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ABSTRAK 

ISOLASI ENZIM PROTEASE DARI BAKTERI  

DALAM LIMBAH TEMPE 

 

Oleh: 

Retno Farida Rahajeng 

18106030042 

 

Dosen Pembimbing: 

Dr. rer. medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech. 

 

 

Limbah cair tempe mengandung bahan organik berupa protein, karbohidrat, 

dan lemak.  Kandungan protein yang tinggi dapat menjadi nutrisi bagi pertubuhan 

bakteri proteolitik (penghasil protease).  Isolasi bakteri proteolitik dari limbah cair 

tempe dilakukan untuk mendapatkan ekstrak kasar enzim protease.  Protease 

mampu menghidrolisis protein serta dapat digunakan sebagai komponen 

biodetergen.  Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi bakteri proteolitik 

dari limbah cair tempe kemudian enzim protease diuji aktivitas dan potensinya 

sebagai komponen aditif biodetergen dengan uji stabilitas aktivitas protease dan 

washing test. 

Isolasi bakteri proteolitik dilakukan dengan media selektif Skim Milk Agar 

(SMA) dengan kasein sebagai substrat.  Pengujian aktivitas protease dilakukan 

dengan variasi suhu (30°C, 35°C , 40°C , 45°C , dan 50°C) serta pH (6, 7, 8, 9, dan 

10).  Potensi protease sebagai salah satu komponen aditif biodetergen diuji dengan 

stabilitas protease terhadap detergen komersial dan washing test menggunakan 

noda kecap pada kain katun. 

Hasil penelitian ini didapatkan empat isolat bakteri peoteolitik dengan kode 

P12d, P16d, P22a, dan R3d.  Aktivitas protease optimum isolat P12d pada suhu 

50°C dan pH 9, isolat P16d pada suhu 45°C dan pH 9, isolat P22a pada suhu 50°C 

dan pH 7, serta isolat R3d pada suhu 50°C pada pH 8.  Uji stabilitas protease 

terhadap detergen komersial dari keempat isolat berada di atas 70% dan dapat 

menghilangkan noda kecap pada kain katun.  Berdasarkan hasil yang diperoleh, 

keempat isolat bakteri proteolitik dari limbah cair tempe berpotensi komponen 

aditif biodetergen. 

 

Kata kunci: proteolitik, limbah cair tempe, protease, biodetergen.  
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ABSTRACT 

 

ISOLATION OF PROTEASE ENZYMES FROM BACTERIA 

IN TEMPE WASTE 

 

By: 

Retno Farida Rahajeng 

18106030042 

 

Advisor: 

Dr. rer. medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech. 

 

 

Tempe liquid waste contains organic matter in the form of proteins, 

carbohydrates, and fats.  The high protein content can be a nutrient for the growth 

of proteolytic bacteria (protease producers).  Isolation of proteolytic bacteria from 

tempe liquid waste was carried out to obtain crude extracts of the protease enzymes.  

Proteases are able to hydrolyze proteins and can be used as biodetergent additve 

component.  The purpose of this research was to isolate proteolytic bacteria from 

tempe liquid waste and then test its protease enzymes activity and potential as 

biodetergent additive component by testing the stability of protease activity and 

washing test. 

Isolation of proteolytic bacteria was carried out using selective Skim Milk 

Agar (SMA) media with casein as a substrate.  Protease activity testing was carried 

out with variations in temperature (30°C, 35°C , 40°C , 45°C and 50°C) and pH (6, 

7, 8, 9 and 10).  The potency of protease as one of biodetergent additive components 

was tested by the stability of the protease against commercial detergents and a 

washing test using soy sauce stains on cotton fabrics. 

The results of this research obtained four peoteolytic bacterial isolates with 

the codes P12d, P16d, P22a, and R3d. Optimum protease activity isolate P12d at 

50°C and pH 9, isolate P16d at 45°C and pH 9, isolate P22a at 50°C and pH 7, 

and isolate R3d at 50°C at pH 8. Stability test protease to commercial detergents 

from the four isolates was above 70% and could remove soy sauce stains on cotton 

fabrics. Based on the results obtained, the four isolates of proteolytic bacteria from 

tempe liquid waste have the potential as biodetergent additive component. 

 

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

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang Masalah 

Tempe merupakan makanan olahan berbahan baku kacang kedelai hasil 

fermentasi menggunakan bantuan jamur Rhizopus oryzae dan Rhizopus oligosporus 

(Ellent et al., 2022).  Industri pembuatan tempe telah tersebar hampir di setiap kota 

di Indonesia.  Sebagian besar industri tempe dikerjakan secara tradisional dalam 

skala rumah tangga.  Pada umumnya limbah cair tempe dibuang tanpa Instalasi 

Pengolahan Air Limbah (IPAL).  Pembuangan limbah cair tempe ke saluran-saluran 

pembuangan, selokan, atau badan air secara langsung dapat mengakibatkan 

pencemaran lingkungan, terutama di sekitar tempat industri (Harahap, 2013).   

Menurut Arifin (2016) Limbah cair tempe mengandung bahan organik 

berupa protein, karbohidrat, dan lemak, yang dapat digunakan sebagai sumber 

nutrisi bagi mikroorganisme.  Kandungan protein yang tinggi dapat mendukung 

kemampuan mikroorganisme dalam menghasilkan bakteri pennghasil enzim 

protease.  Winahyu et al. (2019) telah berhasil melakukan isolasi bakteri proteolitik 

dari limbah cair tempe di Kota Semarang.  Hasilnya diperoleh 3 isolat bakteri 

proteolitik.  Beberapa bakteri proteolitik dari limbah cair tahu adalah 

Staphylococcus (Fatoni et al., 2008), Bacillus subtilis, serta Bacillus cereus 

(Supriyanti et al., 2013). 

Protease dapat dihasilkan dari tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme.  

Penggunaan tumbuhan sebagai sumber protease terbatas oleh tersedianya lahan 

tanam dan kondisi pertumbuhan yang sesuai, serta memerlukan waktu produksi 

enzim yang lama.  Produksi protease dari hewan juga dibatasi oleh ketersediaan 
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ternak penghasil enzim.  Mikroorganisme merupakan sumber enzim yang paling 

potensial dibandingkan tanaman dan hewan.  Penggunanan mikroorganisme lebih 

menguntungkan karena pertumbuhannya cepat, dapat tumbuh pada substrat yang  

murah, dan lebih mudah ditingkatkan hasilnya melalui pengaturan kondisi 

pertumbuhan (Yuniati et al., 2015).   

Protease dapat berpotensi dalam berbagai industri, seperti industri makanan, 

kulit, kimia, medis, pengolahan limbah, dan detergen (Razzaq et al., 2019).  

Detergen merupakan bahan pembersih yang umum digunakan oleh masyarakat, 

baik oleh rumah tangga maupun industri.  Detergen membantu kegiatan pencucian 

tetapi menimbulkan efek pencemaran terhadap lingkungan (Radiansyah, 2011).  

Biodetergen merupakan detergen ramah lingkungan tanpa bahan kimia tambahan.  

Enzim protease berfungsi untuk menghidrolisis noda protein pada pakaian sehingga 

kotoran yang mengandung protein seperti darah, lendir, dan keringat akan mudah 

tercuci.  Protease digunakan pada deterjen karena bersifat biodegradasi dan dapat 

meningkatkan kerja deterjen secara umum (Amara et al., 2009).  Protease yang 

terdapat pada deterjen biasanya bekerja pada pH alkali dan suhu yang cukup tinggi  

(Hmidet et al., 2009). 

Menurut Banik and Prakash (2004) isolat bakteri protease Bacillus cereus 

memiliki aktivitas protease optimum pada suhu 50°C dan pH 10,5.  Protease dari 

Bacillus cereus 80% stabil dengan detergen komersial pada inkubasi 50°C selama 

1 jam.   Berdasarkan Kumar and Bhalla (2013) bakteri Bacillus sp. dengan aktivitas 

protease optimum pada suhu 60 – 75°C dan pH 9, aktif sebesar 78% dengan 

detergen komersial pada suhu 30°C selama 24 jam, serta mampu menghilangkan 
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noda darah dan kuning telur di kain katun pada suhu 65°C dan pH 9.  Oleh karena 

itu, enzim protease dari bakteri Bacillus sp. dan Bacillus cereus berpotensi sebagai 

komponen aditif biodetergen. 

Berdasarkan latar belakang masalah di atas, pada penelitian ini akan 

dilakukan isolasi bakteri proteolitik dari limbah cair tempe.  Enzim protease dari 

isolat bakteri yang didapatkan akan diuji potensinya sebagai komponen aditif 

biodetergen. 

B. Batasan Masalah 

Supaya penelitian ini tidak meluas pembahasannya, maka diambil batasan 

masalah sebagai berikut: 

1. Bakteri proteolitik diisolasi dari sampel limbah cair tempe berupa limbah cair 

perebusan kedelai pertama dan kedua yang diperoleh dari daerah Ngestiharjo, 

Kasian, Bantul, Daerah Istimewa Yogyakarta (DIY). 

2. Karakterisasi isolat bakteri proteolitik yang dilakukan meliputi uji morfologi 

dan uji biokimia. 

3. Uji aktivitas isolat bakteri proteolitik dilakukan secara kualitatif dengan 

pengukuran Indeks Proteolitik (IP). 

4. Uji aktivitas enzim protease dilakukan dengan pengukuran menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. 

5. Uji potensi enzim protease sebagai komponen aditif biodetergen dilakukan 

dengan uji stabilitas aktivitas protease dan washing test. 
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C. Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian latar belakang tersebut, maka diperoleh rumusan 

masalah sebagai berikut: 

1. Bagaimana isolasi bakteri proteolitik dari limbah cair tempe? 

2. Bagaimana aktivitas enzim protease dari isolat bakteri proteolitik limbah cair 

tempe pada variasi suhu dan pH? 

3. Bagaimana potensi enzim protease dari isolat bakteri proteolitik limbah cair 

tempe sebagai komponen aditif biodetergen? 

D. Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian ini 

adalah: 

1. Mengisolasi bakteri proteolitik dari limbah cair tempe. 

2. Menguji aktivitas enzim protease dari isolat bakteri protelitik limbah cair 

tempe pada variasi suhu dan pH. 

3. Menguji potensi enzim protease dari isolat bakteri proteolitik limbah cari 

tempe sebagai komponen aditif biodetergen. 

E. Manfaat Penelitian 

Manfaat yang didapatkan dari penelitian ini adalah: 

1. Memberikan informasi mengenai proses isolasi bakteri proteolitik dari limbah 

cair tempe serta potensi enzim protease sebagai komponen aditif biodetergen. 

2. Memberikan informasi kepada peneliti lain yang akan mengembangkan 

penelitian dengan topik sejenis.
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil dan pembahasan, dapat diambil kesimpulan bahwa: 

1. Isolasi bakteri proteolitik dapat dilakukan dengan media Skim Milk Agar 

(SMA).  Bakteri proteolitik ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar 

koloni bakteri yang tumbuh pada media SMA.  Berdasarkan hasil penelitian 

didapatkan empat isolat bakteri proteolitik, yaitu P12d, P16d, P22a, dan R3d. 

2. Protease dari keempat isolat menunjukkan aktivitas pada rentang suhu 30 – 

50°C serta pH 6 – 10.  Isolat P16d memiliki suhu optimum pada 45°C.  

Selanjutnya isolat P12d, P22a, dan R3d mempunyai suhu optimum 50°C.  Pada 

variasi pH, isolat P22a optimum pada pH 7.  Isolat R3d optimum pada pH 8.  

Selanjutnya isolat P12d dan P16d memiliki pH optimum pada pH 9. 

3. Protease yang berpotensi sebagai komponen aditif detergen adalah isolat P12d, 

P16d, P22a, dan R3d. 

B. Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada karakterisasi bakteri supaya dapat 

dipastikan spesies dari bakteri yang diisolasi. 

2. Perlu dikakukan pemurnian enzim supaya didapatkan aktivitas protease yang 

lebih spesifik. 

3. Perlu dilakukan variasi detergen komersial yang digunakan pada stabilitas 

aktivitas protease supaya diketahui aktivitas protease yang bervariasi dan dapat 

dipihlih yang terbaik.
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