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Abstract. This study aims to identify the process of making and cultivating media using tempoyak samples as a 

source of fermentation microorganisms. Tempoyak is a traditional fermented product made from durian (Durio 

zibethinus) that has long been consumed in various regions in Indonesia. This product is rich in microorganisms 

such as Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., and Saccharomyces spp., which play an important role in the 

fermentation process, forming a distinctive flavor, and have the potential as probiotic agents. The research stages 

include the preparation of growth media in the form of Nutrient Agar (NA) for general microorganisms and de 

Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) for lactic acid bacteria. Tempoyak samples were inoculated aseptically into 

the media to avoid cross-contamination. Next, the media were incubated at a temperature of 30–37°C with an 

acidic pH, which is the optimum condition for the growth of lactic acid bacteria. Observations were made to 

assess the growth of microbial colonies on each media. The identification results showed the dominance of lactic 

acid microorganisms that were able to grow and develop well under the natural fermentation conditions of 

tempoyak. The resulting colonies were then cultured to increase the number of microorganisms, thus enabling 

them to be used as potential isolates in functional food fermentation. These findings confirm that tempoyak has 

value beyond traditional food, namely as a source of microbial biodiversity applicable to bioprocess technology 

and the development of probiotic food products. Utilizing local microorganisms from tempoyak can reduce 

dependence on imported cultures, encourage biotechnology innovation based on local biological resources, and 

support environmental sustainability. Integrating local wisdom with scientific research like this contributes to the 

preservation of culinary heritage while opening up economic opportunities through the development of value-

added food products.  
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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi proses pembuatan dan pemindahbiakan media 

menggunakan sampel tempoyak sebagai sumber mikroorganisme fermentasi. Tempoyak merupakan produk 

fermentasi tradisional berbahan dasar durian (Durio zibethinus) yang telah lama dikonsumsi di berbagai daerah 

di Indonesia. Produk ini kaya akan mikroorganisme seperti Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., dan 

Saccharomyces spp., yang berperan penting dalam proses fermentasi, pembentukan cita rasa khas, serta 

berpotensi sebagai agen probiotik. Tahapan penelitian meliputi persiapan media pertumbuhan berupa Nutrient 

Agar (NA) untuk mikroorganisme umum dan de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) untuk bakteri asam laktat. 

Sampel tempoyak diinokulasikan secara aseptik ke media tersebut untuk menghindari kontaminasi silang. 

Selanjutnya, media diinkubasi pada suhu 30–37°C dengan pH asam, yang merupakan kondisi optimum bagi 

pertumbuhan bakteri asam laktat. Pengamatan dilakukan untuk menilai pertumbuhan koloni mikroba pada 

masing-masing media. Hasil identifikasi menunjukkan dominasi mikroorganisme asam laktat yang mampu 

tumbuh dan berkembang dengan baik pada kondisi fermentasi alami tempoyak. Koloni yang terbentuk kemudian 

dipindahbiakkan untuk memperbanyak jumlah mikroorganisme, sehingga dapat dimanfaatkan sebagai isolat 

potensial dalam fermentasi pangan fungsional. Temuan ini menegaskan bahwa tempoyak memiliki nilai lebih 

dari sekadar pangan tradisional, yaitu sebagai sumber biodiversitas mikroba yang aplikatif untuk teknologi 

bioproses dan pengembangan produk pangan probiotik. Pemanfaatan mikroorganisme lokal dari tempoyak dapat 

mengurangi ketergantungan pada kultur impor, mendorong inovasi bioteknologi berbasis sumber daya hayati 

lokal, serta mendukung keberlanjutan lingkungan. Integrasi kearifan lokal dengan penelitian ilmiah seperti ini 

berkontribusi pada pelestarian warisan kuliner sekaligus membuka peluang ekonomi melalui pengembangan 

produk pangan bernilai tambah.  

 

Kata kunci: bakteri asam laktat, Lactobacillus spp, Mikroorganisme fermentasi, Pemindahbiakan media, 

Tempoyak 
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1. LATAR BELAKANG 

Fermentasi merupakan salah satu teknik pengolahan makanan tertua yang telah 

digunakan secara luas dalam berbagai budaya untuk meningkatkan daya simpan, nilai gizi, dan 

rasa dari bahan pangan. Proses fermentasi ini dilakukan oleh mikroorganisme, seperti bakteri 

asam laktat, khamir (yeast), dan kapang, yang bekerja secara sinergis dalam mengubah 

senyawa organik menjadi produk metabolit yang bermanfaat. Dalam dunia modern, identifikasi 

dan pemanfaatan mikroorganisme fermentasi menjadi aspek penting dalam pengembangan 

teknologi pangan, khususnya dalam pembuatan produk-produk fungsional seperti probiotik. 

Salah satu sumber mikroorganisme fermentasi yang potensial berasal dari produk makanan 

tradisional, seperti tempoyak, yaitu fermentasi spontan dari daging buah durian (Durio 

zibethinus). Tempoyak merupakan hasil aktivitas mikroorganisme endogen yang secara alami 

terdapat pada buah durian dan lingkungan sekitarnya. Mikroorganisme ini terdiri dari berbagai 

jenis bakteri asam laktat seperti Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, serta 

khamir dari genus Saccharomyces. Keanekaragaman mikroba dalam tempoyak menunjukkan 

potensinya sebagai sumber isolat unggul untuk dikembangkan lebih lanjut dalam industri 

fermentasi modern. 

Namun demikian, sebelum mikroorganisme ini dapat dimanfaatkan secara luas, 

diperlukan proses identifikasi dan pemindahbiakan yang sesuai dengan kaidah mikrobiologi. 

Identifikasi bertujuan untuk mengenali jenis mikroorganisme dominan yang terdapat dalam 

tempoyak dan mengamati karakteristik fisiologis serta morfologisnya. Sementara itu, proses 

pembuatan dan pemindahbiakan media merupakan langkah awal yang sangat penting untuk 

menumbuhkan dan memperbanyak mikroorganisme secara terkontrol. Media yang umum 

digunakan meliputi Nutrient Agar (NA) untuk mikroorganisme umum dan de Man, Rogosa, 

and Sharpe Agar (MRSA) yang spesifik untuk bakteri asam laktat. Penggunaan media yang 

tepat akan memudahkan pengamatan koloni dan keberhasilan proses pemurnian mikroba 

target. 

Dengan menggunakan sampel tempoyak sebagai sumber isolat, penelitian ini berupaya 

mendokumentasikan langkah-langkah sistematis dalam pembuatan media pertumbuhan, proses 

inokulasi, inkubasi, serta analisis koloni mikroorganisme hasil pemindahbiakan. Selain itu, 

penelitian ini bertujuan untuk menunjukkan bahwa produk lokal seperti tempoyak tidak hanya 

memiliki nilai budaya dan ekonomi, tetapi juga potensi besar dalam pengembangan 

bioteknologi pangan yang ramah lingkungan dan berbasis kearifan lokal. Pemanfaatan 

mikroorganisme lokal dari tempoyak tidak hanya mendorong pelestarian kekayaan hayati 

mikroba Indonesia, tetapi juga dapat memberikan solusi alternatif dalam produksi mikroba 
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starter fermentasi yang lebih murah dan mudah diakses oleh industri kecil dan menengah. 

Dengan demikian, penelitian mengenai identifikasi pembuatan media dan pemindahbiakan 

mikroorganisme dari tempoyak memiliki nilai strategis baik dalam aspek ilmiah, sosial-

ekonomi, maupun pengembangan produk pangan berbasis fermentasi. 

 

2. METODE PENELITIAN 

Penelitian ini menggunakan pendekatan studi pustaka sebagai metode utama untuk 

mengkaji dan menganalisis proses identifikasi pembuatan media dan pemindahbiakan 

mikroorganisme menggunakan sampel tempoyak sebagai sumber mikroba fermentasi. Studi 

pustaka dilakukan dengan cara mengumpulkan berbagai sumber ilmiah, baik berupa jurnal 

nasional dan internasional, buku teks mikrobiologi, bioteknologi pangan, laporan penelitian 

terdahulu, maupun artikel ilmiah yang relevan. Fokus utama dalam telaah pustaka ini adalah 

mengidentifikasi jenis-jenis media pertumbuhan yang sesuai untuk isolasi mikroorganisme dari 

bahan fermentasi alami, memahami karakteristik mikroorganisme dominan dalam tempoyak, 

serta prosedur standar dalam pemindahbiakan mikroba di laboratorium mikrobiologi. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN  

Tempoyak sebagai Sumber Mikroorganisme Fermentasi 

Tempoyak merupakan produk fermentasi tradisional yang dibuat dari daging buah 

durian (Durio zibethinus) yang dibiarkan mengalami fermentasi spontan tanpa penambahan 

mikroorganisme starter. Proses ini didominasi oleh aktivitas mikroorganisme endogen, 

terutama bakteri asam laktat (BAL) dari genus Lactobacillus, seperti Lactobacillus plantarum, 

L. fermentum, dan Leuconostoc mesenteroides (Ardilla et al., 2022; Permatasari et al., 2022). 

Keberadaan mikroorganisme tersebut menjadi kunci dalam pembentukan cita rasa, aroma khas, 

serta peningkatan nilai gizi tempoyak. 

Penelitian oleh Erfisa et al. (2022) menunjukkan bahwa teknik pembuatan tempoyak berbeda 

di setiap daerah, yang menyebabkan variasi mikroflora dominan dan memengaruhi mutu 

organoleptik serta kestabilan produk. Selain itu, Swestyani & Hujjatusnaini (2024) 

menekankan bahwa mikroflora yang terkandung dalam tempoyak khas Dayak di Kalimantan 

Tengah menunjukkan keunikan tersendiri dan dapat dijadikan sumber isolat lokal untuk 

pengembangan produk probiotik dan pangan fungsional. 

 

 

Pembuatan Media Kultur untuk Mikroorganisme Tempoyak 
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Untuk dapat mengidentifikasi mikroorganisme dalam tempoyak, tahap awal yang harus 

dilakukan adalah menyiapkan media pertumbuhan yang sesuai. Media berfungsi sebagai 

substrat nutrisi yang memungkinkan mikroorganisme untuk tumbuh dan berkembang secara 

optimal. Media yang digunakan tergantung pada jenis mikroorganisme yang ingin 

diidentifikasi. Untuk bakteri asam laktat, media yang umum digunakan adalah de Man Rogosa 

and Sharpe Agar (MRSA), yang memiliki pH rendah dan mengandung nutrisi yang 

mendukung pertumbuhan BAL. Sedangkan untuk isolasi khamir digunakan Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA), yang diformulasikan untuk mendukung pertumbuhan fungi. 

Menurut Fauziyah et al. (2023), pemilihan media yang tepat dapat meningkatkan 

akurasi isolasi dan mempercepat proses identifikasi mikroba target. Proses pembuatan media 

dilakukan secara aseptik dengan melibatkan sterilisasi bahan menggunakan autoklaf suhu 

121°C selama 15–20 menit. Penggunaan teknik aseptik penting agar media tidak 

terkontaminasi mikroba lain selama proses inokulasi dan inkubasi (Suri et al., 2023). 

 

Proses Inokulasi dan Pemindahbiakan Mikroorganisme 

Setelah media siap, langkah berikutnya adalah melakukan inokulasi sampel tempoyak 

ke dalam media. Proses ini biasanya dilakukan dengan metode penggoresan (streaking) 

menggunakan ose steril atau metode sebar (spread plate) untuk memperbanyak koloni mikroba. 

Inokulasi dilakukan di dalam laminar air flow untuk menjaga kondisi steril dan menghindari 

kontaminasi silang. 

Media kemudian diinkubasi dalam suhu berkisar 30–37°C selama 24–48 jam tergantung jenis 

mikroorganisme. Koloni yang tumbuh kemudian diamati dari segi morfologi seperti warna, 

bentuk, ukuran, dan tepi koloni. Berdasarkan studi oleh Hardiyanti et al. (2022), karakteristik 

koloni menjadi indikator awal untuk mengelompokkan mikroorganisme, sebelum dilakukan 

uji lanjutan seperti pewarnaan Gram dan uji biokimia. Hasil penelitian oleh Ratnasari et al. 

(2022) di Kalimantan Barat menunjukkan bahwa proses fermentasi tempoyak menghasilkan 

koloni BAL berbentuk bulat, berwarna putih susu, dengan tepi halus dan konsistensi lembut, 

yang merupakan ciri khas Lactobacillus. Selain itu, penelitian oleh Zaharani & Arsih (2024) 

menegaskan pentingnya dokumentasi proses pembuatan tempoyak berbasis kearifan lokal 

sebagai bagian dari penguatan pembelajaran bioteknologi di sekolah. 

 

 

 

Identifikasi dan Potensi Probiotik Mikroorganisme Tempoyak 
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Langkah identifikasi mikroorganisme lebih lanjut dilakukan dengan uji pewarnaan 

Gram, uji katalase, dan pengamatan mikroskopis. Sebagian besar mikroorganisme BAL yang 

diperoleh dari tempoyak merupakan Gram-positif, berbentuk batang, dan tidak membentuk 

spora. Uji katalase menunjukkan hasil negatif, yang menguatkan identifikasi sebagai 

Lactobacillus spp. (Ardilla et al., 2022; Permatasari et al., 2022). Fauziyah et al. (2023) 

menekankan bahwa bakteri asam laktat dari tempoyak memiliki potensi probiotik karena 

mampu bertahan pada pH lambung dan memiliki aktivitas antimikroba terhadap patogen usus 

seperti Escherichia coli dan Salmonella. Penelitian oleh Hendry et al. (2021) di Sumatera Barat 

juga menunjukkan bahwa tempoyak dapat dikembangkan sebagai superfood lokal yang kaya 

akan probiotik dan dapat mendukung ketahanan pangan masyarakat. 

Studi dari Puspita & Widodo (2025) menambah wawasan bahwa keberagaman mikroba 

pada fermentasi pangan tradisional seperti sambal lu’at maupun tempoyak menunjukkan 

potensi yang luas untuk eksplorasi bioteknologi pangan yang berkelanjutan. 

 

Implikasi Edukasi dan Hilirisasi Penelitian 

Penelitian berbasis identifikasi mikroorganisme tempoyak tidak hanya berkontribusi 

terhadap pengembangan pangan fungsional, tetapi juga memiliki nilai edukatif. Suri et al. 

(2023) dan Zaharani & Arsih (2024) menyatakan bahwa proses pembuatan tempoyak dapat 

dimanfaatkan sebagai sumber belajar sains berbasis etnosains dan bioteknologi lokal. Alang et 

al. (2024) juga mencatat bahwa pengenalan produk fermentasi lokal seperti tempoyak di pasar 

tradisional dapat menjadi wahana pembelajaran mikrobiologi yang kontekstual. Selain aspek 

edukatif, hasil isolasi dan pemindahbiakan mikroorganisme dari tempoyak juga dapat dijadikan 

dasar pengembangan produk minuman atau suplemen probiotik berbasis lokal. Inovasi ini 

sejalan dengan tren global menuju produk pangan fungsional yang alami, ramah lingkungan, 

dan berbasis kearifan lokal (Sari & Arafah, 2025). 

 

Faktor yang Mempengaruhi Keberhasilan Fermentasi dan Isolasi 

Keberhasilan isolasi mikroorganisme dari tempoyak sangat dipengaruhi oleh beberapa 

faktor, antara lain suhu inkubasi, kadar air dan garam pada tempoyak, serta waktu fermentasi. 

Ayuni et al. (2020) menunjukkan bahwa waktu fermentasi berpengaruh langsung terhadap 

jumlah dan viabilitas probiotik dalam bahan fermentasi. Selain itu, penelitian oleh Ratna et al. 

(2025) menemukan bahwa paparan medan magnet tertentu juga dapat memengaruhi laju 

metabolisme mikroorganisme selama proses fermentasi tempoyak. Penting juga dicatat bahwa 

kondisi sanitasi selama proses fermentasi dan pembuatan media harus dijaga dengan baik, 
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karena kontaminasi silang dapat menurunkan kualitas isolat dan keakuratan identifikasi 

mikroba target. 

 

Sintesis dan Arah Penelitian Selanjutnya 

Berdasarkan berbagai temuan pustaka yang telah dianalisis, dapat disimpulkan bahwa 

tempoyak merupakan sumber mikroorganisme fermentasi yang sangat potensial, terutama 

bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus. Identifikasi mikroba melalui tahapan pembuatan 

media, inokulasi, dan pemindahbiakan memberikan informasi awal yang sangat penting dalam 

pengembangan pangan fungsional. Langkah selanjutnya yang direkomendasikan adalah 

menggabungkan pendekatan molekuler, seperti PCR dan sequencing gen 16S rRNA, untuk 

mendapatkan identifikasi mikroba yang lebih akurat dan mendalam (Ardilla et al., 2022). 

Pemanfaatan mikroorganisme dari tempoyak juga membuka peluang riset lanjutan mengenai 

aktivitas enzimatik, daya tahan terhadap kondisi gastrointestinal, serta kemampuan sinbiotik 

bila dikombinasikan dengan prebiotik lokal. Hal ini dapat mendukung hilirisasi hasil penelitian 

menjadi produk komersial yang bernilai ekonomi tinggi, sekaligus berperan dalam pelestarian 

kekayaan hayati mikroba lokal Indonesia. 

 

4. KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil kajian pustaka yang telah dibahas, dapat disimpulkan bahwa 

tempoyak merupakan salah satu sumber mikroorganisme fermentasi lokal yang sangat 

potensial, khususnya bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus seperti Lactobacillus 

plantarum, L. fermentum, dan Leuconostoc mesenteroides. Mikroorganisme ini secara alami 

berperan dalam proses fermentasi spontan pada tempoyak dan menghasilkan senyawa 

metabolit yang memberikan manfaat baik dari sisi rasa, aroma, hingga potensi fungsional 

sebagai probiotik. Proses identifikasi dan pemindahbiakan mikroorganisme dari tempoyak 

memerlukan langkah-langkah sistematis, yang dimulai dari pemilihan media kultur yang 

tepat—seperti MRSA untuk bakteri asam laktat dan SDA untuk khamir—hingga pada proses 

inokulasi yang dilakukan secara aseptik dan inkubasi pada suhu yang sesuai. Morfologi koloni 

yang muncul setelah inkubasi menjadi dasar awal pengenalan jenis mikroorganisme yang 

kemudian dapat diperkuat melalui uji pewarnaan Gram dan uji biokimia lainnya. Studi literatur 

yang dianalisis juga menunjukkan bahwa fermentasi tempoyak dipengaruhi oleh berbagai 

faktor seperti waktu fermentasi, kadar air dan garam, suhu penyimpanan, serta kondisi sanitasi 

selama pengolahan. Selain memberikan wawasan ilmiah, penelitian ini juga memiliki 

kontribusi dalam bidang pendidikan melalui pendekatan etnosains dan bioteknologi berbasis 
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kearifan lokal, serta membuka peluang untuk hilirisasi hasil penelitian ke dalam produk 

probiotik komersial yang ramah lingkungan dan berkelanjutan. Dengan mengedepankan 

pemanfaatan mikroorganisme lokal dari tempoyak, Indonesia memiliki potensi besar dalam 

mengembangkan industri pangan fermentasi berbasis sumber daya hayati endemik, yang tidak 

hanya bernilai ekonomi, tetapi juga mendukung ketahanan pangan dan pelestarian budaya 

lokal. Oleh karena itu, identifikasi pembuatan dan pemindahbiakan media dari tempoyak bukan 

sekadar proses mikrobiologi laboratorium, tetapi menjadi fondasi awal dari inovasi 

bioteknologi pangan yang berpijak pada kekayaan tradisi dan pengetahuan lokal masyarakat. 
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