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RINGKASAN 

Isolasi dan Identifikasi Bakteri Proteolitik dari Limbah Cair Tahu dengan 

Menggunakan DNA Barcoding Gen 16S rRNA 

Karya Tulis Ilmiah berupa Skripsi, Maret 2021 

Ragil Cahyati; Dibimbing oleh Dra. Muharni, M.Si. 

 Dr. Laila Hanum, M.Si. 

Isolation and Identification of Proteolytic Bacteria in Tofu Wastewater using 

DNA Barcoding 16S rRNA Gene 

xi + 46 halaman, 6 tabel, 8 gambar, 3 lampiran 

RINGKASAN 

Kandungan protein dalam limbah cair tahu diketahui masih sangat tinggi, yaitu 

20,74% dari total keseluruhan bahan organik dalam limbah cair tahu. Kandungan 

protein yang tinggi akan diuraikan oleh bakteri indigen yang menghasilkan 

protease (bakteri proteolitik) untuk memecah protein dalam limbah. Enzim 

protease merupakan enzim yang paling banyak (59%) digunakan di dunia. Bakteri 

proteolitik dalam limbah cair tahu berpotensi menjadi sumber protease asal 

bakteri. Isolasi dan Identifikasi bakteri proteolitik dari limbah cari tahu 

menggunakan DNA barcoding gen 16S rRNA dilakukan untuk mengetahui 

apakah terdapat isolat bakteri proteolitik dalam limbah cair tahu, serta mengetahui 

jenis sekaligus kekerabatan isolat bakteri proteolitik. Penelitian ini dilakukan pada 

bulan November 2020 sampai dengan Januari 2021 di laboratorium genetika dan 

bioteknologi Jurusan Biologi FMIPA Unsri. Sampel diperoleh dari pabrik tahu 

dan tempe Dokado Kecamatan Indaralaya Kabupaten Ogan Ilir. Metode yang 

digunakan terdiri dari tahap isolasi dan skrining bakteri proteolitik, uji indeks 

hidrolisis protein, ekstraksi DNA bakteri proteolitik, amplifikasi gen 16S rRNA, 

sekuensing, serta analisis hasil sekunsing dan konstruksi pohon filogenetik. Hasil 

penelitian menunjukkan terdapat empat isolat positif dari limbah cair tahu yaitu 

RCP_01, RCP_02, RCP_03, dan RCP_04. Berdasarkan hasil analisis BLAST 

yang dilanjutkan dengan analisis hubungan kekerabatan (filogenetik) diketahui 

bahwa isolat RCP_01 memiliki hubungan kekerabatan dan kemiripan yang sangat 

dekat dengan bakteri jenis Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 10145, ioslat 

RCP_02 memiliki kemiripan dengan bakteri jenis Bacillus nitratrireducens strain 

MCCC 1A00732 tetapi tidak berkerabat dekat, dan isolat RCP_03 memiliki 

kemiripan dan kekerabatan yang erat dengan bakteri Bacillus flexus strain 

IFO15715 serta isolat RCP_04 berkerabat sangat dekat dan kemiripian yang tinggi 

dengan bakteri jenis Bacillus paramycoides strain MCCC 1A04098. 

 

Kata kunci: bakteri proteolitik, filogenetik, limbah cair tahu. 

Kepustakaan: 83 (1991 – 2020) 
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SUMMARY 

 

Isolation and Identification of Proteolytic Bacteria in Tofu Wastewater using 

DNA Barcoding 16S rRNA Gene 
Scientific paper of Undergraduate Thesis, March 2021 

Ragil Cahyati; Supervised by Dra. Muharni, M.Si. 

    Dr. Laila Hanum, M.Si. 

Isolasi dan Identifikasi Bakteri Proteolitik dari Limbah Cair Tahu dengan 

Menggunakan DNA Barcoding Gen 16S rRNA 

xi + 46 pages, 6 tables, 8 pictures, 3 attachments 

SUMMARY 

Tofu wastewater contain high of protein which 20,74% in concentration. Protein 

in tofu wastewater will be breakdown by indigenous bacteria which  produce of 

protease (proteolytic bacteria). Protease enzyme is the most used (59%) enzyme in 

the world. Proteolytic bacteria in wastewater of tofu have a good potential as a 

bacterial protease source. Isolation and Identification of proteolytic bacteria using 

DNA barcoding 16S rRNA gene used to know what kind of proteolytic bacteria in 

tofu wastewaer and the kinship of each other. The research have done on 

November 2020 until January 2021, in Laboratory of Genetic and Biotechnology, 

Biology Departmen, Faculty of Natural Science, Unsri. Sample were obtained 

from Dokado’s tempeh and tofu industry, Indaralaya, Ogan Ilir. The methodology 

that used in this research include isolation and screening proteolytic bacteria, 

hidrolysis protein indeks measurement, DNA extraction, amplified 16S rRNA 

gene segmen, sequence anaylized, and constructed phylogeny tree. This research 

has been discovered four proteolytic bacteria isolate there are RCP_01, RCP_02, 

RCP_03, dan RCP_04. Based on BLAST analyzed and continued to phylogenetic 

analyze it was known that RCP_01 isolate has closer kinship with Pseudomonas 

aeruginosa strain ATCC 10145 and high similiar with, RCP_02 high similiar 

enough with Bacillus nitratrireducens strain MCCC 1A00732 but didn’t has 

closer kinship. RCP_03 isolate has high similiar and close kinship with Bacillus 

flexus strain IFO15715. Isolate RCP_04 as known has high similiar and close 

kinship relation with Bacillus paramycoides strain MCCC 1A04098. 

 

Keyword: proteolytic bacteria, phylogenetic, tofu wastewater. 

Citation: 83 (1991 – 2020) 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1  Latar Belakang 

 Proses produksi tahu tidak terlepas dari limbah yang dihasilkan. Mayoritas 

pabrik pembuatan tahu masih menjalankan industrinya dalam skala rumahan dan 

dengan teknologi sederhana serta limbah yang dihasilkan dibuang langsung ke 

badan perairan tanpa pengolahan. Teknologi sederhana yang digunakan dalam 

pembuatan tahu cenderung menghasilkan limbah dalam konsentrasi bahan organik 

yang masih tinggi. Tingginya kandungan bahan organik pada limbah cair tahu 

berpotensi sebagai salah satu sumber cemaran pada badan perairan. Angka BOD 

pada limbah cair tahu dapat mencapai 5000 – 10000 mg/L. Limbah cair tahu yang 

dibuang langsung ke badan perairan dapat menurunkan daya dukung lingkungan 

pada perairan tersebut (Hendrasari, 2016). 

Bahan organik dalam limbah cair tahu yang cukup tinggi salah satunya adalah 

protein. Kadar protein dalam limbah cair tahu diketahui mencapai 20,74% dari 

jumlah keseluruhan bahan organik dalam limbah yang dihasilkan (Asril et al., 

2019). Tingginya kadar protein pada limbah tahu dibuktikan juga pada  penelitian 

yang dilakukan oleh Damayanti et al. (2004), dimana angka N-total dalam limbah 

air tahu adalah sebesar 161,5 mg/L. Tingginya kadar N-total pada limbah cair tahu 

mengakibatkan aroma amonia yang kuat. 

Limbah cair tahu yang masih mengandung protein dalam kadar tinggi menjadi 

sumber senyawa N yang dibutuhkan oleh mikroorganisme. Mikroorganisme yang 

dapat tumbuh dalam limbah cair tahu biasanya adalah bakteri indigen yang 

mendegradasi protein dari limbah.  Bakteri pendegradasi protein memiliki enzim 

protease yang dapat memecah polimer protein menjadi monomer-monomer yang 

lebih sederhana. Menurut hasil penelitian yang dilakukan oleh Fatoni et al. 

(2008), limbah cair tahu telah diketahui mengandung enzim protease ekstraseluler 

yang dihasilkan oleh bakteri dari jenis Staphylococcus sp. 
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Protease merupakan salah satu enzim yang paling banyak digunakan dalam 

industri dan telah banyak dikomersilkan. Lima puluh sembilan persen dari total 

penjualan enzim di dunia adalah penjualan enzim protease. Protease yang 

digunakan dalam industri biasanya dimanfaatkan untuk memecah protein daging 

pada pengolahan sosis kering, menghasilkan peptida bioaktif, serta dapat 

meningkatkan sifat-sifat organoleptik produk olahan (Purnomo, 2012). 

Pemanfaatan protease secara luas dapat membuka peluang baru dalam produksi 

protease dengan kemampuan dan karakteristik yang khas sesuai dengan 

kebutuhan pasar.  

Protease asal bakteri lebih banyak dimanfaatkan dalam bidang industri 

dibandingkan dengan protease asal hewan dan tumbuhan. Enzim protease asal 

mikroba digunakan lebih luas dibandingkan dengan protease asal hewan dan 

tumbuhan yang pemanfaatannya masih sering terkendala oleh faktor eksternal 

seperti suhu maupun derajat keasaman. Keuntungan lain dari protease asal 

mikroba adalah produksi yang  lebih menguntungkan bagi lingkungan karena 

sangat sedikit menghasilkan limbah yang bahkan dapat dimanfaatkan kembali 

menjadi kompos (Hamza, 2017).  

Produksi enzim protease dari mikroba memerlukan substrat khusus yang 

mampu menjadi sumber bahan organik untuk metabolisme sel. Pemilihan substrat 

untuk produksi enzim protease didasari atas kelimpahan sumber protein yang 

tinggi, serta biaya yang relatif murah dan mudah diperoleh. Produksi enzim 

protease dapat diinduksi dengan senyawa nitrogen sederhana dimana limbah cair 

tahu yang kaya akan protein mampu menjadi salah satu alternatif substrat untuk 

produksi protease secara masal. Hasil penelitian menyebutkan bahwa kombinasi 

antara dedak dan limbah cair tahu diketahui mampu meningkatkan produksi 

protease hingga tiga kali lipat dibandingkan dengan substrat 200 ml susu kedelai 

dalam satu liter akuades (Naiola dan Widhyastuti, 2002). 

Penentuan bakteri dari alam yang berpotensi sebagai sumber enzim protease 

dapat diisolasi dari lokasi yang menjadi asumsi bahwa bakteri tersebut mampu 

memanfaatkan sumber nutrien yang berhubungan (Waites et al., 2001). 
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Kandungan protein dalam limbah cari tahu yang masih tinggi berpotensi sebagai 

salah satu sumber nutrien yang dimanfaatakan oleh bakteri proteolitik.  

Identifikasi bakteri proteolitik perlu dilakukan secara spesifik dan akurat. 

Identifikasi yang spesifik dan akurat dapat dilakukan dengan pendekatan 

genotipik. Pendekatan genotipik untuk mengidentifikasi jenis bakteri proteolitik 

dapat menggunakan teknik DNA barcoding. DNA barcoding memanfaatkan gen 

yang spesifik dan unik dalam suatu individu untuk dianalisis guna mengetahui 

jenis individu yang diidentifikasi (Effendi, 2020). Teknik identifikasi dengan 

DNA barcoding  pada bakteri menggunakan gen 16S rRNA. Urutan gen 16S 

rRNA digunakan sebagai karakter identifikasi bakteri dengan pendekatan genotip 

dalam metode DNA barcoding (Trivedi et al., 2018). 

Gen 16S rRNA dipilih sebagai biomarker dalam identifikasi jenis karena 

memiliki beberapa keunggulan. Gen 16S rRNA terdapat pada seluruh jenis 

bakteri, serta tiap-tiap jenis memiliki urutan yang berbeda (variatif). Dengan 

menggunakan urutan gen 16S rRNA memungkinkan jenis baru dapat 

teridentifikasi karena urutan basa yang variatif. Gen 16S rRNA juga sekaligus 

dapat digunakan dalam konstruksi filogenetik karena memiliki area gen yang 

konservatif. Penggunaan gen 16S rRNA juga dapat diaplikasikan langsung pada 

bakteri yang sulit ditumbuhkan (Tang dan Stratton, 2006). Pendekatan secara 

molekuler dengan menggunakan marker gen 16S rRNA telah dijadikan standar 

dalam identifikasi bakteri menggunakan karakter genotip (Nurhayati, 2018). 

Didasari oleh hal itulah maka penelitian ini akan mengidentifikasi bakteri 

proteolitik dalam limbah cair tahu menggunakan gen 16S rRNA.  

 

1.2  Rumusan Masalah 

Limbah cair tahu masih memiliki kandungan protein yang tinggi sehingga 

dapat mencemari lingkungan. Kandungan protein yang tinggi berpotensi dijadikan 

sebagai substrat untuk produksi protease, sehingga perlu dilakukan isolasi bakteri 

indigen yang memiliki aktifitas proteolitik serta identifikasi terhadap isloat 

tersebut dan mencari hubungan kekerabatannya. 
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1.3  Tujuan 

 Penelitian ini bertujuan untuk: 

1. Mendapatkan isolat bakteri proteolitik dalam limbah cair tahu. 

2. Mengetahui jenis isolat bakteri proteolitik dalam limbah cair tahu 

berdasarkan analisis sekuens gen 16S rRNA sekaligus konstruksi pohon 

filogenetiknya. 

 

1.4  Manfaat  

Manfaat penelitian ini diharapkan mampu menjadi sumber data mengenai 

jenis bakteri proteolitik yang terdapat dalam limbah cair tahu, serta dapat menjadi 

salah satu rujukan dalam upaya pengembangan teknologi produksi protease dari 

bakteri dengan menggunakan substrat limbah cair tahu. 
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