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ABSTRAK

Fermentasi merupakan tahap terpenting dalam proses pembuatan
tempe. Menurut hasil penelitian pada tahap fermentasi terjadi
penguraian karbohidrat, lemak, protein dan senyawa-senyawa lain
dalam kedelai menjadi molekul-molekul yang lebih kecil sehingga
mudah dimanfaatkan tubuh. Pada proses fermentasi kedelai menjadi
tempe terjadi aktivitas enzim amilolitik, lipolitik dan proteolitik, vang
diproduksi olch kapang Rhizopus Sp. Pada proses pembuatan tempe,
sedikitnva terdapat empat genus Rhizopus yang dapat digunakan.
Rhizopus oligosporus merupakan genus utama, kemudian Rhizopus
oryzae merupakan genus lainnya vang digunakan pada pembuatan
tempe di Indonesia. Produsen tempe di Indonesia tidak menggunakan
inokulum berupa biakan muroi kapang Rhizopus Sp., pamun
menggunakan inokulum dalam bentuk bubuk yvang disebut laru atau
inokulum biazkan kapang pada daun waru vang disebut usar. Pada
penelitian ini dipelajari aktivitas enzim-enzim a-amilase, lipase dan
protease pada proses fermentasi kedelai menjadi tempe menggunakan
biakan murni Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae dan laru. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa aktivitas enzim a-amilase, lipase dan
protease dari ketiga inokulum tersebut berbeda secara sangat
bermakna. Hasil penelitian menunjukkan pula bahwa aktivitas enzim
dipengaruhi oleh jenis inokulum dan waktu fermentasi. Juga terdapat
interaksi antara waktu fermentasi dan jenis inokulum terhadap
aktivitas enzim-enzim amilolitik, lipolitik dan proteolitik..

Pendahuluan

proses fermentasi terjadi perubahan kimia pada kedelai (1). Perubahan terscbut

terjadt karena substrat kedelai (protein. lemak. karbotudrat dan senvawa-senyawa
lainnva) didckomposisi menjadi molckul-molekul vang lebih kecil olch cnzim-enzim
yang dihasilkan kapang.

Menurut Arbianto dkk (2) pada proses fermentasi kedelai menjadi tempe. secara
kescluruhan terjadi penurunan karbohidrat. yaitu 32.1% pada kedelai menjadi 21.54%
pada tempe. Sclama fermentasi asam lemak bebas pada kedelai meningkat. Total asam
lemak bebas pada kedelai rebus yang hanya 0.26% meningkat menjadi 4.77% setelah 30
jam dan menjadi 8.19% setelah 69 jam fermentast (3).

Selama fermentasi tejadi peningkatan jumlah nitrogen dan padatan larut-air (4).
Peningkatan nitrogen larut-air ini discbabkan olch adanya aktivitas cnzim proteasc vang
menguraikan protein menjadi fragmen-fragmen vang lebih mudah larut-air. Nitrogen
larut air bertambah dari 0.5% menjadi 28% sctclah fermentast kedelai selama 72 jam
(1). Peningkatan jumlah padatan dan nitrogen larut-air discbabkan olch peningkatain
jumlah asam amino bebas sctama fermentasi kedelai (3).

I Yermentas) merupakan tahap terpenting pada proses pembuatan tempe. Selama
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Berdasarkan penclitian-penelitian tersebut di atas pada fermentasi kedelai menjadi
tempe terjadi aktivitas enzim-enzim amilolitik, lipolitik dan proteolitik yang diproduksi
oleh kapang Rhisopus sp. Kapang Rhizopus Sp. merupakan mikroorganisme vang
memproduksi envim a-amilase. Enzim a-amilase dari kapang rhizopus Sp masih stabil
pada suhu 30-60°C. stabil pada pH 5.4-7.0, tetapi pH optimumnva adalah 3.6 (6).
Menurut Aunstrup. 1979, Rhizopus Sp merupakan mikro organisme vang mampu
mcmproduksi enzim lipase. Lipase vang diproduksi oleh Rhizopus arrhizus. Rhizopus
delemar dan Rhizopus japonicus adalah kelompok lipase spesifik yang memisahkan
asam lemak dari trigliserida pada posisi 1 dan 3. Rhizopus Sp juga merupakan
mikroorganisme yang mampu memproduksi ciizim protcasc
Rhizopus oligosporus yvang ditumbuhkan pada media Potato Dextrose Agar. pada suhu
28°C memproduksi protcase vang dapat menghidrolisis kasein dengan aktivitas
maksimum pada pH 3.0 dan 5.5. dan suhu 50-55° C dan wakt fermentasi 72-96 jam
(7.

Pada proses pecmbuatan tempe. sedikitnya terdapat empat jenis kapang Rhizopus
vang dapat digunakan. Rhizopus oligosporus merupakan genus utama vang digunakan
dalam proses pembuatan tcmpe di Indonesia. genus vang lainnya adalah Rhizopus
orvzae. Tempe yang dibuat dengan usar tradisional sering mengandung mikroorganisme
lain selatn Rhizopus Sp. Saono dkk (1976) menemukan 69 jenis kapang, 78 jenis bakteri
dan 150 jenis khamir terdapat pada tempe dari berbagai dacrah di Jawa Barat.

Pada penelitian ini dipelajari aktivitas enzim-enzim ekstra selular w-amilase, lipase
dan protease pada proses fermentasi kedelai memjadi tempe dengan menggunakan
biakan murni kapang Rhizopus oligosporus, Rhizopus orvzae dan biakan campuran
berupa laru bubuk.

Bahan dan Cara

Biakan murni kapang Rhizopus oligosporus dan Rhizopus orvzae. diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan teknologi Pangan dan Gizi. FATETA-IPB. Laru
vang-digunakan sebagai mokulum campuran dibuat di Laboratorium Mikrobiologi
Puslitbang Gizi. Bogor. Laru dibuat dengan cara menumbuhkan dan membiakkan spora
dari tcmpe yang dibeli di pasar pada substrat nasi sampai spora menjadi hitam,
kemudian dikeringkan. digiling. diuji kemampuannya dalam pembuatan tempe. Kedelai
kuning dipecroleh dari Pasar Bogor. .

Fermentasi kedelai dilakukan selama 72 jam pada suhu 30° C. pengamatan
dilakukan setiap 12 jam. Suhu inkubasi ditentukan 30° C karcna pada umumnya perajin
tempe melakukan fermentasi pada suhu ruang. Tempe vang diamati pada penelitian ini
dibuat melalui proses pcrebusan. perendaman. pengupasan kulit dan pencucian; tempe
vang dibuat dengan biakan mumi sebelum diinokulasi kedelai disteritkan pada suhu
121° C sclama 15 menit. kemudian didinginkan dan diinokplasi dengan suspensi kapang
schbanyak 4% (V/W), sccara aseptik_dikemas pada cawan pctri. Tempe yang dibuat
dengan laru kedclai tidak melalui proses sterilisasi tetapi setelah dicuci dan dikupas.
dikukus selama 20 menit. didinginkan dan-diinokulasi dengan laru sebanyak 0.025.

Ekstraksi cnzim dilakukan sebagat berikut : setiap petri tempe vang berasal dari
100 gram kedelar rebus. dihancurkan dalam erlenmeyer 250 ml. ditambah 200 ml 0.1%
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Tween 80. dikocok selama satu jam, disaring mcnggunakan glass wool. filtrat
discntifugasi sclama 20 menit pada kecepatan 2000 rpm. supernatan dipindahkan pada
crlenmeyver 100 ml steril untuk diuji aktivitasnya. Ekstrak enzim vang diuji sclalu segar
dan diusahakan pada suhu dingin. Kadar protein filtrat civam ditentukan sccara
spektrofotometrik berdasarkan mctode Lowry (8). Konsentrasi protein ckstrak ensim
ditentukan pada kurva BSA.

Aktivitas cizim w-amilase ditetapkan menggunakan metode Berafeld (9) vang
menggunakan patl larut air sebagai substrat. Pcngujian aktivitas cnzim mcenggunakan
prinstp bahwa dcgradasi pati larut air olch crzim a-amilase akan menghasilkan
peningkatan gula maliosa. yang dapat diukur serapannya dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 340nm, hasil pengukuran diplotkan pada kurvag kalibrast untuk
mendapatkan konsentrasi maltosa. Aktivitas ce-amilasc dihitung dengan rumus -

1 1 unit
Aktivitas a-amilase= C x» — 1
T 1 mikromol

C : konsentrasi maltosa per ml ekstrak enzim (mikromol)

T . waktu inkubasi (menit) _

1 unit enzim u-amilase . besarnya aktivitas cnzim vang dibutuhkan untuk
membcbaskan 1 mikromol maltosa pcr menit per ml ckstrak cnzim

Penentuan aktivitas enzim lipase menggunakan metode titrimetri menurut Bier
(1955). Cara penetapan ini menggunakan prinsip bahwa asam lemak vang dibebaskan
dart ester asam lemak rantai panjang (Cy, - Ciz) yang dikatalisis oleh lipase dapat
diukur jumlahnya berdasarkan jumiah titrat vang digunakan.

Pencntuan aktivitas enzim lipase dihitung dengan rumus :

N.NaOH 160 unit 1
Aktivitas lipase : ml NaOH x X X
0.02 N 1 ml T

T : Waktu inkubasi (mcnit) . ) .

100 unit aktivitas enzim lipase : besarnya aktivitas cnzim vang dibutuhkan untuk
membebaskan asam lemak dari gster asam’ lemak rantai panjang vang sctara dengan |
ml NaOH 0.02N vang dikonsumsi.

Penctapan aktivitas enzim protcasc menggunakan mctode Kuniv. scperti vang
dilakukan oleh Wang dan Hesseltine (7). Prinsip penentuan ini adalah, pembebasan
asam amino fenilalanin. tirosin dan triptofan dari substrat vang dikatalisis olch enzim
protease. dapat diukur absorbansinyva. Sebagai substrat digunakan larutan 19 kasein
dalam buffer sitrat-fosfat. Kurva kalibrasi dibnat menggunakan larutan !-tirosin dalam
buffer sitrat fosfat. Pengukuran absorbansinya dilakukan pada panjang gelombang 280
nm. Aktivitas enzim protcase dihitung dengan ramus :

1 1 unit
Aktivitas protease: C x — x ——
T 1 mikromol
1 unit aktivitas cnzim protcase = besarnva aktivitas cnzim yang dibutuhkan untuk
membebaskan I mikromol tirosin per menit per ml ekstrak enzim



56 Karmini, Mien; dkk

Hasil dan Bahasan

Suspensi kapang Rhizopus Sp sebagai inokulum murni vang dihasitkan pada
penelitian, sctiap 4 m! mengandung 1 x 10° sampai 1.3 x 10 untuk suspensi Rhizopus
oligosporus. sedangkan suspensi kapang Rhizopus orvzae setiap 4 ml mengandung 2 x
10" sampai 3 \ 10" spora. Menurut Wang dan Hesscltine (1982). untuk menghasilkan
lempe vang baik dipertukan { \ 10 spora Rhizopus oligosporus per 100 gram kedelai.

Pada penelitian ini penggunaan suspensi spora Rhizopus orvzae hanya 2-3 x 10™ per
100 gram kedelar. karena apabila digunakan spora vang lebih banvak tcmpe yang
dihasiikan sudab membusuk pada fermentasi 48 jam.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ketiga jenis tempe yang dihasilkan yaitu
tempe dengan mokulum Rhizopus oligosporus (T.oli). dengan inokulum Rhizopus
oryvzac (T.orv). dengan inokulum laru (T.lar). telah tertutup secara merata olch inokulum
kapang pada 24 jam icrmentasi dan masih tetap baik dengan penampilan vang menarik
pada 60 jam (crmentast Setelah 60 jam fermentasi tempe menunjukkan tanda-tanda
kerusakan yaitu mulai rusaknva miselinm kapang dan tercium aroma amoniak terutama
pada T.on

Konscntrasi protcin dalam filtrat enzim yang dihasilhan dan sctiap jemis tcmpe
terirhat meningkat selama proses fermentasi. makin lama masa fermeniasi. makin tinggt
konsentrasi proicin. Peaingkatan konsentrasi protein terscbut menunjukkan adanva
peningkatan produksi cnzim Hasil pengukuran konsentrasi protein ckstark enzim
drsapkan dalam Tabel 1.

Tabel 1 Konscntrast protcin ckstrak enzim

Waktu Fermentasi Konsentrasi Protein Dalam Ekstrak Enzim Dari Tempc
(jam) (mg/ml)

T. oli T.ory T.lar
12 7.95 11.00 12.00
24 14.40 11.45 1510
36 16.00 14.30 15.85
48 17.00 15.75 16.05
60 18.30 17.45 17.10
72 19.40 18.00 17.30

Pada Tabel 1 di atas. dapat dilihat bahwa konscntrasi enzim yang meningkat
sgjalan dengan waktu fermentasi. jelas pada tempe dengan inokulum Rhizopus
oligosporus. terutama peningkatan hampir dua kali tipat dari 12 jam ke 24 jam
fermentasi. tidak demikian halnya dengan Rhizopus oryzae. kenaikan pada priode
tersebut sangat kecil. Pengaruh inokulum larutpada kenaikan konscntrasi enzim hampir
tidak tergantung pada fermentasi. Hal ini mungkin dikarenakan adanya mikroorganisme




lain vang menghentikan perkembangan kapang Rhizopus Sp. keadaan ini vang
menyebabkan tempe Malang yang menggunakan inokulum tradisional usar icbih awet.
Hasil pengukuran aktivitas enzim pada setiap masa fermentasi memperlihatkan
bahwa aktivitas amilolitik dari enzim a-amilase paling tinggi terjadi pada fermentasi 12
jam, kemudian menurun sesuai dengan kenaikan waktu fermentasi. Rata-rata nilai
aktivitas enzim amilase pada setiap tahap fermentasi disajikan pada Tabel 2 dan
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karakteristik aktivitas enzim amilase dari setiap inokulum disajikan pada gambar 1.

Tabel 2. Aktivitas enzim a-amilase inokulum tempe pada suhu 20° C

Waktu Fermentasi

Aktivitas Enzim a-amilase Inokulum

(jam) (unit per ml ekstrak enzim)

R.oligosporus Roryzae Laru
12 102.3 141.9 89.9
24 79.3 88 8 54.1
36 68.4 79.0 388
48 622 51.2 34.7
60 528 48.5 324
72 46.7 47.9 34 4
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Gambar 1. Karakteristik aktivitas enzim amilolitik inokulum tempe
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Hasil analisis sidik ragam dwifaktor terhadap milai aktivitas amilase menunjukkan

perbedaan sangat bermakna (p<0.01) baik pada perbedaan waktu fermentasi maupun
pada perbedaan jenis inokulum.
Berdasarkan hasil analisis terscbut dapat disimpulkan bahwa waktu fermcentasi yang
berbeda menghasilkan  aktivitas enzim amilase vang berbeda. demikian pula bahwa
setiap jenis inokulum mempunyai kemampuan menghasitkan enzim amilase dengan
aktivitas yang berbeda. Dapat disimpulkan pula bahwa terdapat interaksi antara waktu
fermentasi dan jenis inokulum dalam aktivitas enzim amilase.

Karakierisuk aktivitas cnzim amilase pada produk tempe dengan berbagai jenis
inokulum mcnunjukkan bahwa pemecahan karbohidrat banyak terjadi pada periode 12-
24 jam fermentast dan berakhir pada masa 48 jam fermoentasi. Pada waktu fermentasi
mencapai 48 jam lebih aktivitas: amilase mendatar pada dua jenis inokulum. kecuali
aktivitas Rhizopus oligosporus masih menurun sedikit. hal tersebut menunjukkan bahwa
cnizim amilase terdapat dalam jumiah yang cukup besar pada temipe dengan masa
fermentasi antara 24-36 jam, scperti pada umumnya pengrajin tcmpe melakukan
ferimentasi,

Nilai-nilai aktivitas lipolitik kapang tempe dari ketiga jenis inokulum pada setiap
masa fcrmemtasi disajikan pada Tabel 3. dan karakteristik aktivitas enzim lipase dan
ketiga jenis inokulum tersebut disajikan pada gambar 2

Tabel 3. Aktivitas enzim lipase inokulum tempe pada subhu 20° C

l

Waktu Fermentasi Aktivitas Enzim Lipase Inoknlum
(jam) (unit per ml ckstrak enzim)

Ruoligosporus R.oryzae Laru

12 2.36 246 5.88

24 874 5.04 7 81

L 36 15.20 8.06 3.82
L 48 15.70 10.34 9.90)
60 17.14 12.0 1225

72 21.79 13.14 12 57

Kenaikan aktivitas enzim lipase dari inokulum Rhizopus oligosporus lebib tinggi
daripada kcnaikan aktivitas enzim dari inokulum Rhizopus oryzae dan laru. terutama
pada masa fermentasi 12-24 jam. Kenaikan aktivitas cnzim lipase pada periode
fermentasi 12-24 jam 265% pada inokulum Rhizopus oligosporus. 100% pada inokulum
Rhizopus oryzae, dan 32% pada inokulum laru.

Perbedaan kenaikan aktivitas enzim lipase mungkin berhubungan dengan perbedaan
kenaikan konsentrasi protein dalam ekstrak enzim dan penurunan aktivitas amilohtik.
seperti terlihat dalam Tabel 1 dan Tabel 2. Kenaikan konsentrasi protein dalam ekstrak
enzim dari tempe yang difermentasikan dengan R.oligosporus pada masa fermentasi 12-
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24 jam scbanyak 81%. scdangkan bila digunakan R.orycac dan laru masing-masing
hanyva 496 dan 25.8%. Penurunan aktivitas amilolitik dari masing-masing ekstrak cnzim
berturut-turut 23% untuk Rhizopus oligosporus. 37% untuk Rhizopus onvzac dan 37.7%
untuk laru.
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Gambar 2. Karakteristik aktivitas enzim lipolitik inokulum tempe

Gambar 2 memperhhatkan karaktenistik aktivitas ensim lipase masinp-masing
inokulum

Karakteristik aktivitas enzim lipase dart inokulum Rhizopus ohigosporus dan
Rhizopus onvzac sama pada periode 12-36 jam. vailu memperhhatkan kenarkan huma
vang curam. scdangkan aktivitas cnzim lipase dari inokulum laru. memperithatkan
karakterisitk vang berbeda. Pada kedua tnokufum murni. aktivitas lipolitik optimum
terjadi saat fermentasi 36 jam sementara pada inokulum laru terjadi saat fermentasi 24
jam.

Pada gambar 2 dapat dilthat bahwa sampai masa ferimentas: 36 jam. vaitu masa
fermentasi vang dilrkukan oleh perajin tempe pada wmumnya. aklivitas enzim lipolitk
pada inokulum Rhtzopus onvzac Icbih rendah daripada akitivitas enzim lipolitik pada
imokulum Rhizopus oligosporus atau inokulum faru Hal terscbut menunjukkan bahwa
nilar giszi lemak tempe vang dibuat dengan inokulum Rhizopus orvzac lebih rendah
daripada nilai gizi lemak tempe vang dibuat dengan Rhizopus ohgosporus atau laru.
karcna aktivitas cnzim lipolitik berkaitan dengan hidrolisis lemak menjadr asam temak
bebas.

Analisis sidik ragam dwifaktor menunjukkan bahwa perbedaan nilar aktn nas lipasce
sangal nvata (p<0.01) dipengaruly olch jenis inokulum dan waktu jcrmentas
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Berdasarkan analisis tersebut juga disimpulkan bahwa terdapat interaksi antara waktu
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fermentasi dan jenis inokulum

Aktivitas proteolitik cnzim protease baik dari Rhizopus oligosporus. Rhizopus orvzac
maupun laru. terlihat mempunyai nilai yang makin besar selama fermentasi.
Karakteristik aktivitas protcolitik disiajikan pada gambar 3. dan mnilai rata-rata aktivitas

cnzim protease dar ketiga inokulum tersebut dapat dilihat dalam Tabel 4.

Tabel 4. Aktivitas enzim protease inokulum tempe pada setiap masa inkubasi

dan suhu 20° C

Waktu Fermentasi

Aktivitas Enzim Lipase Inokulum

(jam) (unit per mi ekstrak enzim)

R. oligosporus R. onyzac Laru
12 4.6 H.0 59,9
24 103.2 5.1 117 1
36 126.2 100.9 132.9
48 158.8 130.7 137.2
60 ! 185.5 169 .4 160.9
72 I 200.1 182.5 164.3

Gambar 3. Karakiteristik aktivitas enzim protolitik inokulum tempe
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Karakteristik aktivitas proteolitik dar inokulum Rhizopus oligosporus dan
inokulum laru sama pada masa fermentasi 12-36 jam yaitu naik cepat pada periode 12-
24 jam fermentasi kemudian sedikit berkurang. terlihat pada garis kurva yang tajam, dan
keduanya berbeda dari karakteristik inokulum Rhizopus oryzae, yang cenderung datar
pada masa 12-24 jam fermentasi. Sebaliknya pada masa fermentasi 24 - 72 jam
karaktenstik cnzim protease dari inokulum Rhizopus oligosporus sama dengan
karakteristik enzim dari inokulum Rhizopus orvzae dan keduanya berbeda dengan
karakteristik aktivitas enzim protease dar inokulum lans.

Pada saat fermentasi 36 jam aktivitas enzim protease inokulum Rhizopus
oligosporus sama dengan aktivitas proteolitik inokulum laru, sedangkan aktivitas
inokulum Rhizopus orvzae lebih rendah dari keduanya. Keadaan ini memberi petunjuk
bahwa mutu protcin tempe vang dibuat dengan inokulum Rhizopus oryzae lebih rendab
dari pada mutu protein tempe yang dibuat dengan inokulum Rhizopus oligosporus atau
inokulum laru. Tempe vang dibuat dengan inokulum laru pada fermentasi 36 jam akan
mempunyvai mulu protein yang sama dengan mutu protein tempe dengan inokulum
Rhizopus oligosporus. Inokutum laru adalah inokulum vang pada umumnya digunakan
perajin tempe.

Aktivitas enzim protease berkaitan dengan hidrolisis protein menjadi asam amino
bebas. nammun bila terus berlanjut pada suatu saat substrat protein habis. maka terjadi
pembentukan amoniak sehingga terjadi aroma vang sangat tajam. Berdasarkan nilai
dalam Tabel 4. temyata aktivitas enzim protease naik terus sejalan dengan masa
fermentasi. hal ini yang menyebabkan jika makin lama tempe dibiarkan aroma amoniak
makin tajam. Berdasarkan aktivitas enzim protease. tempe vang dibuat dengan inokuwuem
Rhizopus oligosporus akan lebih cepat memberikan aroma amoniak dibandingkan tempe
dengan Rhizopus oryzae dan tempe dengan inokutum laru.

Simpulan

Hasil analisis sidik ragam dwifaktor memberikan kesimpulan bahwa jenis inokulum
dan waktu fermentasi mempengaruhi aktivitas enzim protease secara sangat bermakna
(p<0.01j. Disimpulkan pula bahwa terdapat interaksi antara waktu fermentasi dengan
Jenis inokutum dalam produksi enzim protease.
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