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ABSTRAK 

Fermentasi merupakan tahap terpenting dalnm proses pembuatan 
tempe. Menurut hasil penelitian pada tahap fermentasi terjadi 
penguraian karbohidrat, k m a k  protein dan senyawa-senyana lain 
dalam kedelai menjadi molekul-molekul yang lebih kecil sehingga 
mudah dimanfaatkan tubuh. Pada prnses fermentasi kedelai mcnjadi 
tempe terjadi nktivitas enzim amilolitik, lipolitik dan pmteolitik, \ang 
diproduksi oleh kapang Rhizopur Sp. Pada prnses pemhuatan tempe, 
sedikitnya terdapat empat genug Rhimpus yang dapat digunakan. 
Rhizopus oti&-u.w~rus merupakan genus utama. kemudian Rhiropus 
oryzoe merupakan genus lainnya yang digunalun pads pemhuatan 
tempe di Indonesia. Produsen tempe di Indonesia tidak menggunakan 
inokulum herupa biakan murni kapang Rhuopur Sp., namun 
menggunakan inokulum dalnm hentuk buhuk Fang dischut laru atau 
inokulum hiakan kapang pada daun waru yang disebut usar. Pada 
penelitian ini dipelajari aktiritas emimsnzim u-amilase, lipase dan 
protease pada proses fermentasi kedelai menjadi tempe menggunakan 
biakan murni Rhizopus otigosponrs, Rhizupus oryzae dan laru. Haril 
penelitian menunjukkan hahwa aktivitas enzim a-milase, lipme dan 
prolease dari ketiga inokulum tersehut herbeda secara sangat 
b e m a h a .  Hasil penelitian menunjukkan pula bahna aktivitas enzim 
dipengaruhi oleh jenis inokulum dan a'aktu fermentari. Juga terdapat 
interaksi antsra waktu fermentasi dan jenis inokulum terhadap 
aktivitav enzim-emim amilolirik, Iipoolik danproleolitik.. 

F ermentasi m e ~ p a k a n  tahap terpenting pada proses pembuatan tempe. Selama 
proses fermentasi terjadi perubahan kimia p d a  kedelai (I ). Pcrubahan tencbut 
te rjadi karena substrat kedelai (protein, lemak, karbohidrat dan senyawa-scnyawa 

lainnya) didekomposisi menjadi molckul-molekul yang lebih kecil olch cnzimervini  
yang dihasilkan kapang. 

Menurut Arbianto dkk (2) pada proses fermentasi kedelai menjadi tempe, secara 
kescluruhan tc rjadi penurunan karbohidrat, yaitu 32.1% pa& kedelai menjadi 2 1 .S4% 
pada tempe. Sela~na fermentasi asam kmak bebas p d a  kedelai meningkat. Total asam 
lemak bebas pda kedelai rebus yang hanya 0.26% meningkat menjadi 4.77% setelah 30 
jam dan menjadi 8.19% setelah 69 jam fermentasi (3). 

Selama fennentasi terjadi peningkatan jumlah nitrogen dan padatan larut-air (4). 
Peningkatan nitrogen larut-air ini discbabkan 01th adanya aktibitas c w i m  protease :ang 
uienguraikan protein menjadi fragmen-fragmen yang lebih mudah lamt-air. N i t ro~cn  
larut air berlanibah dari 0.5% mcnjadi 28% sctclah fermentasi kcdelai sclama 72 jam 
(1). Peningkatan jumlah padatan dan nitrogen larut-air discbabkan olch pen1ngk:1t:lr, 
jumlah asam amino bebas selama fcrmentasi kcdclai ( 5 ) .  
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Berdasarkan penelitian-penelitian tersebut di atas pada fermentasi kcdelai menjadi 
t emp  te qadi aktivitas enzim-enzim amilolitik, lipolitik dan pmteolitik yang diproduksi 
oleh kapang Rhi~opus sp. Kapang Rhizopus Sp. mempakan mikroorganisme yang 
mcmproduksi ewim a-aniilase. Ew.im a-amilase dari kapang rhizopus .Sp niasih stabil 
pa& snhu 5060°C. stabil pada pH 5.4-7.0, tetapi pH optimumnya adalah 3.6 (6). 
M e n u ~ t  Aunstmp. 1979. Rhizopus Sp mempakan mikro organisme yang mampu 
mcmproduksi enzim lipase. Lipase yang dipduksi  olch Rhizopu.. arrhizus. Rhizopus 
cl~lerrror dan Rhizopus joponicus adalah kelompk lipase spesifik rang memisahkan 
asam lemak dari trigliserida pada psisi  1 dan 3. Rhizopus Sp juga niempakan 
milumrganisn~e yang mampu mcmproduksi m i m  proleasc. 
RhiZopus oligospms yang ditumbuhkan pa& media Potato De\Trose Agar, pa& suhu 
28°C ~nen~produksi protcase >ang &pat menghidrolisis kasein dengan akti~itas 
maksimum pa& pH 3.0 dan 5.5. dan suhu 50-55" C dan waklu fermentasi 72-96 jam 
(7). 

Pada proses pembuatan tempe. sedikitn>a terdapat empat jenis kopong Rhizopus 
?-ang dapat digunakan. Rhizoplrs oligosporus mempakan genus utama yang digunakan 
&lam proses pembuatan tempe di Indonesia. genus yang lainnya adalah Rhizopirs 
onzap. Tcmpe yang &buat dengan usar tra&sional sering mengandung mikroorganisme 
lain selain Rhizopirs Sp Saono dkk (1976) menemukan 69 jenis kapang. 78 jcnis bakteri 
dan 150 jenis khamir terdapat pada t e m p  dari b e h g a i  daemh di J a w  Barat. 

Pada penelitian ini dipelajari akti~itas cnzim-enzim ekstn selular a-amilo.se. lipase 
dan profcase pada proses ferment as^ kedelai menjadi telnpe dengan mcnggunakan 
biakan murni kapang Rhizopicu olrgo.cp>ru.~. Rhizoprrs nrvzoe dan biakan campuran 
bempa lam bubuk. 

Bahan dan Cara 

Biakan murni kapang Rhizops oligospurirs dan Rhizopus o w e .  dipemleh dari 
Labratorium MiEobiologi Jumsan teknologi Pangan dan Gizi. FATETA-IPB. Lam 
yang-digunakan sebagai ~nokulnm campunn dibuat & Laboratorium Mikrobiologi 
Puslitbang Gizi. Bogor. Lam dibuat dengan cara menumbuhkan dan membiakkan .spore 
dari tcmpe yang &beli di pasar pa& substrat nasi sampai spon menjadi hitam 
kemu&an dikeringkan. digiling. diuji kemampuannya dalam pembuatan temp. Kcdelai 
kuning diperoleh dari Pasar Bogor. 

Fcrmcntasi kedelai dilakukan selama 72 jam pada suhu 30" C. pengamatan 
dilakukan sctiap 12 jam. Suhu inkubasi ditentukan 30' C karcna pada umumnya perajin 
tempe melakukan fementasi pada suhu ruang. Tempe yang diamati pada penelitian ini 
dibuat melalui proses pcrebusan. perendama~ pengupasan kulil dan pencucian; tempe 
yang dibuat dengan biakan murni sebelum diinokulasi W l a i  disterilkan pada suhu 
12 1" C sclama 15 menit. kemudian didingnkan dan diino lasi dengan suspensi kapang 
sebnyak 4% (VW, secara aseptik_dikemas pada caw i" n pctri. Tcmpe yang mbuat 
dengan Ian1 kedelai tidak melalui proses sterilisasi tetapi setelah dicuci dikupas. 
d i m u s  selama ?O menit. didinginkan dandiinokulasi dengan lam sebanyak 0.025. 

Ekstrakci cmim &lakukan sebagai berikut : setiap pctri tempe yang berasal dari 
100 gnni kcdelai rebus. dihancurkan &lam erlenmeyer 250 ml. ditambah 200 ml 0.1% 
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Tween 80. dikocok selama satu jam, disaring menggunakan glass wool. filtrat 
discntifugasi sclania 20 menit pa& kccepatan 2000 rpm. supernatan dipindahhn pada 
erlennieger 100 ml steril untuk diuji aktivitasnya. Ekstrak enzim yang diuji sel:llu segar 
dan diusahakan pada suhu dngin. Kadar protcin filtrat ewim dtcntukan secara 
spektrofotomctrik berdasarkan mctode Lo%\-r?. (8). Konsentrasi protein ekstrak enzim 
ditentukan pada kuma BSA. 

Aktivitas cwim a-arr~ilose ditetapkan 'menggunakan metode Bcrnfeld (9) yang 
menggunakan pati larut air sebagai substrat. Pcngujian aktivitas cnzim menggunakan 
prins~p bahua dcgradasi pati larut air oleh c u i m  a-aniilase akan menghasilkan 
pe~ngka tan  gula maltosa, yang &pat dukur serapann?a dengan spektrofotometer pada 
panjang gclo~itbang j-lUnm, hasil pengukuran diplotkan pnda in1n.a kalibrasi untuk 
mendapatkan konsentrasi ~naltosa. Aktivitas u-aniilasc dilutung dengan mruus : 

1 1 unit 
Aktidtas a-amilase = C x - x 

T 1 mikmmol 

C : konsentrasi maltosa per nil ekstrak enzim (mikromol) 
T : vaktu inkubasi (menlt) 
1 unit enzim u-amilasc. : besarnx-a aktivitas enzim van dibutuhkan untuk 

memkbaskan 1 niikromol nialtosa per menit pfr rli? ekstrak cnzim 

Penentuan aktivitas enzim lipase menggunakan metode titrimetri menurut Bier 
(1955). Cara penetapan ini menggunakan prinsip bahwa asam Icmak vang dibebaskan 
dari estcr asani lemak nntai panjang (C,,, - CIX) J-ang dkatalisis oleh lipise dapat 
diukur jumlahnya berdasarkan junilah titmt yang dgunakan. 

Penentuan aktivitas emim l ipse  dihltung dengan rumus : 

N.NaOH 100 unit 1 
Aktivitas lipase : ml NaOH x x s - 

0.02 N 1 ml T 

T : Waklu inkubasi (menit) 
100 unit aktivitns enzin~ : besarnya aktivitas enziln yang dibutullkan untuk 
mcmkbaskan asam lemak n ester asam lemak rantal panjang ?ang sctara dcngan I 
ml NaOH OOZN yang d~konsums~. 

Penetapan aktivitas enzim protease menggunakan metode Kunitz. sepeni gang 
dilakukan oleh Wang dan Hesseltine (7). Prinsip penentuan iN ad?lah. pclnbebasan 
asam amino fenilalanin. tirosin dan triptofan dari substrat yang dikatalisis oleh emim 
protease. &pat diukur absorbansinya. Sebagai substrat digunakan lamtan 1% kasein 
dalani buffer sitrat-fosfat. Kunta kalibrasi dibuat menggunakan lamtan I-tirosin &lam 
buffcr sitrat fosfat. Pcngukuran absorbansinya dilakukan pada panjang gclombang 2XO 
nm. Aktivitas ervim protcase dihitung dengan rumus : 

1 1 unit 
Aktivitas protease : C x - x 

T 1 mikrnmol 

1 unit aktivitas cnzim protease = besarpya aktivitas cnzim yang dibutuhkan untuk 
membebaskan 1 mlkromol tlrosln per lnenlt per n ~ l  ekstrak e r v ~ ~ i i  
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Hasil dan Baha~an 

Suspcnsi kapang Rhizqus Sp sebagai inokulum murni yang dihasilkan pa& 
penelitian. setiap 4 ml mengandung 1 1 lo%mpai 1.5 s 10" unluk suspensl Khiz~pus 
r~11.qusporus. soda ngkan suspensi W n g  Rh~zopu.~ o ~ z a p  setiap J ml mengandung 2 x 
10' sampai 3 \ 10' spora. Mcnurut Wang dan Hesseltine (1982). untuk menghasilkan 
tempe ?angbalk diperlukai~ 1 x 10" spun PJiilopus oligospoms per IW g n m  kedclai. 

Pada penelitran ini penggunaali suspensi spora Rhkopus o tyae  hanya 2-3 \- 10' per 
100 gram kedelar. kareN apabila digunakan spora yang lebih banyak tcnipe rang 
dihasillan sudah rncmbusuk p d a  fennentasi JX jani. 

tlasil pcngaliwlan mcnunlukkan bahwa kcl~ga jenis tcnipc !ang dihasilkan )aitu 
teliipe denga~i inokulum Rhlropus ol~gosporus (T.oli). dengan inokulum Rhiiopus 
onme (T.og 1. dengan inokulun~ lam (T.lnr). telah tertutup secara mcnta oleh inokulum 
kapilng pa& 24 I a n  i'crmentasi dan mnasih ~ c h p  balk dengan penampllan yang n i c ~ r i k  
pa& 60 .Unt Ccnl~cntasi. Selclalt MI jam fermentasi tcmpe menunlukkan tan&-tan& 
keru&n ~ ~ a i t u  niulal ru&>a miseliun~ kapng d m  tercrum aronw amoniak terutama 
pad3 T o n  

Konsentrasi protein &lam filtrat enzim Iang &hasilkan dari sctiap jenis tcmpe 
terliliat memngkat selania proses fermentmi. mahn hma maw fermentasi. mliin tingg 
konscntmsi protein. Peeili~ightan konsentrasi protein tcrsebt~! mcnuujukkan adan?a 
peningkatan produksi cluinl Hasil pengukuran konsentrasi protein ekstark ewim 
dsajlkan &lam Tabel 1. 

Tabel I Konscntms~ protcln ekstrak cnzim 

Pada Tabel 1 di atas. &pat dilihat bahwa konsentrasi enzim yang meningkat 
sejalan dcngan uaktu fcrmcntasi. jelas pada tempe dengan inokulum Rhiiopus 

I 
i oligosporus. terulama peningkatan hampir dua kali lipat dari 12 j3m ke 24 jam 

fermentasi. tidak demiluan halnya dengan Rhizopus 0r)l.e. kenaikan pa& pr ide  
tcrscbut sangat kccil. Pengaruh inokulum lamtpada kenaikan konscntnsi enzim hampir 
tidak tergantung p d a  iermemasi. Hal ini munglun dikarenakan adanya mikroorganisme 
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lain yang menghentikan perkembangan kapang Rhiropu.~ Sp. keadaan ini yang 
menyebabkan tempe Malang yang menggunakan inokulum tndisional usar lcbih awet. 

Hasil pengukunn aktivitas enzim pa& setiap masa fermentasi memperlihatkan 
bahwa aktivitas amilolitik dari enzim a-an~ilase paling tinggi te Qadi pa& fermentasi 12 
jam, kemudian menurun s e m i  dengan kenaikan uakhl fermentasi. Rata-rata nilai 
aktivitas enzim amilase pada setiap tahap fermentasi disajikan pada Tabel 2 dan 
karakteristik aldi\itas enzim amilase dari setiap inokulum disajikan pada gambar 1. 

Tabel 2. Aktivitarr enzim a-amilece inokulum tempe pada suhu 20.C 

Waktu Fermentasi Aktivitas Enzim a-amilase lnokulum 
(unit per ml ekstnk enzim) 

_ _. . 
I 
I I - . . " 
I I 

1. Karakteristik a k t i i a s  enzim amilolitik inokulum tempe 
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Hasil analisis sidik ragam dwifaklor terhadap n~lai akthitas amilase menunjukkan 
perbedaan sangat bcnnakna (pc0UL) balk p d a  perbcdaan tvaktu fcrmentasi maupun 
pada petkdaan jenis inokulum. 
Berdasarkan hasil analisis tersebuf dapat disimplkan bahwa waktu fermentasi yang 
berbeda menghasilkan aktivitas enzim amilase rang berbeda. demikian pula bahwa 
setiap jenis inokulum mempun>?i kemampuan menghasilkan cnzim amilase dengan 
akti\itas >ang berbeda. Dapat disimpulkan pula bahna terdapt interaksi antara \vaklu 
fcnnentasi dan jenis i ~ k u l u m  &lam aktivitas enzim amilase. 

Karalacr;stlk akti\itas ciuini amilase pada produk tempe dengan berbagai jenis 
inohuluin mcnunjukhan bahwa pemecahan karbohidrat banyak tejadi pa& periode 12- 
24 lam ferment as^ dan berakhir pa& masa 48 jam fermentasi. Pa& \\aklu fcrmentasi 
mencapai 48 jam lebih aklivitas amilase men&tar pada dua jenis inokulum. kcxuali 
aktivitas Rhizopus oligosponts masih menurun scdikit. ha1 t e d n ~ t  menunjukkan bahwa 
enzim amilase terdapt &lam jumlah yang cukup besar p& tempe dengan ma- 
fcrmentasi anura 3 - 3 6  jam. sepeni p& umumnya pengrajin tempe nielakukan 
fcnllentasi. 

Ndai-nilai &tiwitas lipolitik kapang tempc dari ketiga jenis inokulum poda setiap 
masa fenneman disajikan pada Tabel 3. dan karakterist~k akthitas emim l i p s  dari 
kcfig jenis inokulwn tersebut disajikan peda gambr 2 

Wrktu Fermcntasi 
(unit per ml ckdrak enzim) 

Kenaikan aklisitas enzim lipse dari indnrlum Rhizopus oligospoms lebih tinggi 
daripda kenaikan aktivitai ervim dari inokulum Rhizopus oryzae dan lam. terutama 
pa& masa fermentasi 12-24 jam. Kenaikan aklivitas enzim lipase pada periode 
fermentasi 12-24 jam 265% pada inokulum Rhizopus oligospoms, IW06 p d a  inokulum 
Rhizops o w e ,  dan 32% p d a  inoMum lam. 

Perbedaan kenaikan aktivitas enzim lipase munghn berhubungan deng;m perbedaan 
kenaikan konsentrasi protein &lam ekst~ak enzim dan penurunan aktilitas amilolitik 
sepeni terlihat &lam Tabcl I dan Tabel 2. Kenaikan konsentrasi protein &lam ekstrak 
emim dari tempe gang difermentasikan dengan R.oligospoms pada masa fermentasi 12- 
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Gambar 2 memperl~hatkan karakteristik aklivitas cnzim lipasc masing-nlasing 
inokulum. 

Karakteristik aktivitas elvim lipase dari inokulum Rhi70pus oligospoms dan 
Rhiropus oqzae sama pada periode 12-36 jam. y l u  memperlihatkan kcnaikan kuna  
\ang curam. sedangkan aklivitas emim lipasc dari inokulum lam. memperlihatkan 
kamkterisitk Fang berbeda. Pada kedua inokulum murni. akthios  lipolitik optimunl 
tcrjadi saat fermentasi 36 jam scmentara pada inokulum lam tc rjadi saat femlentasi 24 
jam. 

Pada gambar 2 dapat dilihat bahwa sampai masa ferlnenlasi 36 jam. ~ a i t u  maw 
fermentasi yang dil?.kukan oleh perajin t e m p  pada umumnya. aktivitas cwim lipolitik 
pada inokillinn Rhizopus oqxac lcbih rcndah daripda aktivitas emim lipolitik pada 
inokulum Rhizopus oligospoms alau inokulum lam. Hal terscbut menunjukkan bahna 
nilai g i ~ i  lcmak tenlpc !ang hbuat dengan inokulum R l ~ ~ ~ o p i ~ s  0ryi.a~ lchih rendah 
daripada nilal i ' j ~ i  lemak tempe yang dibuat dengan Rhi~opus ollgosporus atau lam. 
karcna aktivitas ewim lipolitik berkaitan dcngan hidrolisis lcmak menjadi a w n  Iclllak 
bebas. 

Analisis sidik raganl dr%ifaktor menunjukkan hahna perkdtlan nila~ aktil ltas lipase 
sangat nyao (p<(1.01) dipengamhi olch jcnis inokulum dan aaktu fermcntasi 

24 jam sebanyak 81%. scdangkan bila digunakan R o q ~ a c  dan lam nlasing-masing 
hanla 4% dan 25.8%. Pcnurunan aktivitas amilolitik dari mas~ng-masing ekstrak cwim 
bcrlurut-umt 257'0 untuk Rhiropus oligospoms. 37'6 untuk Rhi~opus onzac dan 77.7% 
untuk l a n ~ .  

-7 -&jB " 1 I - 

* .# s . . I 
1-w 

Gnmbnr 2. Karakteristik aktivitas enzim lipolitik inokulum tempe 



Berdasarkan analisis tersebut juga disimpulkan bahwa terdapat interaksi anlara waklu 
fenncnlasi dan jcnis inokulum 

Aktivilas protwlitik c ~ i m  protease bai dari Rhiropus oligosporus. Rhizopus oy.ae 
maupun lam. tcrlihat mempun?~i nilai yang d i n  besar selama fermenlasi. 
Karakteristik aktivitas protcolitik disajikan pada gambar 3. dan nilai rala-rala aktivilas 
enzim pmtase dari ketiga inokulum tersebut &pat dilihat dalam Tabel 4. 

Tabel 4. Aktivitm enzim pmtease inokulum tempe pada setiap masa inkubasi 
dan suhu 20' C 

r I I 
Walitu Fermentasi I Aktivitav Enzim Lipase Innkulum 

(jam) (unit per ml ekstrak enzim) 

Gambar 3. Karakteristik aktivitas enzim pmtotitik inokulum tempe 
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Karakteriaik aktivitas proteolitik dari inokulum Rhizops oligospoms dan 
inokulum laru sama pa& masa fermentasi 12-36 jam yaitu naik c e p t  pa& periode 12- 
24 jam fermentasi kemudian sedikit berkurang terlihat pada garis kurva yang ta.jam dan 
kedmy-a berteda dari karakteristik inokulum Rhizopus oqzae, yang cenderung datar 
pada masa 12-24 jam fermentasi. Sebaliknya pada masa fermentasi 24 - 72 jam 
karakteristik enzim protease dari inokulum Rhizopus oligosporns sama dengan 
karakteristik enzim dari inokulum Rhizopus o v a e  dan keduanya berbeda dengan 
karakteristik aktivitas enzim protease dari inokulum lam. 

Pa& saat fermentasi 36 jam aktivitas enzim protease inokulum Rhizopus 
oligospoms sarna dengan aktivitas proteolitik inokulum lam. sedangkan aktivitas 
inokulum Rhizopus onzae lebih rendah dari keduanya. Keadaan ini memberi petuniuk 
bhwa mufu protein tempe yang dibuat dengan inokulum Rhizopus o m  lebih rendah 
dari pada mutu protein t emp  yang dibuat dengan inokulum Rhizopus oligospoms atau 
inokulum lam. Tempe yang dibuat dengan inokulum lam pada fermentasi 36 jam akan 
mempunyai mutu protein yang sama dengan mutu protein tempe dengan inokulum 
Rhiiopus oligospoms. Inokulum lam adalah inokulum yang pada umumnya digunakan 
perajin tempe. 

Alti~itas enzim protease terkaitan dengan hidrolisis protein menjadi asam amino 
bebas. nalnun bila terns berlanjut pada suatu saat substrat protein habis. maka terjadi 
pembentukan amoniak sehingga terjadi aroma yang sangat tajam. Berdasarkan nilai 
dalam Tabel 4. ternyata aktivitas enzim protease naik terus sejalan dengan masa 
fermentasi. ha1 ini yang menyebabkan jika makin lama t emp  dibiarkan aroma amoniak 
makin tajam. Berdasarkan aktivitas emim protease. tempe yang dibuat dengan inokulum 
Rhizopus oligospoms akan lebih cepat memberikan aroma amoniak dibndingkan t e m p  
dengan Rliizopus or)-zae dan tempe dengan inokulum lam. 

Simpulan 

Hasil analisis sidik ragam dwifaktor memberikan kesimpulan bahwa jenis inokulum 
dan waktu fermentasi Ynempenga~hi aktivitas enzim protease secara sangat bermakna 
(p<O.Ol;. Disimpulkan pula bahwa terdapat interaksi antara ~ a k t u  fermentasi dengan 
jenis inokulum &lam produksi enzim protease. 
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