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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi sari kedelai terhadap
pertumbuhan Lactobacillus plantarum B1765, pH, total asam, serta aktivitas enzim S-glukosidase

yang dilakukan masing-masing selama 6, 12, 18, dan 24 jam pada suhu 37 °C. Penelitian ini
dilakukan pengukuran terhadap beberapa parameter yang meliputi pertumbuhan Lactobacillus
plantarum B1765 diukur dengan metode spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 252 nm,
pH dan total asam diukur dengan metode AOAC 1995, serta aktivitas S-glukosidase dengan metode

Otieno (2007) yang diukur pada panjang gelombang 402 nm. Hasil penelitian menunjukkan
pertumbuhan bakteri Lactobacillus plantarum B1765 mencapai fase log mulai pada jam ke-6 hingga
jam ke-24 fermentasi. Perhitungan jumlah total asam tertitrasi didapatkan nilai tertinggi sebesar
1,19% dengan pH terendah sebesar 4,24 pada jam ke-24. Aktivitas [F-glukosidase tertinggi terjadi

pada jam ke-18, dengan aktivitas enzim mencapai 0,868 U/mL.
Kata kunci: sari kedelai, Lactobacillus plantarum B1765, S-glukosidase

Abstract. This study aimed to determine the effect of fermentation time of soymilk on the growth of
Lactobacillus plantarum B1765, pH, total acid, and f-glucosidase enzyme activity were conducted
respectively for 6, 12, 18, and 24 hours at temperatures of 37 °C. This research was conducted
measurements of several parameters which include the growth of Lactobacillus plantarum B1765
measured by spektrofotometer UV-Vis method at a wavelength of 252 nm, pH and total acid measured
by AOAC 1995 method, and p-glucosidase activity by Otieno (2007) method were measured at a
wavelength of 402 nm. The results showed the growth of Lactobacillus plantarum B1765 reached log
phase occurred from 6th hour until the 24th hour of fermentation. The calculation of the total amount
of acid titration obtained the highest value of 1.19% with a pH lowest at 4.24 at the 24™ hour. g-
glucosidase activity was highest at the 18", with the enzyme activity reached 0.868 U/mL.
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PENDAHULUAN antioksidan [1]. Senyawa bioaktif yang dapat
Kesadaran besarnya hubungan antara bertindak sebagai antioksidan adalah isoflavon
makanan dan  kemungkinan timbulnya [2].
penyakit, telah mengubah pandangan manusia Pada kedelai terdapat kandungan isoflavon
bahwa makanan berguna untuk kesehatan. yang berpotensi sebagai antioksidan, seperti
Komponen bioaktif pada makanan akan genistein, daidzein, dan glisitein. Namun,
memberikan aspek fisiologis yang kandungan isoflavon pada kedelai masih
menimbulkan efek kesehatan, seperti sebagai bersifat inaktif, karena bentuk terikat dengan
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gula membentuk suatu glukosida. Fermentasi
oleh bakteri asam laktat berperan dalam
menghidrolisis isoflavon glukosida
menghasilkan glikon (glukosa) dan aglikon
(isoflavon) [3,4,5]. Hal ini disebabkan, bakteri
asam laktat mampu menghasilkan enzim j5-

glukosidase yang berfungsi dalam hidrolisis
senyawa isoflavon glukosida menghasilkan
isoflavon dengan memutus ikatan  f§-D-

glukosida  [3,6], sehingga ketersediaan
isoflavon meningkat.

Soygurt merupakan salah satu produk
olahan fermentasi sari kedelai dengan
penggunaan bakteri asam laktat. Fermentasi
sari kedelai menjadi soygurt, menyebabkan
senyawa isoflavon glukosida ~mengalami
transformasi melalui proses hidrolisis oleh f3-

glukosidase sehingga banyak dihasilkan
senyawa isoflavon yang memiliki sifat
biologis lebih tinggi dari isoflavon glukosida
[3.4].

Beberapa bakteri asam laktat yang
diketahui mampu menghasilkan fS-glukosidase

meliputi Lactobacillus casei subsp rhamnosus
FNCC 098, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis KFRI 01181, Bifidobacterium breve K-
101, Lactobacillus  acidophilus 4461,
Lactobacillus  plantarum-pentosus  T20,
Lactobacillus plantarum SMN 025, dan
Lactobacillus plantarum KFRI1 00144 [5,6,7].
Berdasarkan uraian diatas, beberapa strain
Lactobacillus plantarum telah diteliti mampu
menghasilkan S-glukosidase, namun belum

ada penelitian tentang kemampuan
Lactobacillus  plantarum B1765 dalam
menghasilkan f-glukosidase. Penelitian ini

bertujuan untuk mengetahui lama fermentasi
soygurt terhadap pertumbuhan Lactobacillus
plantarum B1765, pH, total asam, serta
aktivitas f-glukosidase. Fermentasi soygurt

oleh Lactobacillus plantarum B1765 ini
diharapkan dapat memberikan meningkatkan
nilai fungsional soygurt pada pangan.

METODE PENELITIAN
Bahan
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Kedelai willis, Lactobacillus plantarum
B1765, MRS Broth merk Oxoid, NHCO3; merk
Merck, NaCl merk Merck, Na,COz; merk
Merck, NaOH merk Merck, CaCOs; merk
Merck, NaH.PO4.H,O merk Merck,
Na,HPO4.2H,O merk Merck, C;H204.2H.0
merk Merck, p-nitrofenol merk Sigma, p-

nitrophnyl-5-D-glucopyronoside merk Sigma,
1,1-diphenyl-2-pikrilhidrazil merk Merck,
metanol p.a merk Merck, phenolftalein, dan
aquades.

Alat

Peralatan gelas merk Pyrex, magnetic stirer,
blue tip, tabung sentrifus, inkubator merek
merk Memmert, mikropipet merk Eppendorf,
sentrifus merk Eppendorf 5810 R, pH meter
merk Martini, neraca analitik merk Pioneer™,
lemari pendingin, autoklaf merk Hirayama
HVE-50 merk, spektrofotometer UV-Vis merk
Shimadzu 1800, laminar air flow merk Thermo
Scientific, buret merk Pyrex, statif dan klem,
dan blender merk Maspion.

PROSEDUR PENELITIAN

Pembuatan Kultur Starter

Starter Lactobacillus  plantarum B1765
dikembangkan dalam medium MRS broth cair
steril dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama
24 jam.

Pembuatan Soygurt

Kedelai yang telah disortasi, direndam dengan
air selama 12 jam (1 : 3) pada suhu kamar.
Kedelai ditiriskan dan direndam dalam larutan
NaHCO; 0,5% selama 30 menit (1 : 3),
kemudian dicuci dengan air bersih dan
ditiriskan.  Kedelai dihancurkan  dengan
blender dengan ditambahkan air panas (1 : 6),
lalu disaring hingga didapatkan sari kedelai.
Untuk mengurangi  kontaminasi  bakteri
pathogen, sari kedelai direbus selama 5 menit
(70-80 °C). 100 mL sari kedelai dimasukkan
dalam botol kaca steril dan diinokulasi dengan
L. plantarum B1765 sebanyak 1,5% (v/v). Sari
kedelai diinkubasi pada suhu 37 °C dengan
variasi lama fermentasi 6, 12, 18, dan 24 jam.
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Pengukuran Pertumbuhan Mikroba

1 mL sampel dengan masing-masing lama
fermentasi (6, 12, 18, dan 24 jam) diencerkan
dalam 9 mL aquades steril. Diukur kerapatan
optik  dengan mengukur  absorbansi
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
A 252 nm.

Pengukuran pH
10 mL sampel diaduk hingga homogen dan
diukur pH menggunakan pH meter.

Pengukuran Total Asam

10 mL sampel diencerkan kedalam 100 mL
labu ukur. 10 mL hasil pengenceran
dimasukkan kedalam tabung Erlenmeyer
dengan ditambahkan fenolftalein sebanyak 3
tetes, dan dititrasi dengan NaOH 0,1 N.

Penentuan Aktivitas £-Glukosidase

10 mL sampel direaksikan dengan 1000 pL
pNPG 0,5% dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 30 menit. Ditambahkan 500 pL
Na,COs dingin 1M lalu disentrifuge dengan
kecepatan 5000 rpm selama 10 menit.
Supernatan yang terbetuk diukur absorbansi
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
A maksimum standart pNP yaitu 402 nm.
Aktivitas 5-glukosidase dinyatakan dalam unit
per mililiter (U/mL) yang didefinisikan
sebagai jumlah f-glukosidase yang dapat
mengkatalisis reaksi pelepasan 1 pmol pNP
per menit permililiter [10].

Teknik Analisis Data

Hasil penelitian dinyatakan sebagai mean yang
berasal dari pengujian tiga kali replikasi. Data
dianalisis secara statistik menggunakan SPSS
16 dengan uji ANOVA Satu Arah dan uji beda
Post Hoc LSD dengan nilai signifikan p<0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kurva Pertumbuhan Lactobacillus
plantarum B1765
Kurva pertumbuhan Lactobacillus

plantarum B1765 pada media sari kedelai
dengan masing-masing lama fermentasi 6, 12,
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18, dan 24 jam diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada Amas 252 nm.
Rerata kurva pertumbuhan L. plantarum
B1765 disajikan pada Gambar 1. Hasil analisis
statistik dengan uji ANOVA Satu Arah (One
Way Anava) dan uji beda menunjukkan nilai
signifikan p<0,05, sehingga dapat dinyatakan
bahwa ada pengaruh waktu pertumbuhan

bakteri terhadap kerapan optik sel L.
plantarum B1765.
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Gambar 1. Kurva Pertumbuhan L. plantarum

B1765

Pada Gambar 1 menunjukkan pola
pertumbuhan L. plantarum B1765 hingga 24
jam fermentasi tekah melewati dua fase, yaitu
fase lag dan fase log. Pada awal pertumbuhan
L. plantarum B1765 mengalami fase lag pada
jam ke-0 hingga jam ke-6 fermentasi. Selama
fase lag, sel bakteri starter membelah dengan
kecepatan rendah pada media pertumbuhan
baru karena adanya proses adaptasi dari media
starter ke media pertumbuhan [8].

Fase log pertumbuhan L. plantarum
B1765 terjadi mulai ke-6 dan mencapai
pertumbuhan tertinggi pada jam ke-24. Selaras
pertumbuhan L. plantarum SMN 025 pada
media pertumbuhan sari kedelai, menunjukkan
populasi sel tertinggi terjadi pada jam ke-24
fermentasi [6]. Peningkatan jumlah sel bakteri
terjadi karena bakteri mulai memanfaatkan
kebutuhan nutrisi untuk melakukan
pembelahan sel [8]. Namun, bila dibandingkan
kurva pertumbuhan L. plantarum B1765 pada
medium MRS Broth, fase log terjadi lebih
cepat yaitu pada jam ke-16 [9]. Hal ini
disebabkan kandungan karbohidrat pada
kedelai masih dalam bentuk oligosakarida dan
polisakarida [10], sehingga dibutuhkan waktu
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yang lebih lama untuk memecah karbohidrat
menjadi glukosa.

Total Asam dan pH

Pada penelitian ini kenaikan kadar asam
disebabkan adanya aktivitas bakteri asam
laktat L. plantarum B1765 dalam merombak
glukosa menjadi asam laktat dan menyebabkan
penurunan nilai pH. Hubungan antara total
asam, pH, dan kurva pertumbuhan L.
plantarum B1765 ditunjukkan pada Gambar 2.
Data uji menggunakan ANOVA Satu Arah
dan uji beda menunjukkan nilai signifikan
p<0,05.
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Gambar 2. Kurva Pertumbuhan L. plantarum

B1765

Pada Gambar 2. penurunan pH terjadi
selama fermentasi, dengan nilai awal 6,70
menjadi 4,24, Selaras dengan total asam
tertitrasi yang semakin meningkat hingga
mencapai 1,19% pada jam ke-24 fermentasi.
Hal ini disebabkan pada jam ke-24 merupakan
fase log L. plantarum B1765, dimana sumber
energi banyak terpenuhi sehingga semakin
banyak gukosa yang dirombak menjadi asam
asam laktat yang akan menurunkan pH pada
soygurt.

Disamping itu, penurunan pH disebabkan
peningkatan jumlah glukosa pada sari kedelai
diduga adanya beberapa aktivitas enzim
tertentu. Bakteri L. plantarum diketahui
mampu menghasilkan beberapa enzim, seperti
x-galaktosidase (galaktosa + sukrosa) [11],

invertase (glukosa + fruktosa) [12], dan f-

glukosidase
Berdasarkan

(glukosa +
kemampuan L.

isoflavon)  [6].
plantarum
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tersebut memungkinkan terjadi peningkatan
glukosa, sehingga dapat dihasilkan asam laktat
yang lebih banyak pada soygurt.

Pada  pembuatan  soygurt  dengan
penggunaan kultur campuran Streprococcus
thermophilus dan L. bulgaricus dihasilkan
nilai pH terendah sebesar 5,01 selama 18 jam

fermentasi  [10].  Pernyataan  tersebut
menunjukkan bahwa  kultur  tunggal
L.plantarum B1765 diduga mempunyai

kemampuan dalam menghasilkan asam yang
lebih banyak dan pH yang lebih rendah
dibandingkan kultur starter yang telah umum
digunakan dalam pembuatan soygurt.

Aktivitas f-glukosidase

Analisis aktivitas f-glukosidase

menggunakan metode Otieno (2007) dengan
penggunaan  p-nitrofenil- 5-glukopiranosida
(oNPG) sebagai Aktivitas -
glukosidase dinyatakan dalam satuan Unit/mL
yang didefinisikan sebagai jumlah 1 gmol p-

substrat.

nitrofenol (pNP) yang dibentuk per menit per
milliliter enzim pada kondisi percobaan.
Reaksi yang terjadi tampak pada Gambar 3.

HO H
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o o. [i-Glukosidase 0. OH
H \©\ _— + OH
OH H,O OH
OH e i NO2 OH

p-nitrophenyl-4-D-
glucopyranoside (pNPG)

Gambar 3. Reaksi Hidrolisis pNPG oleh f-
glukosidase

p-nitrofenol

Hi-Glukosa
(pNP)

B-glukosidase (S-D-glucoside glucohy-

drolase) merupakan enzim yang berperan
dalam dalam hidrolisis senyawa glukosida
dengan memutus pada ikatan g-D-glukosida
menghasikan senyawa gula (glikon) dan bukan
gula (aglikon) [3]. Pada fermentasi sari kedelai
ketersediaan senyawa isoflavon bioaktif dapat
meningkat yang disebabkan penggunaan
bakteri asam laktat yang mampu menghasilkan
fA-glukosidase. Pada fermentasi tersebut [-
glukosidase akan menghidrolisis senyawa
isoflavon glukosida menghasilkan senyawa
isoflavon dan glukosa [13].
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aktivitas

soygurt,  berdasarkan lama  fermentasi
didapatkan aktivitas tertinggi pada jam ke-18
fermentasi  sebesar 0,868 U/mL dan
mengalami penurunan hingga 0,279 U/mL
pada jam ke-24 (Gambar 4). Pada lama
ferrmentasi 24 jam diduga substrat telah habis
digunakan untuk pertumbuhan L.plantarum
B176 mencapai fase log, sehingga aktivitas f5-

Besar fB-glukosidase  pada

glukosidase menurun. Adapun hasil uji
statistik menggunakan ANOVA Satu Arah dan
uji beda menunjukkan nilai signifikan p<0,05,

pada aktivitas  f-glukosidase terhadap
pengaruh lama fermentasi.
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Gambar 4. Grafik Hubungan Aktivitas f3-

glukosidase dengan Lama
Fermentasi

Aktivitas F-glukosidase oleh L. plantarum

B1765 diketahui lebih tinggi dibandingkan L.
plantarum SMN 025 yang didapatkan sebesar
0,653 U/mL [6], sedangkan penggunaan Kultur
starter L. acidophilus 4461 mampu
menghasilkan aktivitas hingga 2,204 U/mL

3.

PENUTUP

Simpulan

Pengaruh lama fermentasi soygurt dengan
penggunaan kultur starter Lactobacillus
plantarum B1765 mempengaruhi peningkatan
kurva pertumbuhan bakteri dengan dicapai
fase log pada jam ke-24 fermentasi. Nilai pH
terendah soygurt didapatkan sebesar 4,24
dengan persen total asam 1,19% pada jam ke-
24. Aktivitas 5-glukosidase oleh Lactobacillus
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plantarum B1765 tertinggi dicapai pada jam
ke-18 fermentasi sebesar 0,868 U/mL.

Saran
Perlu penelitian lebih lanjut terhadap
optimasi pertumbuhan Lactobacillus

plantarum B1765 pada media pertumbuhan
sari kedelai agar diperoleh aktivitas [5-

glukosidase yang maksimum.
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