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TPC Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh rumus

kesetaraan jumlah koloni dari metode TPC dan
spektrofotometer. Metode yang digunakan dalam penelitian
ini adalah deskriptif untuk mendapatkan rumus kesetaraan.
Seluruh data diolah menggunakan microsoft excel. Rumus
kesetaraan didpatkan dengan meregresikan jumlah koloni
TPC dan spektrofotometer. Dari hasil penelitian ini,
didapatkan rumus kesetaraan dari kedua metode yaitu y =
71613x - 192,55 dengan nilai korelasi RZ = 0,9185.
Kesimpulan dari penelitian ini adalah didapatkannya pola
analisis regresi dari metode TPC dan spektrofotometer,
semakin tinggi jumlah bakteri dari dari metode TPC maka
akan semakin tinggi nilai absorbansi dari metode
spektrofotometer. Selain itu, Nilai korelasi yang mendekati
angka 1 (R? = 0,9185) menunjukkan bahwa tingkat
kepercayaan pada kurva mendekati sempurna.

PENDAHULUAN

Probiotik Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) dan Bifidobacterium bifidum (B.
bifidum) termasuk kedalam Bakteri Asam Laktat (BAL). BAL adalah organisme yang
bermanfaat karena dapat memfermentasikan molekul karbohidrat untuk menghasilkan
asam laktat. Probiotik adalah mikroorganisme baik yang hidup secara natural dalam usus
manusia dan dapat memberikan dampak positif bagi kesehatan usus manusia. Beberapa
manfaat probiotik adalah membantu proses pencernaan, meningkatkan kekebalan tubuh,

ISSN 2798-3471 (Cetak) Journal of Innovation Research and Knowledge
ISSN 2798-3641 (Online)


mailto:eka.noneng@lecture.unjani.ac.id

1964

JIRK

Journal of Innovation Research and Knowledge
Vol.3, No.9, Februari 2024

antibiotik alternatif, penghasil bakteriosin, dapat mengatasi sindrom iritasi pada usus besar
dan gangguan pada sistem pencernaan. Berbeda dengan prebiotik, prebiotik adalah bahan
makanan yang tidak dapat dicerna yang memberikan manfaat positif bagi inangnya dengan
memberikan stimulasi pada salah satu atau beberapa bakteri yang hidup di kolon sehingga
dapat meningkatkan kesehatan inangnya.

Metode TPC adalah salah satu uji mikrobiologis secara kuantitatif. Uji mikrobiologi
merupakan salah satu jenis uji yang penting karena bisa memperkirakan daya simpan
makanan yang memerlukan syarat jumlah bakteri tertentu, juga dapat digunakan sebagai
indikator sanitasi makanan untuk keamanan makanan. Metode TPC memiliki kelemahan
yaitu terdapat batasan untuk menghitung bakteri sehingga kisaran penghitungannya sempit,
yaitu 25-250 CFU bakteri. Kelemahan lainnya dari metode ini adalah jumlah bakteri dalam
CFU yang tercatat terkadang tidak sama antar teknisi. Hal ini karena data bakteri yang
tercatat adalah data mentah dan perbedaan tersebut dapat dipengaruhi oleh pengalaman
teknisi yang berbeda-beda, morfologi koloni dan densitas koloni. Metode spektrofotometer
adalah metode untuk mengukur berapa banyak substansi kimia dengan mengukur banyak
absorbansi cahaya pada sampel larutan. - Fotometer akan mengukur intensitas cahaya yang
diabsorbansi. Metode spektrofotometer memiliki kelebihan yaitu dapat mengetahui kualitas
dari substansi yang diteliti secara langsung, sehingga hal ini memudahkan peneliti untuk
meningkatkan kualitas substansi yang dipakai. Kelebihan lainnya, spektrofotometer dapat
mendeteksi karakteristik substansi yang sangat luas, sehingga jumlah bakteri dapat dihitung
tanpa adanya perbedaan seperti halnya pada metode TPC, selain itu metode ini memiliki
kelebihan tidak menimbulkan polusi, tidak merusak, mudah digunakan, dan sudah sering
digunakan dalam produk makanan. Berdasarkan uraian tersebut, peneliti tertarik untuk
membandingkan jumlah bakteri probiotik pada soyghurt probiotik L. acidophilus dan B.
bifidum dengan penambahan inulin dan sukrosa dengan dengan menggunakan metode TPC
dan spektrofotometer”.

LANDASAN TEORI

Metode TPC adalah salah satu uji mikrobiologi yang mampu menghitung kepadatan
bakteri dengan prosedur yang sederhana. Metode TPC biasa digunakan untuk menghitung
jumlah atau angka bakteri mesofil aerob yang mungkin mencemari suatu produk, baik itu
makanan-minuman, air, dan produk lainnya. Metode TPC termasuk kedalam uji
mikrobiologis dan merupakan uji kuantitatif.

Metode spektrofotometer adalah metode untuk mengukur berapa banyak substansi
kimia dengan mengukur banyak absorbansi cahaya pada sampel larutan. Metode ini
termasuk kedalam metode analisis kuantitatif yang digunakan dalam bidang kimia, fisika,
biokimia, Teknik material, teknik kimia serta penggunaan Kklinis. Metode spektrofotometer
terdiri atas dua alat yaitu spektrometer dan fotometer. Alat ini akan menghasilkan cahaya
yang disebut beam dan dilewatkan ke gelombang tertentu sehingga dihasilkan sinar dengan
panjang gelombang tertentu lalu panjang gelombang tertentu ini akan diukur dengan alat
fotometer. Fotometer akan mengukur intensitas cahaya yang diabsorbsi. Hasil dapat terbaca
langsung dan dicatat oleh detektor dan tercetak dalam angka digital ataupun grafik yang
sudah diregresikan.- Jenis spektrofotometer dibagi menjadi dua berdasarkan kelasnya yaitu
single beam dan double beam. Dimana perbedaan antara kedua kelasnya yaitu, single beam
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komponen disusun tunggal, dan pemeliharaannya lebih mudah. Pada jenis double beam
terdapat dua berkas cahaya setelah melewati monokromator. Pembacaan sampel dan
standar dapat dilakukan bersamaan sehingga pengukuran menjadi independen dari variasi
intensitas sumber cahaya. Hasil kepadatan bakteri dapat dihitung dengan membuat regresi
linear sehingga didapatkan persamaan yang menghubungkan konsentrasi dengan absorban.
Bahan yang akan diteliti yang telah diketahui konsentrasinya akan diukur nilai
absorbansinya dengan spektrofotometer lalu didapatkan nilai konsentrasi versus absorban.
Regresi linear tersebut dapat menggunakan Microsoft excell atau kalkulator spesifik.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif untuk mendapatkan data yang
kemudian akan dianalisis untuk memperoleh rumus kesetaraan antara metode TPC dan
spektrofotometer. Subjek yang digunakan dalam penelitian ini adalah soyghurt L.
acidophilus dan B. bifidum beku kering dengan penambahan inulin dan sukrosa. Kriteria
inklusi: soyghurt yang digunakan merupakan soyghurt beku kering yang diencerkan dengan
susu kedelai. kriteria eksklusi: Adanya jamur dengan manifestasi bintik bintik putih, coklat,
dan kehijauan pada soyghurt. Tercium aroma tengik seperti susu basi pada soyghurt.
Soyghurt tampak berair dan terdapat gumpalan di dalamnya. Sampel tersebut dihitung
secara duplo dan masing-masing diencerkan sampai 20 kali pengenceran. Masing-masing
kelompok kemudian dihitung dengan metode TPC kemudian dibandingkan dengan hasil
pengukuran spektrofotometer.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berikut ini adalah hasil penghitungan bakteri dengan metode TPC dan
spektrofotometer yang kemudian dibuat kurva dan rumus kesetaraan jumlah bakteri dari
kedua metode tersebut.

Penghitungan dengan metode TPC
Penghitungan dengan metode TPC dilakukan secara duplo. Berdasarkan hasil
penghitungan menggunakan metode TPC didapatkan hasil terendah (dalam rentang 25 - 250
CFU/ml) pada pengenceran 10 [8], yaitu 2,75 x 1020, Nilai tersebut sudah memenuhi SNI yaitu
106-108 CFU/ml. Tabel 1 adalah hasil penghitungan jumlah bakteri dengan metode TPC dari
masing masing pengenceran.
Tabel 1. Penghitungan jumlah koloni dengan metode TPC

Pengenceran | TPC1 (CFU/ml) | TPC 2 (CFU/ml) | Rata rata (CFU/ml)
101 TBUD TBUD TBUD
102 TBUD TBUD TBUD
103 TBUD TBUD TBUD
104 TBUD TBUD TBUD
10° TBUD TBUD TBUD
106 TBUD TBUD TBUD
107 TBUD TBUD TBUD
108 TBUD TBUD TBUD
10° TBUD TBUD TBUD
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1010 8,29 x 1022 5,52x1022 7,22x1022
1011 5,55x1021 3,71x1021 4,63 x 1021
1012 5,73x10%0 1,36 x 1020 3,54x1020
1013 4,10x101° 2,58x101° 3,34x101°
1014 4,40x 1018 2,19x1018 3,29x1018
1015 1,81 x 10" 1,31 x1017 1,56 x 1017
1016 1,86 x 1016 1,04 x 1016 1,45x 1016
1017 1,00x 1014 7,5x1014 8,75x1014
1018 54x1013 54x1013 54x1013
1019 3,0x 1012 2,5x1012 2,75x1012
1020 8,00 x 1010 6,00 x 1010 7,00 x 1010

Keterangan: TBUD (Terlalu banyak untuk dihitung), TPC 1 (perlakuan pertama), TPC 2
(perlakuan kedua)

Penghitungan jumlah bakteri dengan metode Spektrofotometer

Penghitungan jumlah koloni dilakukan secara duplo untuk setiap pengenceran
menggunakan panjang gelombang 350 nm. Rentang gelombang 340 - 450 nm dapat
digunakan untuk larutan yang berwarna kuning. Berikut ini adalah nilai absorbansi pada
sediaan KN (susu kedelai saja) sebagai kontrol negatif, K1 (inulin + sukrosa), dan K1-KN
adalah selisih nilai absorbansi antara kedua kelompok tersebut.

Tabel 2. Pengukuran menggunakan spektrofotometer
Pengenceran K1 KN K1-KN
101 3,671 3,145 0,526
102 0,869 0,547 0,322
103 0,331 0,077 0,254
104 0,154 0,038 0,116
105 0,077 0,031 0,046
106 0,031 0,014 0,017
107 0,025 0,011 0,014
108 0,023 0,009 0,014
10° 0,022 0,009 0,013
1010 0,019 0,008 0,011
1011 0,017 0,008 0,009
1012 0,016 0,007 0,009
1013 0,014 0,006 0,008
1014 0,012 0,005 0,007
1015 0,011 0,005 0,006
1016 0,009 0,004 0,005
1017 0,007 0,003 0,004
1018 0,006 0,003 0,003
1019 0,005 0,002 0,003
1020 0,004 0,002 0,002

Keterangan: K1 (soyghurt dengan penambahan inulin + sukrosa), KN (susu kedelai, kontrol
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negatif)
Hasil Regresi dan Rumus Kesetaraan

Hasil analisi regresi nilai jumlah koloni dan nilai absorbansi dari metode TPC dan
spektrofotometer menghasilkan rumus kesetaraan kedua metode tersebut. Rumus
kesetaraan yang dihasilkan adalah y = 71613x - 192,55 dengan nilai korelasi R2= 0,9185.
Nilai korelasi menunjukan nilai yang mendekati 1 sehingga dapat dikatakan bahwa tingkat
kepercayaan kurva mendekati sempurna. Berikut adalah kurva regresi spektrofotometer
dan TPC. Berikut adalah kurva linear yang menunjukkan rumus kesetaraan nilai TPC dan
nilai absorbansi spektrofotometer tampak pada gambar 3.

Persamaan Linear TPC dan
Spektrofotometer
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Gambar 3. Kurva Persamaan Spektrofotometer dan TPC

Pada penelitian yang dilakukan oleh Portia Mira dkk (2022) mengatakan bahwa kurva
standar yang dapat dipercaya apabila nilai R mendekati 1 atau 0,99. Dalam penelitian
tersebut menggunakan regresi polynomial didapatkan nilai 0,99 [11]. Selain itu terdapat
penelitian yang dilakukan oleh Seniati dkk (2019) menyatakan bahwa terdapat hubungan
korelasi antara nilai OD atau spektrofotometer dengan kepadatan bakteri. Semakin tinggi
nilai kepadatan bakteri maka nilai OD juga semakin tinggi [12]. Hal ini sesuai dengan
penelitian ini yang menunjukkan bahwa setiap peningkatan jumlah koloni bakteri, maka nilai
absorbansi juga meningkat.

KESIMPULAN

Berikut adalah kesimpulan dari penelitian yang telah dilakukan:

1. Jumlah koloni probiotik dari sampel soyghurt beku kering dengan penambahan inulin
dan sukrosa adalah 27,5 pada pengenceran 101° didapatkan dari metode TPC. Nilai
absorbansi yang didapatkan pada pengenceran 101° adalah 0,003.

2. Berikut adalah rumus kesetaran jumlah koloni L. acidophilus dan B. bifidum dengan
metode TPC dan spektrofotometery = 71613x - 192,55 dengan nilai korelasi R2= 0, 9185.
Nilai korelasi yang mendekati angka 1 menunjukkan bahwa tingkat kepercayaan pada
kurva mendekati sempurna.
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