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ABSTRAK 

 

ISOLASI BAKTERI PROTEOLITIK DARI LIMBAH CAIR TEMPE SERTA 

APLIKASINYA SEBAGAI SALAH SATU KOMPONEN ADITIF 

BIODETERGEN 

Oleh:  

Ika Amalia  

18106030008 

 

Dosen Pembimbing: 

Dr.rer.medic. Esti Wahyu Widowati 

 

Limbah cair tempe berasal dari sisa pembuatan tempe yang mengandung bahan 

organik seperti karbohidrat, lemak, dan protein cukup tinggi.  Penelitian ini bertujuan 

untuk mengisolasi bakteri penghasil protease yang berasal dari limbah cair tempe untuk 

mengetahui potensi protease yang dihasilkan sebagai salah satu komponen aditif 

biodetergen.  

Isolasi bakteri proteolitik dari limbah cair tempe dilakukan menggunakan media 

skim milk agar (SMA) dengan kasein sebagai substrat.  Ekstrak kasar protease diuji 

aktivitasnya menggunakan variasi suhu (30, 35, 40, 45, dan 50℃) dan pH (6, 7, 8, 9, 

dan 10).  Potensi protease dari bakteri hasil isolasi sebagai salah satu komponen aditif 

biodetergen diuji stabilitasnya terhadap paparan detergen komersial dan dilakukan 

pengujian washing test dengan menambahkan noda protein pada kain.   

Berdasarkan hasil penelitian dari isolasi protease diperoleh empat isolat bakteri 

dengan kode isolat P2a, P6a, P3a (1), dan P4d.  Isolat P2a, P6a, dan P3a (1) memiliki 

aktivitas protease berturut-turut 152,75 U/ml, 92,98 U/ml, 74,75 U/ml, dan 49,59 U/ml.  

Isolat P2a, P6a, dan P3a (1) memiliki aktivitas tertinggi pada suhu 50℃ sedangkan 

isolat P4d memiliki aktivitas tertinggi pada suhu 45℃.  Keempat isolat bakteri mampu 

bertahan pada pH basa.  Potensi protease sebagai salah satu bahan aditif biodetergen 

dengan uji stabilitas aktivias enzim diperoleh nilai persen relatif di atas 70% serta 

mampu menghilangkan noda protein pada kain. 

Kata Kunci: bakteri proteolitik, biodetergen, protease, limbah cair tempe 
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ABSTRACT 

 

ISOLATION OF PROTEOLYTIC BACTERIA FROM TEMPE LIQUID WASTE 

AND ITS POTENTIAL AS ONE OF THE ADDITIVE COMPONENTS 

BIODETERGENT  

By:  

Ika Amalia  

18106030008 

 

Advisor:  

Dr.rer.medic. Esti Wahyu Widowati 

 

Tempe liquid waste comes from the rest of the manufacture of tempe which high 

contains of organic materials such as carbohydrates, fats, and proteins.  This study 

aims to isolate protease producing bacteria from tempe liquid waste to determine the 

potential of the resulting protease as a component of biodetergent additives.  

Isolation of proteolytic bacteria from tempe liquid waste was carried out using 

skim milk agar (SMA) medium with casein as a substrate.  The protease crude extract 

wast tested for activity using variations in temperature (30, 35, 40, 45, dan 50℃) and 

pH (6, 7, 8, 9, dan 10).  The protease potential of the isolated bacteria as a component 

of biodetergent additives was tested for stability against expoxure to commercial 

detergents and a washing test was carried out by adding protein stains to the fabric.  

Based on the research results from protease isolation, four bacterial isolates 

were obtained with isolate codes P2a, P6a, P3a (1), dan P4d.  Isolate P2a, P6a, and 

P3a (1) had protease activity of 152,75 U/ml, 92,98 U/ml, 74,75 U/ml, and 49,59 U/ml.  

Isolate P2a, P6a, and P3a (1) had the highest activity at 50℃ while isolate P4d had 

the highest activity at 45℃.  The four bacterial isolates were able to survive at alkaline 

pH.  The potential of protease as a biodetergent additive with the stability test of 

enzyme activity obtained a relative percent value above 70% and was able to remove 

protein stains on fabrics.  

Keywords: proteolytic bacteria, biodetergent, protease, tempe liquid waste 
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BAB I  

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang Masalah 

Aktivitas manusia dapat menyebabkan terjadinya pencemaran air seperti limbah 

yang berasal dari aktivitas industri pembuatan tempe.  Pembuatan tempe dapat 

menghasilkan limbah yang berasal dari proses perebusan maupun perendaman kedelai 

(Sayow et al., 2020).  Kandungan organik yang terdapat pada limbah apabila langsung 

dibuang ke selokan tanpa dilakukan proses pengolahan dapat mengganggu ekosistem 

perairan.  Akibatnya, sungai yang menjadi tempat bermuaranya selokan berpotensi 

mengalami pencemaran yang ditandai dengan warnanya menjadi coklat dan 

mengeluarkan bau busuk (Alfrida et al., 2016).  

 Limbah cair tempe berasal dari proses pembuatan tempe, yang meliputi 

pencucian, perendaman, dan perebusan.  Limbah cair tempe memiliki kandungan 

bahan organik seperti protein 40%-60%, karbohidrat 25%-50%, dan lemak 10% 

(Sayow et al., 2020).  Limbah cair tempe yang tinggi protein berpotensi menjadi habitat 

bakteri penghasil protease (Fatoni et al., 2008).  Inayatul et al. (2018) berhasil 

melakukan isolasi bakteri penghasil enzim protease genus Pseudomonas stutzeri dari 

tempe gembus.  Selain itu, Winahyu et al. (2019) berhasil melakukan penelitian 

mengenai isolasi bakteri penghasil protease dari limbah cair industri tempe dan 

diperoleh tiga isolat bakteri yang mampu menghasilkan enzim protease.  

 Enzim protease merupakan salah satu enzim penting yang memiliki nilai 

ekonomis tinggi karena aplikasinya sangat luas karena dapat digunakan pada berbagai 
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bidang, seperti bidang obat-obatan, produk kulit, produk makanan, industri pengolahan 

limbah, dan industri detergen.  Penggunaan enzim protease paling besar adalah pada 

bidang industri detergen, di mana protease berfungsi untuk menghidrolisis noda protein 

pada pakaian sehingga kotoran yang mengandung protein dapat mudah tercuci (Najafi 

et al., 2005).  Pemanfaatan enzim sebagai salah satu bahan aktif dalam pembuatan 

detergen (biodetergen) bersifat biodegradable dan tidak meninggalkan residu 

berbahaya bagi lingkungan.  Biodetergen diharapkan dapat mengurangi penggunaan 

bahan kimia yang dapat menimbulkan pencemaran lingkungan (Hasan et al., 2006).  

Kriteria enzim protease sebagai salah satu komponen dalam biodetergen yaitu aktif dan 

stabil pada nilai pH basa, mampu bertahan pada suhu tinggi dan memiliki stabilitas 

aktivitas ketika dipaparkan dengan detergen (Hmidet et al., 2009).  

 Pengujian protease sebagai salah satu komponen biodetergen dapat dilakukan 

dengan menggunakan metode washing test untuk mengetahui kemampuan protease 

dalam menghidrolisis noda protein pada pakaian.  Hmidet et al. (2009) berhasil 

mengisolasi bakteri dari limbah perikanan dan diperoleh bakteri genus Bacillus 

licheniformis NH1.  Ekstrak kasar enzim bakteri genus Bacillus licheniformis NH1 

dapat efektif menghilangkan berbagai noda seperti darah, coklat dan saus pada kain.  

Phanse et al. (2010) juga telah menggunakan enzim protease bakteri Bacillus 

agaradhaerens sebagai salah satu komponen biodetergen menggunakan metode 

washing test.  Hasil yang diperoleh menunjukkan enzim dapat menghilangkan noda 

protein pada kain.  Selain itu, Lam et al. (2018) juga melakukan penelitian 

menggunakan enzim protease hasil isolasi dari ikan asin dan diperoleh bakteri 
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Virgibacillus sp. untuk menghidrolisis noda mengandung protein pada kain.  Hasil 

yang diperoleh enzim protease dapat menghilangkan noda pada kain katun yang diberi 

pengotor berupa darah, kuning telur, dan kecap.  Selain itu, enzim protease mampu 

bertahan pada rentang suhu 30-60°C dan pada pH basa, serta memiliki stabilitas 

aktivitas di atas 70%.  

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan untuk melakukan 

isolasi bakteri penghasil protease dari limbah cair industri pembuatan tempe.  Enzim 

yang diperoleh akan diuji potensinya sebagai komponen aditif biodetergen dengan uji 

stabilitas aktivitas enzim dan washing test.  

B. Batasan Masalah  

1. Sampel yang digunakan diambil dari limbah cair tempe di Ngestiharjo, Kasihan, 

Bantul, Daerah Istimewa Yogyakarta. 

2. Karakterisasi isolat bakteri penghasil protease yang dilakukan meliputi pengamatan 

morfologi dan uji biokimia.  

3. Uji aktivitas proteolitik secara kualitatif melalui pengukuran Indeks Proteolitik (IP). 

4. Uji aktivitas protease dari isolat bakteri diukur menggunakan spektrofotometer UV-

VIS.  

5. Penentuan suhu dan pH optimum dilakukan pada produksi enzim protease 

menggunakan isolat bakteri penghasil protease terpilih. 

6. Uji potensi enzim protease sebagai biodetergen dilakukan dengan uji stabilitas 

aktivitas enzim dan washing test. 
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C. Rumusan Masalah  

1. Bagaimana isolasi bakteri penghasil protease yang dihasilkan dari limbah cair 

tempe? 

2. Bagaimana aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri hasil isolasi dari 

limbah cair tempe pada variasi pH dan suhu inkubasi? 

3. Bagaimana potensi enzim protease dari bakteri yang diisolasi dari limbah cair tempe 

sebagai salah satu komponen aditif biodetergen? 

D. Tujuan  

1. Mengisolasi bakteri penghasil protease yang berasal dari limbah cair tempe. 

2. Mengetahui aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri hasil isolasi dari 

limbah cair tempe pada variasi pH dan suhu inkubasi.  

3. Mengkaji potensi enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri hasil isolasi dari 

limbah cair tempe sebagai salah satu komponen aditif biodetergen.  

E. Manfaat  

1. Memberikan informasi mengenai proses isolasi bakteri penghasil protease dari 

limbah cair tempe. 

2. Memberikan informasi terkait potensi enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri 

hasil isolasi dari limbah cair tempe sebagai salah satu komponen aditif biodetergen. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan  

Berdasarkan hasil dan pembahasan penelitian yang telah dilakukan, dapat 

disimpulkan bahwa:  

1. Hasil isolasi bakteri penghasil protease diperoleh 4 isolat bakteri, yaitu Isolat P2a, 

P6a, P3a (1), dan P4d yang memiliki zona bening di sekitar koloni bakteri ketika 

ditumbuhkan pada media skim milk agar (SMA).  Keempat isolat tersebut berbentuk 

bacil, merupakan bakteri gram positif dan memiliki kemampuan endospora.  

2. Protease dari keempat isolat menghasilkan aktivitas protease pada rentang suhu 30-

50℃ dan rentang pH 6-10.  Isolat P2a, isolat P6a, dan isolat P3a (1) memiliki 

aktivitas tertinggi pada suhu 50℃ dengan aktivitas protease berturut-turut sebesar 

337,08 U/ml, 388,98 U/ml, dan 332,88 U/ml.  Sedangkan isolat P4d memiliki 

aktivitas tertinggi pada suhu 45℃ dengan aktivitas protease sebesar 409,38 U/ml.  

Pada variasi pH Isolat P2a, isolat P6a, isolat P4d memiliki pH optimum 9 dengan 

aktivitas protease berturut-turut 397,5999 U/ml, 414,9333 U/ml, dan 329,9334 

U/ml.  Sedangkan isolat P3a (1) memiliki pH optimum 7 dengan aktivitas protease 

sebesar 345,2667 U/ml. 

3. Protease dari bakteri hasil isolasi berpotensi sebagai salah satu komponen aditif 

biodetergen, yaitu Isolat P2a, P6a, P3a (1), dan P4d.  
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B. Saran  

Adapun saran untuk penelitian selanjutnya:  

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai karakterisasi bakteri agar diketahui 

genus dari bakteri yang berhasil diisolasi.  

2. Perlu dilakukan pemurnian enzim agar diperoleh aktivitas protease yang lebih 

spesifik.  

3. Perlu dilakukan variasi detergen komersial yang digunakan pada uji stabilitas 

aktivitas enzim dan washing test agar dapat mengetahui aktivitas protease yang lebih 

spesifik.  
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