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Abstrak

Latar Belakang: Tempe merupakan makanan fermentasi kedelai khas Indonesia yang
memiliki manfaat bagi kesehatan. Efek kesehatan dari tempe dapat ditingkatkan melalui
penambahan bakteri probiotik menghasilkan tempe probiotik. Namun, belum ada yang
evaluasi nilai gizi dan total bakteri asam laktat pada tempe probiotik. Tujuan: Untuk
mengukur pengaruh penambahan bakteri probiotik terhadap kadar air, abu, protein, lemak,
serat kasar dan karbohidrat serta bakteri asam laktat pada tempe probiotik. Metode:
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain rancangan acak lengkap.
Penelitian dilakukan pada bulan Agustus- November 2023, bertempat di Laboratorium
Pengembangan Produk, Departemen Gizi Kesehatan UGM. Sampel yang dianalisis adalah
tempe standar dan tempe yang disuplementasi dengan 1% (b/b) campuran bakteri
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum dan Streptococcus thermophilus (tempe
probiotik). Kadar air, abu, protein, lemak dan karbohidrat dianalisis menurut metode AOAC.
Kadar bakteri asam laktat diukur dengan menggunakan angka lempeng total dalam media
MRS. Uji t tidak berpasangan dilakukan dengan o ditetapkan pada 95%. Hasil: Terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05) pada kadar air, abu, protein, lemak, karbohidrat, energi,
dan total bakteri asam laktat pada kedua jenis tempe. Tempe probiotik memiliki kadar
air dan total bakteri asam laktat yang lebih tinggi dibandingkan dengan tempe standar.
Kesimpulan: Penambahan bakteri probiotik pada tempe memengaruhi nilai gizi dan total
bakteri asam laktat.

Kata kunci: tempe; probiotik; bakteri asam laktat; nilai gizi; pangan fungsional

Abstract

Background: Tempeh is a traditional soy- fermented food from Indonesia that has health-
promoting activity. The health activity of tempeh can be elevated by the addition of probiotic,
resulting in probiotic tempeh. However, no studies have reported the proximate and total
lactic acid bacteria in probiotic tempeh. Objective: To evaluate the impact of the addition
of probiotic bacteria during tempeh production on moisture, ash, protein, fat, crude fiber,
carbohydrate and total lactic acid bacteria of tempeh Methods: This was an experimental
study with randomized controlled trial. The research was conducted from August- November
2023 at the product development laboratory at Department of Nutrition and Health UGM.
Sample was regular tempeh with probiotic tempeh developed by addition of 1% (w/w)
of lyophilized Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum and Streptococcus
thermophilus. The moisture, ash, protein, fat, crude fiber, and carbohydrate were analyzed
according to AOAC method. Total plate count using MRS agar was used to count total lactic
acid bacteria in tempeh. Independent sample t-test was used with at 95%. Result: There was
a significant difference (p<0.05) in moisture, ash, protein, fat, carbohydrate, energy and total
lactic acid bacteria count between groups. Probiotic tempeh has higher moisture and total
lactic acid bacteria count compared with regular tempeh. Conclusion: Addition of probiotic
bacteria during tempeh production impacts nutrient content as well total lactic acid bacteria
in tempeh.

Keywords: tempe; probiotic; lactic acid bacteria; nutrient value; functional food
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PENDAHULUAN

Kedelai merupakan kacang-kacangan
yang telah lama dikonsumsi oleh populasi
Asia sejak 3000 tahun yang lalu (1).
Masyarakat di Asia mengolah kedelai
menjadi bahan pangan lain seperti tempe,
nato, kecap dan lainnya yang tidak hanya
meningkatkan nilai gizi, namun juga
memberikan manfaat kesehatan (2). Hal
ini disebabkan oleh enzim yang terdapat
dalam mikroorganisme seperti protease,
amilase, dan f-glukosidase yang berperan
penting dalam biotransformasi zat gizi
dan senyawa bioaktif menjadi senyawa
dengan nilai fungsional kesehatan yang
lebih baik dibandingkan dengan produk
awalnya yaitu kacang kedelai (3).
Biotransformasi ini juga memengaruhi
sifat organoleptik seperti rasa dan aroma
serta kestabilan dari produk fermentasi
kedelai (4,5).

Tempe merupakan makanan
fermentasi  kedelai asli  Indonesia
yang masuk dalam kategori makanan
fungsional. Makanan fungsional
didefinisikan sebagai makanan baru yang
diformulasikan sehingga mengandung
substansi atau mikroorganisme hidup
yang memiliki efek untuk mencegah
perkembangan penyakit dan diberikan
pada konsentrasi yang aman dan cukup
untuk mencapai efek kesehatan yang
diinginkan (6). Tempe dilaporkan
memiliki aktivitas dalam manajemen
dan pencegahan beberapa penyakit
metabolik seperti diabetes, obesitas,
anemia maupun kanker (7). Aktivitas ini
disebabkan karena kandungan beberapa
senyawa bioaktif yang terdapat dalam
tempe antara lain isoflavon, peptida
bioaktif, serat pangan maupun asam
gamma-aminobutirat (GABA) (8-10).
Senyawa bioaktif tersebut dapat bersifat
sebagai antioksidan, anti-dislipidemia,
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memiliki efek vasodilator serta bersifat
sebagai anti-kanker.

Senyawa aglikon isoflavon
merupakan senyawa bioaktif utama
dalam tempe yang berperan dalam
memberikan efek kesehatan pada
tempe (11). Senyawa aglikon isoflavon
terbentuk  akibat aktivitas enzim
[-glukosidase pada jamur Rhizopus
yang memecah senyawa gula pada
gugus malonil isoflavon menghasilkan
senyawa aglikon isoflavon (12,13).
Enzim ini terutama terdapat pada
jamur Rhizopus, namun demikian juga
terdapat pada bakteri asam laktat seperti
dalam golongan bakteri Lactobacillus
dan Bifidobacterium (14). Menariknya,
tidak semua tempe mengandung bakteri
asam laktat. Hal ini dipengaruhi oleh
variasi dalam metode pembuatan
tempe seperti yang dilaporkan pada
beberapa studi sebelumnya (15-16).
Suplementasi bakteri asam laktat pada
proses fermentasi tempe dilaporkan
dapat meningkatkan aglikon isoflavon
dari tempe yang dihasilkan serta
meningkatkan efek kesehatan dari
tempe yang dihasilkan (17-19). Selain
itu, studi lain melaporkan bahwa
suplementasi  bakteri asam laktat
pada proses pembuatan tempe dapat
memperpendek waktu fermentasi serta
meningkatkan nilai organoleptik dari
tempe yang dihasilkan (20).

Meskipun peran dari suplementasi
bakteri asam laktat telah dilaporkan pada
beberapa studi, namun pengaruhnya
terhadap perubahan nilai gizi belum
pernah dilakukan. Analisis nilai gizi perlu
dilakukan untuk memastikan bahwa
kandungan gizi tempe yang dihasilkan
dari penambahan bakteri asam laktat
tidak menurun. Hal ini disebabkan oleh
adanya enzim pada bakteri asam laktat
yang dapat memecah zat gizi makro
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sehingga dapat mengurangi kandungan
gizi dari tempe yang dihasilkan (21).
Selain itu, studi sebelumnya juga
belum banyak melakukan evaluasi dari
penambahan bakteri asam laktat pada
proses pembuatan tempe terhadap total
bakteri asam laktat pada tempe yang
dihasilkan. Penelitian ini penting untuk
dilakukan sebagai informasi bahwa
bakteri asam laktat dapat tumbuh dan
berkembang dengan baik pada tempe,
sehingga menjadi alternatif media
dalam transfer bakteri probiotik. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi pengaruh suplementasi
bakteri asam laktat pada proses
pembuatan tempe terhadap nilai gizi dan
total bakteri asam laktat pada tempe.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental dengan desain rancangan
acak lengkap. Penelitian dilaksanakan
pada bulan April hingga Agustus
2023. Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah tempe standar
dan tempe modifikasi  probiotik.
Bakteri  Lactobacillus  acidophilus,
Bifidobacterium longum dan
Streptococcus thermophilus diperoleh
dari Food and Nutrition Culture Center
(FNCC) Pusat Studi Pangan dan Gizi,
Universitas Gadjah Mada (UGM).
Bakteri kemudian dikembangkan dalam
media MRS cair yang disuplementasi
dengan 10% peptone dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 48 jam. Setelah
itu, dilakukan enumerasi  bakteri
menggunakan teknik angka lempeng
total (fotal plate count). Apabila bakteri
mencapai 10°CFU/ml, masing-masing
sebanyak 1% (v/v) dibiakkan ke dalam
susu skim steril. Campuran kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

dan dikeringkan dengan menggunakan
metode kering beku (freeze dryer).
Tahapan selanjutnya yaitu
pembuatan tempe. Pembuatan tempe
dilakukan menurut penelitian yang
telah kami lakukan sebelumnya (17)
dengan modifikasi. Secara umum,
kacang kedelai yang diperoleh dari pasar
dicuci dan dibersihkan. Kacang kedelai
kemudian direbus selama 10 menit dalam
air mendidih. Kedelai dipisahkan dari
kulit ari, direndam selama satu malam,
dan direbus kembali selama 5 menit.
Kacang kedelai kemudian didinginkan
dan ditambahkan ragi tempe Raprima
(1 gram/kg kacang kedelai) serta 5%
(b/b) kultur bakteri probiotik. Campuran
kemudian dimasukkan ke dalam plastik
yang telah dilubangi dan difermentasi
selama 48 jam. Untuk tempe standar,
perlakuan dibuat sama, tapi tanpa
penambahan kultur bakteri probiotik.
Analisis proksimat meliputi kadar air,
kadar abu, protein total, dan lemak total
dilakukan menggunakan metode standar
AOAC. Analisis karbohidrat dilakukan
dengan teknik by difference dan analisis
energi dilakukan dengan menjumlah total
energi yang dihasilkan dari setiap zat gizi
makro (karbohidrat setara 4 kalori/gram,
protein setara 4 kalori/gram, dan lemak
setara 9 kalori/gram) pada sampel.
Analisis total bakteri asam laktat pada
tempe dilakukan dengan menggunakan
angka lempeng total (fotal plate count).
Secara umum, sebanyak 1 gram dari
masing-masing tempe ditimbang dan
dihomogenkan dengan 9 ml larutan NaCl
0,8% steril. Sebanyak 1 ml larutan sampel
diencerkan secara bertingkat 10 kalinya
hingga didapat pengenceran 10°. Masing-
masing larutan pengenceran sampel
diambil 1 ml dan di plating (ditanam)
dalam media MRS agar dengan teknik
pour plate dan diinkubasi pada suhu 37°C
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selama 48 jam. Koloni yang terbentuk
kemudian dihitung dengan satuan colony
forming unit (CFU). Sebagai kontrol,
dilakukan pengambilan 1 ml larutan NaCl
0,8% steril dengan prosedur yang sama
dengan larutan sampel.

Data yang diperoleh kemudian
dianalisis normalitasnya menggunakan
uji Kolmogorov-Smirnov. Apabila data
terdistribusi normal (p>0,05), analisis
statistik dilakukan dengan menggunakan
independent sample t-test, sedangkan
uji Mann-Whitney digunakan apabila
data tidak berdistribusi normal. Analisis
statistik dilakukan dalam perangkat
lunak R dengan a ditetapkan pada 95%.

HASIL
Pengaruh  Suplementasi  Bakteri
Probiotik terhadap Nilai Proksimat
Tempe

Sebelum dilakukan analisis statistik,
uji normalitas data dilakukan pada
variabel nilai proksimat gizi tempe.
Berdasarkan  hasil uji  normalitas
data pada kadar air, protein, lemak,
karbohidrat, abu dan energi, hasil analisis
menunjukkan nilai yang tidak signifikan
(»p>0,05). Hasil ini menunjukkan bahwa
data pada masing-masing variabel nilai
proksimat berdistribusi normal. Oleh
karena itu, analisis statistik dilakukan
dengan menggunakan uji parametrik
independent sample t-test.

Hasil uji statistik dengan
menggunakan  independent sample
t-test menunjukkan adanya perbedaan
yang signifikan (p<0,05) antara kadar
air, protein, lemak, karbohidrat, abu
dan energi. Hal ini menunjukkan
terdapat perbedaan pada nilai proksimat
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pada kedua jenis tempe. Pengaruh
suplementasi bakteri probiotik pada
proses pembuatan tempe terhadap nilai
gizi dapat dilihat pada Tabel 1.

Tempe yang dibuat melalui
suplementasi bakteri probiotik memiliki
kadar air yang lebih tinggi dibandingkan
tempe standar. Meskipun terdapat
perbedaan pada kadar air, namun
kedua jenis tempe memiliki kadar
air yang direkomendasikan menurut
SNI yaitu maksimum 65%. Tingginya
kadar air pada tempe disebabkan
oleh proses perendaman tempe yang
menyebabkan penetrasi air ke dalam
kedelai (22). Adanya penetrasi air ini
akan menyebabkan peningkatan volume
dan pengembangan pada kacang kedelai.
Kadar air yang terlalu tinggi dalam bahan
pangan menjadi salah satu faktor yang
menentukan umur simpan bahan pangan
karena berhubungan dengan aktivitas
mikroorganisme (23). Tingginya kadar
air pada tempe probiotik menunjukkan
bahwa bakteri probiotik dapat tumbuh
dengan baik pada tempe. Pertumbuhan
dari bakteri ini akan menghasilkan uap
air sebagai hasil akhir metabolisme
pada bakteri probiotik. Selain itu, kadar
air dalam kedelai merupakan titik kritis
dalam pembuatan tempe. Kadar air
yang terlalu tinggi pada kedelai akan
menghambat distribusi oksigen, sehingga
dapat  menyebabkan  terganggunya
pertumbuhan miselium jamur tempe.
Sebaliknya, kadar air yang terlalu
rendah pada kedelai akan menyebabkan
kemampuan penetrasi kapang menurun
sehingga miselium tidak tumbuh dengan
baik pada tempe (24).
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Tabel 1. Hasil analisis proksimat tempe per 100 gram berat basah

Nilai Gizi Kelompok P

Tempe Standar Tempe Probiotik
Air 63,13+0,09 65,16+0,02™ 0,003
Protein 13,59+0,02 11,59+0,10™ 0,003
Lemak 7,57+0,18 6,53+0,11" 0,002
Karbohidrat 14,90+0,32 15,99+0,01" 0,030
Abu 0,78+0,01 0,73+0,017" 0,006
Energi 129.24+0,88 110,714+0,47" <0,001
Keterangan:

Data dinyatakan dalam rata-ratatstandar deviasi

Tanda bintang (*, **, ***) menunjukkan signifikansi pada p<0,05; p<0,01 dan p<0,001

Tempe yang  dibuat dengan
penambahan bakteri probiotik
memiliki kadar abu yang lebih rendah
dibandingkan tempe standar. Kadar
abu dapat digunakan sebagai informasi
atau penanda kandungan mineral pada
tempe. Semakin tinggi kadar abunya,
semakin tinggi mineral yang terdapat
dalam tempe tersebut. Kadar abu dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara
lain hilangnya mineral selama proses
pembuatan tempe akibat pencucian dan
pelepasan kulit ari pada kedelai (25) dan
penggunaan mineral untuk pertumbuhan
mikroorganisme pada tempe (26). Pada
penelitian ini, rendahnya kadar abu
pada tempe probiotik disebabkan oleh
penggunaan oleh bakteri probiotik. Hal
ini dapat dijelaskan karena teknik dalam
pembuatan tempe yang sama antara
tempe standar dengan tempe probiotik
sehingga dapat meminimalkan variabel
lain yang memengaruhi nilai gizi pada
kedua jenis tempe.

Terdapat hasil yang signifikan
(»<0,05) pada kadar protein antar dua
kelompok tempe. Tempe yang dibuat
dengan melibatkan bakteri probiotik
memiliki kadar protein yang lebih rendah
dibandingkan tempe standar. Salah satu
penyebab rendahnya kandungan protein
pada tempe probiotik ini yaitu aktivitas

enzim protease yang terdapat pada
bakteri probiotik dalam memecah protein
pada kacang kedelai. Studi melaporkan
bahwa Lactobacillus acidophilus mampu
menghasilkan  protease ekstraseluler
dengan berat molekul 90 kD (27). Selain
itu, bakteri Streptococcus thermophilus
juga mampu menghasilkan tiga jenis
protease yang terikat pada membran sel
bakteri (28). Adanya enzim protease ini
menyebabkan rendahnya kadar protein
pada tempe probiotik dibandingkan
dengan tempe standar.

Tren yang sama juga terlihat pada
kadar lemak tempe. Tempe yang dibuat
dengan melibatkan bakteri probiotik
memiliki kadar lemak yang lebih rendah
dibandingkan tempe standar. Adanya
perbedaan ini disebabkan karena adanya
aktivitas enzim lipase yang memecah
lemak menjadi bentuk sederhana yaitu
asam lemak. Studi menunjukkan bahwa
bakteri Bifidobacterium longum dan
Lactobacillus  acidophilus ~ mampu
menghasilkan enzim lipase yang aktif
pada pH netral (29). Enzim lipase ini
juga aktif pada tipe fermentasi solid state
seperti pada tempe dan bekerja optimal
pada kadar air 60-65% (30). Hal ini
menunjukkan bahwa enzim lipase yang
berasal dari bakteri probiotik berperan
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penting dalam menurunkan kadar lemak
pada tempe.

Selain itu, rendahnya kadar lemak
dan protein pada tempe probiotik
akan berdampak pada rendahnya nilai
kalori pada tempe. Tempe probiotik
secara signifikan memiliki kalori yang
lebih rendah dibanding tempe standar.
Rendahnya nilai kalori pada tempe
probiotik menandakan bahwa tempe
probiotik dapat digunakan pada individu
yang menjalani diet rendah kalori untuk
penurunan berat badan.

Pengaruh  Suplementasi  Bakteri
Probiotik pada Tempe terhadap
Jumlah Bakteri Asam Laktat

Uji normalitas dilakukan pada kedua
data total bakteri asam laktat pada kedua
jenis tempe. Hasil analisis menunjukkan
nilaip>0,05 yangmengindikasikanbahwa
data berdistribusi normal. Oleh karena
itu, uji statistik dilakukan menggunakan
uji independent sample t-test. Hasil
analisis statistik menunjukkan terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,001)
pada total bakteri asam laktat antara
kedua kelompok tempe. Tempe probiotik
memiliki total bakteri asam laktat yang
lebih tinggi dibandingkan tempe standar
(9,8+0,1 log cfu/ gram vs 7,8+0,1 log cfu/
gram). Pengaruh suplementasi bakteri
asam laktat terhadap kadar total bakteri
asam laktat dapat dilihat pada Gambar
1.

Berdasarkan hasil ini, dapat diketahui
metode pembuatan tempe berdampak
pada jumlah total bakteri asam laktat
pada produk yang dihasilkan. Metode
yang kami gunakan adalah melalui 2
kali perendaman yang berperan penting
dalam  menstimulasi  pertumbuhan
bakteri asam laktat pada tempe. Hasil
ini  dikonfirmasi berdasarkan studi
sebelumnya dengan jumlah total bakteri
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asam laktat ini adalah sekitar 6-7 log cfu/
gram (31). Penelitian lain melaporkan
bahwa bakteri asam laktat yang terdapat
pada tempe meliputi Lactobacillus agilis,
Lactobacillus ~ fermentum,  Weissella
confusa, Lactobacillus delbrueckii dan L.
fermentum (32). Bakteri asam laktat ini
berperan dalam menurunkan pH kedelai
pada saat perendaman. Pada tempe
probiotik, penambahan bakteri probiotik
mampu meningkatkan jumlah bakteri
asam laktat hingga 9 log cfu/gram. Hal ini
menunjukkan bahwa bakteri asam laktat
dapat tumbuh dengan baik pada tempe
dan tidak memengaruhi pertumbuhan
miselium jamur. Hal ini serupa dengan
studi lainnya yang menemukan bahwa
penambahan bakteri asam laktat tidak
memengaruhi pertumbuhan miselium
jamur. Selain itu, penelitian tersebut juga
melaporkan bahwa penambahan bakteri
asam laktat selama proses pembuatan
tempe menurunkan waktu fermentasi
dan meningkatkan nilai organoleptik
tempe (20).

Selain itu, penambahan bakteri
asam laktat tidak hanya berperan dalam
mempercepat proses pembuatan tempe,
namun juga memiliki dampak bagi efek
kesehatan yang ditimbulkan. Beberapa
penelitian melaporkan peran dari
suplementasi bakteri asam laktat yang
ditambahkan pada proses pembuatan
tempe dalam meningkatkan efek anti-
diabetes tempe (17-19). Penambahan
ini selain disebabkan oleh peningkatan
senyawa bioaktif aglikon isoflavon
akibat aktivitas dari enzim S-glukosidase,
juga disebabkan karena aktivitas anti-
dysbiosis yang lebih kuat. Dampak
lainnya dari penambahan bakteri
asam laktat adalah potensinya sebagai
“paraprobiotik”.  Studi  melaporkan
bahwa jumlah bakteri utuh pada tempe
yang telah diolah berkisar antara log 9
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cfu/ gram dengan bakteri hidup sebesar
log 4-5 cfu/gram (33). “Paraprobiotik”
merupakan bakteri probiotik tidak
hidup dan utuh terutama dari golongan
Lactobacillus, yang memberikan efek
kesehatan bagi inangnya (34). Komponen
“paraprobiotik” ini tentunya dapat
meningkat seiring dengan penambahan
bakteri asam laktat pada proses
pembuatan tempe. Namun demikian,

diperlukan  penelitian lebih lanjut
untuk mengevaluasi  “paraprobiotik”
tersebut. Salah satu potensi pemanfaatan
komponen “paraprobiotik” dalam tempe
ini adalah sebagai makanan atlet dalam
meningkatkan  performanya  karena
kemampuannya dalam meningkatkan
produksi energi serta mempercepat
kesembuhan dari atlet (35).

Bakteri Asam Laktat

15+

«0

o

* *kkxk

Gambar 1. Total bakteri asam laktat dari tempe
Keterangan: Total bakteri asam laktat dihitung menggunakan teknik angka lempeng total pada media MRS agar.
Tanda bintang (****) mengindikasikan nilai p<0,001 berdasarkan uji t-tidak berpasangan (independent sample t-test).

KESIMPULAN

Suplementasi bakteri Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium longum
dan Streptococcus thermophilus pada
proses pembuatan tempe probiotik
memengaruhi nilai gizi tempe dan
meningkatkan total bakteri asam laktat
pada tempe. Meskipun nilai gizi pada
tempe probiotik lebih rendah dibanding
tempe standar, namun peningkatan total
bakteri asam laktat memberikan efek
kesehatan yang lebih menguntungkan.
Penelitian lebih lanjut terkait efek tempe
probiotik ini terhadap kesehatan perlu
dilakukan, terutama potensi tempe

probiotik ini dalam manajemen diet
atlet maupun pasien dengan penyakit
degeneratif.
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