat yang bersifat Gram positif, katalase negatif, tahan
terhadap kadar garam 5% dan 6,5% serta mampu tumbuh pada pH 2,5 dan 3. Berdasarkan penelitian
tersebut diperoleh empat isolat yang berpotensi sebagai kandidat probiotik.
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PENDAHULUAN dalam proses fermentasi tempe sangat kompleks.

Salah satu mikroorganisme yang berperan vyaitu

Tempe merupakan salah satu produk makanan Bakteri Asam Laktat (BAL). BAL dicirikan dapat
tradisional masyarakat Indonesia berbahan dasar memproduksi asam laktat sebagai produk akhir
kacang-kacangan yang difermentasikan katabolik utama dari glukosa, dan merupakan bagian

menggunakan ragi. Mikroorganisme yang berperan dari mikrobiota sehat usus manusia [1]. Istilah
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probiotik berasal dari bahasa Latin, yang berarti
"seumur hidup". Lactobacillus dan Bifidobacterium
merupakan kelompok BAL yang biasa dikonsumsi
sebagai probiotik [2]. Sereal dan kacang-kacangan
adalah substrat yang efektif untuk produksi makanan
fungsional yang mengandung probiotik, karena
dapat digunakan sebagai sumber karbohidrat untuk
merangsang  pertumbuhan  Lactobacillus dan
Bifidobacteria [3]. Studi menunjukkan bahwa
populasi Lactobacillus dapat menurun seiring
bertambahnya usia, dan suplementasi Lactobacillus
probiotik untuk lansia dapat meningkatkan
kesehatan ~ dengan ~ memodulasi  komposisi
mikrobiota usus, kekebalan dan kesehatan usus [4],
[5]. Penelitian terbaru terkait pasien COVID-19
menunjukkan terjadinya simbiosis mikroba usus
dengan penurunan probiotik seperti Lactobacillus
dan Bifidobacterium pada saluran pencernaan [6].
Penelitian  sebelumnya, menunjukkan bahwa
suspensi probiotik bakteri Lactobacillus 1x10°
cfu/ml dapat mengurangi kolonisasi Salmonella
yang terdapat pada anak ayam [7].

Strain BAL, yang diisolasi dari makanan fermentasi
tradisional, dapat digunakan dalam formulasi
minuman probiotik dengan karakteristik fungsional
untuk mengatur pertumbuhan mikroorganisme
patogen, ini akan membantu dalam pencegahan dan
atau pengobatan penyakit [8]. BAL yang berpotensi
sebagai probiotik harus memiliki kemampuan
bertahan hidup dan berkolonisasi pada saluran
pencernaan inang yang ekstrim [9]. Kelangsungan
hidup probiotik selama transfer dalam sistem
pencernaan dipengaruhi oleh faktor fisik dan kimia
dengan pembawa makanan. Ketahanan terhadap
asam lambung dan empedu, melekatnya mukus
sistem pencernaan dan produksi asam oleh probiotik
dipengaruhi oleh konstituen makanan pembawa
probiotik [10]. Mikroorganisme dengan status
probiotik harus bebas dari efek samping [11].

Penelitian menunjukkan bahwa BAL telah
ditemukan secara alami dalam proses pembuatan
tempe dan memiliki peran besar sebagai probiotik
[12]. Dalam penelitian ini pembuatan jus tempe akan
ditambahkan kurma dan susu skim sebagai sumber
karbon untuk BAL. Kurma merupakan sumber serat
tinggi dan dapat dimanfaatkan sebagai prebiotik
yang dapat berinteraksi dengan mikroflora usus [13].
Sedangkan susu skim mengandung laktosa sebagai
sumber karbon dalam jumlah tinggi [14]. Penelitian
mengenai perlakuan sari kurma ditambahkan susu
skim pernah dilaporkan dapat berpengaruh nyata
terhadap total BAL, total asam, penurunan total gula,
dan aktivitas antibakteri terhadap bakteri patogen

[15]. Probiotik dan prebiotik jika dikombinasikan
dapat menstimulasi aktivitas bakteri baik dalam
saluran pencernaan sehingga meningkatkan sistem
kekebalan tubuh [16]. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengevaluasi potensi BAL sebagai
kandidat probiotik dari jus tempe yang ditambahkan
kurma dan susu skim.

METODE

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Juli sampai Oktober
2022 di Laboratorium Biologi, Prodi Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam As-
Syafiiyah, Jatiwaringin.  Metode penelitian
dilakukan secara deskreptif kualitatif, diperoleh dari
hasil makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia
meliputi: uji katalase, uji ketahanan garam, dan uji
ketahanan pH asam yang disajikan dalam bentuk
gambar dan tabel.

Pembuatan Jus Tempe

Tempe dipotong dadu lalu ditimbang 10 gram
ditambahkan tujuh butir kurma yang sudah
dipisahkan dengan bijinya. Selanjutnya
ditambahkan 5 gram susu skim dan dituangkan 250
ml air, diblender hingga halus.

Isolasi dan Perhitungan Total BAL

Isolasi BAL dilakukan dengan menggunakan
metode dari Fatmawati [17] yang dimodifikasi.
Proses isolasi diawali dari pengenceran 10 mL jus
tempe dimasukkan kedalam 90 mL garam fisiologis
(NaCl) 0,9%. Kemudian di vortex hingga homogen
sehingga didapatkan pengenceran berseri 10, Dari
larutan tersebut di pipet 1 mL dan dilarutkan dalam
9 mL NaCl 0,9% dan divortex kembali, sehingga
diperoleh pengenceran 102 dan dilakukan berulang
sampai pengenceran 10°. Setelah itu dilakukan
proses plating secara duplo. masing-masing
suspensi hasil pengenceran 10— 10 dipipet 0,1 mL
dan diinokulasikan ke dalam cawan petri berisi
Media de Man Ragosa Sharpe Agar (MRSA) yang
telah tersuspensi kalsium karbonat (CaCOs) 5%
dengan metode sebar (spread plate). Diinkubasi
dengan suhu 37°C selama 24-48 jam. Setiap cawan
petri yang mengandung koloni dihitung angka Total
Plate Count (TPC) dalam 1 mL dengan mengalikan
jumlah koloni rata-rata dengan faktor pengenceran
[15]. Jumlah koloni yang tumbuh dihitung antara
30-300 menggunakan colony counter dan
dinyatakan sebagai Colony Forming Unit/mL
(cfu/mL). Koloni yang membentuk zona jernih pada
media MRSA+CaCOs; 5% dan memiliki morfologi
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koloni yang berbeda dilakukan pemurnian kultur
isolat dengan metode gores, lalu diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 -48 jam.

Karakterisasi BAL sebagai Kandidat Probiotik
Karakterisasi morfologis BAL dilakukan meliputi
pengamatan morfologi makroskopis dan
mikroskopis. Karakterisasi morfologi makroskopis
dilakukan secara langsung mengamati koloni BAL
meliputi ukuran koloni, warna dan bentuk.
Karakterisasi morfologis mikroskopis dilakukan
dengan mengamati jenis Gram berupa bentuk dan
warna sel dari BAL dengan menggunakan
pewarnaan Gram. Kelompok bakteri Gram positif
dan negatif dapat dibedakan dengan melihat warna
sel bakteri dengan bantuan mikroskop [18].

Pewarnaan Gram Bakteri

Isolat BAL hasil pemurnian dari media MRSA
diambil menggunakan ose, dibuat preparat ulas
diatas objek glass dan kemudian difiksasi di api
bunsen. Preparat kemudian ditetesi dengan larutan
kristal violet, didiamkan selama 1 menit, dicuci
dengan aquadest mengalir dan dikeringkan.
Selanjutnya preparat ditetesi dengan larutan lugol,
didiamkan selama 1 menit, dicuci dengan agquadest
mengalir dan dikeringkan. Preparat kemudian
ditetesi aseton alkohol didiamkan selama 10-30
detik, dicuci dengan aquadest mengalir. Selanjutnya
preparat ditetesi safranin, didiamkan selama 30 detik,
lalu dicuci dengan aquadest mengalir dan dikering
anginkan. Kemudian diamati di bawah mikroskop
pada perbesaran 100x dengan menggunakan minyak
imersi [19].

Uji Katalase

Uji katalase dilakukan dengan mengambil satu ose
koloni isolat BAL dan diletakkan pada object glass
kemudian ditambahkan 1-2 tetes H,O. 3%. Jika
timbul gelembung-gelembung udara artinya positif
dan hasil negatif apabila tidak terbentuk gelembung
udara [19].

Uji Ketahanan Kadar Garam

Ketahanan isolat BAL terhadap garam dilakukan
dengan menambahkan garam fisiologis (NaCl)
dengan konsentrasi berbeda pada media de Man
Ragosa Sharpe Broth (MRSB) yang dimodifikasi
[20]. Isolat BAL diambil dari stok sebanyak 1 ose
kemudian diinokulasikan pada masing-masing
media MRSB + NaCl 5 % dan MRSB + NaCl 6,5 %.
Diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37°C.
Perubahan pada media menjadi indikator ada atau
tidak adanya ketahanan pertumbuhan bakteri

terhadap kadar garam. Hasil positif ditunjukkan
dengan adanya endapan pada dasar tabung dan
adanya perubahan media menjadi lebih keruh
dibandingkan sebelum inkubasi.

Uji Ketahanan pH

Sebanyak 1 mL kultur BAL disuspensikan ke dalam
3 ml MRSB+ HCI 10% dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24-48 jam [21]. Hasil positif
ditunjukkan dengan adanya endapan pada dasar
tabung dan adanya perubahan media menjadi lebih
keruh dibandingkan sebelum inkubasi.

Analisa Data

Data yang diperoleh dari hasil karakterisasi
dianalisis secara deskriptif meliputi karakteristik
morfologi dan biokimia BAL. Hasil data penelitian
ditampilkan sesuai dengan hasil pengamatan yang
ada meliputi gambar dan tabel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Perhitungan Total BAL

Hasil penelitian menunjukkan bahwa total koloni
BAL dalam jus tempe yang ditambahkan kurma dan
susu skim adalah sebesar 9,6 x 108 cfu/ml. Produk
pangan fungsional harus memiliki probiotik berkisar
106-108 cfu/ml [22]. Pertumbuhan BAL dipengaruhi
olen Kketersediaan nutrisi utama pada media
diantaranya nitrogen dan karbon [23]. Kandungan
asam amino pada kurma menghasilkan glukosa
(71,2%) dan fruktosa (81,6%) [24], Sedangkan susu
skim mengandung laktosa sebagai sumber karbon
dalam jumlah tinggi, yang akan diubah oleh BAL
menjadi asam laktat, serta mengandung protein yang
berperan sebagai sumber nitrogen [14]. Berdasarkan
penelitian Nanggoilani [25] penambahan susu skim
sebanyak 13% memberikan pengaruh nyata terhadap
total BAL dengan hasil 10° cfu/ml. Keadaan nutrisi
yang tersedia pada substrat diduga cukup untuk
pertumbuhan BAL. Gula sebagai sumber energi
dimanfaatkan oleh BAL untuk pertumbuhan dan
menghasilkan metabolit berupa asam laktat selama
proses fermentasi.

Karakterisasi Morfologi
Mikroskopis BAL

Seluruh koloni yang tumbuh pada media MRSA
hasil dari isolasi pengenceran berseri umumnya
memiliki zona jernih (Gambar 1A). Hasil dari
pemurnian isolat diperoleh kultur murni untuk
dilakukan pengujian selanjutnya (Gambar 1B).

Makroskopis dan
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Gambar 1. Hasil isolasi dan pemurnian isolat BAL pada

media MRSA. (A) hasil isolasi dari pengenceran berseri

terlihat zona jernih disekitar koloni, (B) hasil pemurnian

dengan metode gores terlihat single koloni terpisah dari
koloninya.

Penambahan CaCO; pada media tumbuh bakteri
MRSA bertujuan sebagai seleksi tahap awal dalam
isolasi dan pemurnian BAL karena CaCOs yang
bersifat basa memiliki  kemampuan  untuk
menetralkan produksi asam yang dihasilkan oleh
BAL, sehingga terbentuk zona jernih disekitar
koloni BAL akibat penetralan oleh CaCOs; terhadap
asam yang dihasilkan oleh BAL [26]. Karakteristik
morfologi bakteri potensial probiotik yang diperoleh
memiliki kesamaan bentuk bulat kecil sampai
sedang dengan tepian rata dan berelevasi cembung.
Hasil penelitian ini sama dengan yang dilakukan
Touw [12] bahwa BAL memiliki ciri-ciri koloni
berwarna putih susu, berbentuk bulat, memiliki
tepian yang licin serta permukaan yang cembung.

Hasil pemurnian isolat BAL selanjutnya diamati
dibawah mikroskopis dengan metode pewarnaan
Gram. Empat isolat yaitu kode TEa-4130, TEb-4130,
TEb-4230, dan TEb-4250 terpilih untuk dilakukan
pengamatan mikroskopik.
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Gambar 2. Hasil pewarnaan Gram keempat isolat BAL,
seluruhnya bersifat Gram positif dengan bentuk batang
(bacillus). Perbesaran mikroskopis 100x; (A) TEa-4130,
(B) TEb-4130, (C) TEb-4230, (D) TEb-4250

Hasil mikroskopis pada Gambar 2 menunjukkan
bahwa keempat isolat BAL berbentuk batang
(bacillus) dengan terlihat sel berwarna ungu, yang

berarti masuk dalam kategori Gram positif.
Munculnya warna ungu pada bakteri Gram positif
disebabkan karena komponen utama penyusun
dinding sel Dbakteri Gram positif adalah
peptidoglikan, sehingga mampu mengikat pewarna
kristal violet dan hanya terwarnai oleh safranin [27].
Kompleks kristal violet-iodin, yang telah memasuki
dinding sel selama langkah awal pada proses
pewarnaan dapat diekstraksi, oleh kandungan lipid
yang rendah, dinding sel selama bakteri Gram-
positif menjadi terhidrasi selama perlakuan dengan
alkohol, sehingga terjadi perubahan warna sel [26].
BAL pada penelitian ini termasuk ke dalam
kelompok bakteri Gram positif, dan isolat tersebut
merupakan genus Lactobacillus.

Karakterisasi BAL sebagai Kandidat Probiotik
Hasil dari  karakterisasi  makroskopis dan
mikroskopis isolat BAL sebagai probiotik, terpilih 4
(empat) isolat BAL untuk dikarakterisasi dengan uiji
biokomia yaitu uji katalase, uji ketahanan garam,
dan uji ketahanan asam (pH). Hasil karakterisasi
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Karakterisasi BAL berdasarkan pengujian

biokimia

Ketahanan Ketahanan
Kode Garam pH
Isolat Katalase NaCl NaCl 25 3

5%  6,5% '
TEa-4130 - + + + +
TEDb-4130 - + + + +
TEDb-4230 - + + + +
TEb-4250 - + + + +

Keterangan : (-): tidak ada gelembung udara
(+): keruh pada media tumbuh

Hasil uji katalase menunjukkan bahwa keempat
isolat merupakan kelompok bakteri dengan katalase
negatif yang berarti isolat tidak mampu
menghasilkan enzim katalase, ditandai dengan tidak
terbentuknya gelembung udara. Jika timbul
gelembung udara memberikan indikasi terbentuknya
gas oksigen (O) dari pemecahan hidrogen oksida
oleh enzim katalase bakteri tersebut. Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian sebelumnya [28] bahwa
BAL asal tempe termasuk bakteri katalase negatif.

Hasil uji ketahanan kadar garam diperoleh 4 (empat)
isolat pada konsentrasi NaCl 5% dan NaCl 6,5%
dapat tumbuh dengan baik setelah diinkubasi selama
48 jam, hal tersebut ditunjukkan dengan adanya
kekeruhan pada media MRSB setelah diinkubasi.
Derajat ketahanan terhadap garam merupakan
karakteristik penting bagi BAL probiotik, sebab
berpengaruh terhadap aktivitasnya dalam saluran
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pencernaan, terutama di hati yaitu tempat empedu
disekresikan [29]. BAL sebagai mikroflora normal
usus yang sehat, harus dapat bertahan hidup,
berkolonisasi, dan menempel pada jaringan inang.
Untuk bertahan hidup, probiotik harus menempel
pada saluran usus dan mentolerir keberadaan garam
empedu dan pH usus yang rendah [30]. Menurut
Ismail [31] bakteri yang dapat tumbuh pada
konsentrasi NaCl 4% dan 6,5% yang diinkubasi
selama 24 jam kemungkinan adalah BAL jenis
Lactobacillus sp. Diketahui bahwa Lactobacillus
adalah mikroflora normal dalam saluran pencernaan
manusia maupun hewan dan tidak menyebabkan
patogen.

Hasil uji ketahanan pH BAL pada media MRSB-
HCL dengan pH bervariasi yaitu 2,5 dan 3
menunjukkan bahwa keempat isolat mampu
bertahan pada kondisi tersebut. Hasil ini dapat
terlihat adanya kekeruhan pada media tumbuh. Hasil
ini diperkuat oleh penelitian [21] yang menyatakan
bahwa BAL telah memenuhi persyaratan pengujian
probiotik apabila didapatkan dapat tumbuh pada pH
2,5 dan pH 3 serta adanya endapan pada media.

Ketahanan hidup pada pH rendah berhubungan
dengan kemampuan bakteri dalam mempertahankan
kondisi internal sel dengan lingkungan luar.
Ketahanan asam dapat meningkat dengan adanya
pelindung alami dalam produk yang dikonsumsi
seperti protein dan lemak [32].

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil TPC diperoleh total BAL sebesar
9,6 x 106 cfu/ml dan telah memenuhi syarat populasi
probiotik. Seleksi kandidat probiotik melalui uji
biokimia seperti katalase, ketahanan terhadap kadar
garam, dan ketahanan pH asam menunjukkan empat
isolat (TEa-4130, TEb-4130, TEb-4230, dan TEb-
4250) dari jus tempe yang ditambahkan kurma dan
susu skim memiliki BAL yang berpotensi sebagai
probiotik.
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