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ABSTRACT

Tempeh is a typical Indonesian food product made from soybeans and inoculated using Rhizopus sp. The
manufacture of tempeh is carried out from generation to generation traditionally so that it is possible for the
emergence of different microorganisms. This purpose of this study was to isolate and identify R. oligosporus
and R. stolonifer in three tempeh in Jatimakmur, Bekasi. The samples used came from three types of tempeh
from different locations, namely Tempeh PDR, TKS and PAB. The method used is direct plating.
Observations were made macroscopically by identifying the color of the mycelium and conidia, while
microscopically it was carried out using slide culture by observing the shapes sporangium, columella,
sporangiospore and sporangiophore. Figure and tables are used to present the data and analyzed descriptively
gualitatively. Based on macroscopic observations, there are two mold isolates (TKS and PDR) that have gray-
brown mycelium while one mold isolate (PAB) has a gray-white mycelium. The results of the observations
are similar to R. oligosporus and R. stolonifer. Microscopically differences of sporangiophores’s
R. oligosporus look short and clustered with spherical columnar. Meanwhile, the sporangiophores’s
R. stolonifer looks long and single cluster with a rounded conical columnium.
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ABSTRAK

Tempe adalah produk pangan khas Indonesia yang berbahan dasar kedelai dan difermentasikan menggunakan
Rhizopus sp. Pembuatan tempe dilakukan dari generasi ke generasi secara tradisional sehingga memungkinkan
munculnya mikroorganisme yang berbeda. Tujuan dari penelitian ini untuk mengisolasi dan mengidentifikasi
R. oligosporus dan R. stolonifer pada tiga tempe di Kelurahan Jatimakmur, Bekasi. Sampel berasal dari tiga
jenis tempe dari lokasi yang berbeda diantaranya tempe PDR, TKS, dan PAB. Metode yang digunakan adalah
direct plating. Pengamatan dilakukan secara makroskopis dengan mengidentifikasi warna miselium dan
konidia, sedangkan secara mikroskopis metode yang digunakan adalah slide culture dengan mengamati bentuk
sporangium, kolumela, sporangiospora dan sporangiofor. Penyajian data ditampilkan dalam bentuk gambar
dan tabel serta dianalisis secara deskriptif kualitatif. Berdasarkan pengamatan secara makroskopis terdapat dua
isolat kapang (TKS dan PDR) yang memiliki miselium berwarna abu-abu kecokelatan sedangkan satu isolat
kapang (PAB) memiliki miselium berwarna putih keabuan. Hasil identifikasi pengamatan tersebut mirip
karakter kapang R. oligosporus dan R. stolonifer. Perbedaan secara mikroskopis, sporangiofor R. oligosporus
terlihat pendek dan berkelompok dengan kolumela berbentuk bulat, sedangkan sporangifor R. stolonifer
terlihat panjang dan tunggal dengan kolumela berbentuk kerucut bulat.

Kata Kunci: Direct plating, Isolasi, R.oligosporus, R. stolonifer, Tempe
(Moensaku et al., 2021). Faktor-faktor yang

PENDAHULUAN mendukung dalam keberhasilan fermentasi

Tempe termasuk salah satu produk hasil tempe diantaranya adalah bahan dasar, agens
olahan kedelai, dibuat melalui proses biologi, dan kondisi lingkungan tempe tersebut
fermentasi yang menghasilkan nilai gizi baik tumbuh (kadar pH, kelembaban dan suhu)
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(Nurholipah & Ayun, 2021). Tempe dapat
dimanfaatkan  menjadi asupan agens para
probiotik di usus, dapat memperbanyak
produksi IgA serta meningkatkan populasi
bakteri Akkermansia municiphila yaitu bakteri
penting dalam stimulasi pembentukan musin
untuk mencegah masuknya mikroorganisme
patogen ke dalam darah (Stephanie et al., 2019)

Ragi adalah sekumpulan mikroorganis-
me yang sangat berperan dalam proses
fermentasi tempe sehingga dapat memengaruhi
kualitas tempe (Amaliyah et al., 2017).
Mikroorganisme diperlukan saat fermentasi
untuk menguraikan substrat (Arel et al., 2019).
Menurut Sarwono, (2010) apabila proses
fermentasi tidak menggunakan ragi, maka
kedelai yang difermentasikan tersebut akan
busuk. Dalam proses fermentasi tempe jenis
kapang yang digunakan diantaranya Rhizopus
oligosporus, R. stolonifer, R. oryzae, serta R.
arrhizus. Kapang yang menjadi dominan dan
paling penting dalam proses fermentasi tempe
adalah R. oryzae dan R. oligosporus (Winiati
Pudji Rahayu & Nurwitri, 2012). Hartanti et al.
(2015) menambahkan bahwa tempe Indonesia
mengandung kapang lain yaitu R. delemar dan
R. microspus.

Langkah-langkah ~ membuat  tempe
diantaranya: (1) perendaman, (2) penggilingan,
(3) pencucian, (4) perebusan, (5) pendinginan
kembali, (6) penambahan ragi, (7) pengemasan
dan (8) fermentasi. Metode pembuatan tempe
secara tradisional sangat bervariasi (Owens et
al., 2015). Menurut Ahnan-Winarno et al.
(2021) variasi produksi tempe ditemukan di
berbagai lokasi di Indonesia. Metode yang
relatif sederhana ditemukan di Purwokerto dan
Pekalongan, Jawa Tengah, sedangkan metode
perebusan ganda ditemukan di Yogyakarta
(Rahayu et al., 2015). Adanya perbedaan
pembuatan tempe yang berbeda-beda antar
daerah di Indonesia yang dilakukan secara
turun temurun kemungkinan menyebabkan
munculnya mikroorganisme yang berbeda pula.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengisolasi dan mengidentifikasi kapang R.
oligosporus dan R. stolonifer pada tiga tempe
dari lokasi yang berbeda di Jatimakmur, Bekasi.
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METODE

Pengambilan sampel

Sampel tempe diambil dari Kelurahan
Jatimakmur, Bekasi pada tiga lokasi yang
berbeda diantaranya tempe PDR (Pasar Dekat
Rumah), tempe TKS (Tukang Sayur), dan
tempe PAB (Pasar Abang). Tempe PDR
disimpan selama tujuh hari, sedangkan tempe
TKS dan PAB disimpan selama lima hari.
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Biologi, Program Studi Biologi, Universitas
Islam As-Syafiiyah, Jatiwaringin, Pondok
Gede.

Isolasi Kapang Tempe

Teknik isolasi yang digunakan adalah
direct plating (Nurholipah & Ayun, 2021).
Kapang diisolasi dengan cara mengambil satu
ose miselium dari masing-masing tempe
kemudian diinokulasikan dalam media Potato
Dextrose Agar (PDA) yang berbeda secara
aseptik, lalu diinkubasi selama lima hari dengan
suhu 37° C dan dilakukan duplo.

Identifikasi Makroskopis dan Mikroskopis
Isolat kapang diamati secara makroskopis
dengan membedakan warna konidia, bentuk
kapang, dan warna miselium. Pengamatan
mikroskopis dilakukan dengan metode slide
culture yaitu sebanyak satu ose miselium
diambil dari isolat kapang tempe, lalu
diletakkan diatas object glass yang telah
disterilkan dengan menggunakan alkohol 70%
dan ditambahkan satu tetes cairan lactophenol
cotton blue, kemudian ditutup dengan kaca
penutup, lalu diamati dengan mikroskop pada
perbesaran 40 kali. Isolat-isolat hasil inokulan
dikarakterisasi dan selanjutnya diidentifikasi
dengan menggunakan buku Fungi and Food
Spoilage (Pitt & Hocking, 2009) berdasarkan
bentuk  sporangium, bentuk  tangkai
sporangiofor, kolumela, dan sporangiospora.

Analisa data

Data yang diperoleh ditampilkan dalam
bentuk gambar dan tabel, dan dianalisis lebih
lanjut secara deskriptif kualitatif
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan selama lima hari pada
tiga sampel tempe yang berbeda diperoleh tiga
isolat kapang. Pada hari pertama warna isolat
kapang berwarna putih dan menutupi setengah
permukaan cawan Petri. Namun, setelah
mencapai lima hari isolat kapang mulai
menutupi  seluruh permukaan media pada
cawan Petri, dan mengalami perubahan warna
menjadi abu-abu kecoklatan pada tempe PDR
dan TKS, dan putih keabuan pada tempe PAB.
Diameter masing-masing koloni berturut-turut
yaitu PDR 3 c¢cm (Gambar 1A), PAB 3 cm
(Gambar 1B) dan TKS 3 cm (Gambar 1C).
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Berdasarkan hasil pengamatan makros-
kopis ciri-ciri yang dimiliki dari ketiga isolat
kapang tersebut, dua isolat menunjukkan
kemiripan dengan karakter makroskopis dari R.
oligosporus (tempe TKS dan PDR) dan satu
isolat menunjukkan kemiripan dengan karakter
makroskopis dari R. stolonifer (tempe PAB).
Isolat kapang PDR dan TKS memiliki hasil
sama seperti penelitian sebelumnya oleh
Nurholipah & Ayun (2021), bahwa koloni R.
oligosporus berwarna abu-abu kecoklatan
setelah diinkubasi selama lima hari.

&

Gambar 1. Hasil inkubasi koloni kapang dalam media PDA pada suhu 37° C selama lima hari. Koloni
kapang bagian atas — bawah (tampak depan-tampak belakang): (A) R. oligosporus pada
1solat PDR (B) R. oligosporus pada isolat TKS, dan (C) R. stolonifer pada isolat PAB

Pertumbuhan miselium dan konidia R.
oligosporus dan R. stolonifer pada media PDA
ditunjukkan pada Tabel 1. Ciri-ciri koloni
R.oligosporus yaitu memiliki miselium yang
bentuknya menyerupai kapas, warna konidia
dari putih menjadi abu-abu kecokelatan dengan
posisi  tersebar dan  menutupi  seluruh
permukaan cawan petri (+++), bagian atas
koloni berwarna putih pada bagian tengah
terdapat pemusatan sehingga pinggir koloni
terlihat lebih tipis, serta bagian bawah koloni
kapang berwarna putih krem (Virgianti, 2015).
Astuti et al. (2018) menjelaskan bahwa kapang

tempe tumbuh sangat cepat, dalam kurun waktu
kurang lebih dari 48 jam mampu menutupi
media PDA. Sedangkan, koloni R. stolonifer
berwarna putih ketika spora muda dan warna
koloni keabuan hingga hitam saat spora tua dan
menyebar menutupi seluruh permukaan media
(+++). Koloni R stolonifer berwarna putih
dikarenakan terbentuknya padatan kompak dari
benang halus (hifa) akibat adanya miselium
kapang yang tumbuh (Dewi & Aziz, 2011).
Koloni R. stolonifer pada media PDA
ditemukan berwarna abu-abu tua sampai
hampir hitam (Hartanti et al., 2020).
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Tabel 1. Pengamatan makroskopik R. oligosporus dan R. stolonifer pada tiga sampel tempe

Asal Tempe/Kode Isolat Warna Konidia

Identifikasi Pada Media PDA

Hasil Identifikasi

Miselium Konidia
PDR abu-abu kecokelatan +++ +++ R. oligosporus
TKS abu-abu kecokelatan +++ +++ R. oligosporus
PAB putih keabuan +++ +++ R. stolonifer

Keterangan: tanda +++ berarti sangat lebat tumbuh pada permukaan media PDA

Berdasarkan hasil pada penelitian ini
menunjukkan bahwa kapang R. oligosporus
mendominasi dan menjadi starter utama pada
sampel tempe PDR dan TKS, sedangkan R.
stolonifer ditemukan menjadi starter dominan
pada sampel tempe PAB. Menurut Dewi &
Aziz (2011) R. oligosporus adalah spesies
Rhizopus utama dari starter tempe, sedangkan
R. stolonifer adalah spesies minor (Ito et al.,
2020). Penelitian Hernawati & Meylani (2019)
menunjukkan bahwa R. oligospous dominan
ditemukan pada macam-macam merk ragi
tempe pada kedelai dan bungkil kacang tanah.
R. oligosporus diketahui sebagai starter yang
baik dalam proses pembuatan tempe karena
dapat memproduksi antibiotik, dan mampu
mensintesis macam-macam vitamin B untuk
kesehatan tubuh (Wipradnyadewi et al., 2011).

Berdasarkan Gambar 2 (A) dan 2 (B)
dalam penelitian ini sporangiofor pada isolat
PDR dan TKS terlihat berkelompok antara 4
hingga 6, muncul dengan hifa pendek.
Sporangium bulat, dan jika sudah masak
berwarna hitam kecokelatan dengan kolumela
berbentuk bulat seperti terlihat pada Gambar 2
(D), sporangiospora terlihat berbentuk bulat.
Isolat tempe PDR dan TKS pada penelitian ini
memiliki karakter mirip dengan kapang R.
oligosporus. Penelitian serupa dilakukan oleh
Sine & Soetarto (2018) menunjukkan bahwa
ciri-ciri sporangiofor R. oligosporus tunggal
atau berkelompok, rhizoidnya pendek, bentuk
sporangia bulat berwarna hitam kecokelatan
ketika masak, kolumela berbentuk semi bulat,
sporangiospora berbentuk elips, bulat, atau

tidak beraturan, dan jenis ini dapat tumbuh
optimum pada suhu 30° C-35° C, minimum 12°
C dan maksimum 42°C.

Sedangkan, Gambar 2 (C) menunjukkan
sporangiofor pada isolat PAB terlihat tunggal
dan hampir tidak berwarna cokelat gelap
melainkan berwarna abu-abu dengan hifa yang
panjang. Sporangium berbentuk agak bulat
dengan bentuk kolumela bulat telur atau
kerucut bulat dan pada Gambar 2 (E)
sporangispora berbentuk bulat. Berdasarkan
hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan
isolat tempe PAB memiliki karakter mirip
kapang R. stolonifer. Hasil penelitian yang
sama diperoleh Hartanti et al. (2020) bahwa
sporangiofor R. stolonifer terlihat tunggal
dengan panjang mencapai 463,69-2,683,87 um.
Sporangiospora berbentuk bulat dan tidak
beraturan dengan kolumela apofisis yang
berbeda. R. stolonifer juga ternyata berhasil
diisolasi oleh Ayun et al. (2022) dengan ciri-ciri
rizoid yang kompleks atau bercabang dengan
sporangiofor ~ tumbuh  memanjang  dan
mempunyai  sporangium  berbentuk bulat
tunggal berdiameter sekitar 250 pum.

Pitt & Hocking (2009) menjelaskan
bahwa panjang sporangiospora R. oligosporus
150-400 pm, dan panjang sporangium 80-120
pum. Kolumela berbentuk globose dengan
panjang dan lebar 50 pm x 40 pum. R.
oligosporus berbeda dari R. stolonifer dengan
stipes yang lebih pendek dan kolumela yang
lebih kecil, dengan tidak adanya sporangia
putih yang belum matang dan dengan
pertumbuhan vyang kuat pada 37° C.
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Sporangiofor R. stolonifer terdiri dari tiga
hingga lima kelompok rizoid, stipes tidak
bercabang, hingga kokoh dan panjang hingga 3
mm, dengan dinding berwarna cokelat,
sporangia berdiameter 100-350 pm, bulat,
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kolumela kira-kira bulat, berdiameter hingga
200 pm, bentuk payung, sporangiospora
umumnya berukuran 8-20 pm pada sumbu
panjang, kecoklatan dengan dinding lurik (Pitt
& Hocking, 2009).

sporangium

Gambar 2. Bagian-bagian pada kapang yang diamati secara mikroskopis: (A) R. oligosporus pada isolat
PDR, (B) R. oligosporus pada isolat TKS (C) R. stolonifer isolat PAB (D) Sporangiospora
isolat kapang R. oligosporus berbentuk bulat (E) Sporangiospora isolat kapang R. stolonifer

berbentuk bulat

Keberadaan R. oligosporus pada tempe
memungkinkan terjadinya hidrolisis protein
menjadi asam amino dan peptida oleh enzim-
enzim seperti lipase, amilase, protease dan
glukoamilase, serta mensintesis L-karnitin dan
y- asam aminobutirat (GABA) dalam kedelai,
soba dan quinoa (Handoyo & Morita, 2006; Hur
et al., 2018; Park et al., 2018). Selain itu, jika
tempe difermentasi dengan inokulum R.
stolonifer  dapat menghasilkan  aglikon
isoflavon yang lebih tinggi (Kameda et al.,
2018).

PENUTUP

Tiga sampel tempe dari lokasi yang
berbeda yaitu tempe PDR, TKS dan PAB telah
berhasil diisolasi dan menunjukkan dua sampel
tempe memiliki karakter mirip R. oligosporus
dan satu sampel tempe mirip karakter R.
stolonifer. Secara makroskopis R. oligosporus
memiliki warna koloni abu-abu kecokelatan
sedangkan R. stolonifer memiliki koloni
berwarna putih keabuan. Perbedaan secara
mikroskopis antara R. oligosporus dan R.
stolonifer pada penelitian ini yaitu bentuk
sporangiofor R. oligosporus terlihat pendek dan
berkelompok dengan kolumela berbentuk bulat.
Sedangkan, sporangiofor R. stolonifer terlihat
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panjang dan sendiri dengan kolumela berbentuk
kerucut  bulat.  Penelitian  selanjutnya,
disarankan untuk dilakukan uji lebih lanjut
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