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ABSTRAK  
 

 Penelitian ini adalah penelitian eksperimen yang bertujuan mengisolasi bakteri asam 
laktat (BAL) indigenus yang terlibat dalam fermentasi spontan biji kopi robusta asal Bantaeng 
pada interval waktu fermentasi 0, 3, 6, 9, 24, 48, dan 72 jam serta untuk mengetahui aktivitas 
enzim dari isolat bakteri asam laktat indigenus sebagai upaya pengembangan kultur starter 
dalam fermentasi biji kopi secara terkontrol. Hasil penelitian menunjukkan isolasi berhasil 
dilakukan pada 37 isolat bakteri yang terlibat dalam fermentasi spontan biji kopi robusta. Hasil 
identifikasi sederhana yang dilakukan secara bertahap menunjukkan hanya 12 isolat bakteri 
yang bersifat katalase negatif, Gram positif, non spora, non motil, tidak menghasilkan gas 
(homofermentatif), tumbuh pada suhu 10 °C, 37 °C, 45 °C serta mampu tumbuh pada 
konsentrasi garam 4% dan 6,5%. Selanjutnya, 2 isolat BAL yang diisolasi pada waktu fermentasi 
24 jam diuji lebih lanjut untuk dikembangkan sebagai kultur starter fermentasi biji kopi secara 
terkontrol. Kedua isolat BAL terpilih, yaitu BT24I1 dan BT24I2, diuji kemampuannya dalam 
menguraikan selulosa dan pektin. Hasil pengujian kualitatif menunjukkan kedua isolat BAL 
mampu menghasilkan selulase dan pektinase sehingga keduanya berpotensi dikembangkan 
sebagai kandidat kultur starter dalam fermentasi terkontrol biji kopi robusta dalam upaya 
pengembangan mutu dan cita rasa kopi 
 
Kata Kunci: Bakteri Asam Laktat; Biji Kopi Robusta; Fermentasi; Isolasi 
 

ABSTRACT 
 

This study is an experimental study aimed at isolating lactic acid bacteria (BAL) indigenus involved 
in the spontaneous fermentation of robusta coffee beans from Bantaeng at fermentation time intervals of 
0, 3, 6, 9, 24, 48, 72 hours and to find out the enzyme activity of the isolate of indigenus lactic acid 
bacteria as an effort to develop a starter culture in controlled coffee bean fermentation. The results showed 
that isolation was successfully carried out on 37 bacterial isolates involved in spontaneous fermentation 
of robusta coffee beans. The results of a simple identification carried out gradually showed only 12 
bacterial isolates that were catalase negative, Gram positive, non spore, non-motile, non-gas-producing 
(homofermentative), growing at temperatures of 10 °C, 37 °C, 45 °C and able to grow at salt 
concentrations of 4% and 6.5%. Furthermore, 2 BAL isolates isolated at the fermentation time of 24 
hours were further tested to be developed as a controlled coffee bean fermentation starter culture. The two 
selected BAL isolates, BT24I1 and BT24I2, tested their ability to decompose cellulose and pectin. 
Qualitative test results show that both BAL isolates can produce cellulase and pectinase so that both have 
the potential to be developed as candidates for starter cultures in controlled fermentation of robusta coffee 
beans in an effort to develop the quality and taste of coffee.  
 
Keywords: Fermentation; Isolation; Lactic Acid Bacteria; Robusta Coffee Beans  
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PENDAHULUAN 
  

Kabupaten Bantaeng terletak di 
daerah pantai yang memanjang pada 
bagian barat ke timur kota. wilayah 
daratannya mulai dari tepi laut Flores 
sampai ke pegunungan sekitar Gunung 
Lompobattang dengan ketinggian tempat 
dari permukaan laut 0-25 m sampai dengan 
ketinggian lebih dari 1000 m dpl.  Kondisi 
ini menjadikan Kabupaten Bantaeng sebagai 
salah satu daerah di Sulawesi Selatan yang 
memiliki potensi untuk pengembangan kopi 
karena areal penanaman yang luas serta 
keadaan lingkungan dan agroklimatologi 
yang sangat mendukung (BPS Sulawesi 
Selatan, 2014).  

Lokasi penanaman kopi terluas di 
Kabupaten Bantaeng berada di Kecamatan 
Tompobulu dengan luas 1.093 Ha untuk 
kopi robusta dan 423,50 Ha untuk kopi 
arabika. Hasil produksi masing-masing 
pada tahun 2021 adalah 659,4 ton kopi 
robusta dan 291,95 ton kopi arabika. Total 
produksi tanaman kopi di Kabupaten 
Bantaeng tahun 2021 menghasilkan 961,29 
ton kopi robusta dan 442,75 ton kopi 
arabika (BPS Kabupaten Bantaeng, 2022). 
Tingginya produksi jenis kopi robusta 
tersebut sangat baik untuk dikembangkan 
dalam hal pemeliharaan maupun 
pengolahannya. 

Pengolahan biji kopi robusta di 
Kabupaten Bantaeng dilakukan dengan 
cara proses fermentasi. Menurut Siregar et al. 
(2020), proses fermentasi biji kopi dapat 
melibatkan aktivitas mikroorganisme. 
Penambahan mikroorganisme, salah satunya 
bakteri asam laktat (BAL), dapat meningkatkan 
mutu kopi yang dihasilkan. Namun di 
kabupaten Bantaeng, penggunaan BAL pada 
fermentasi biji kopi robusta belum pernah 
dilakukan sehingga dapat menjadi 
pengetahuan baru. 

Bakteri Asam Laktat (BAL) memiliki 
karakteristik yang khas, yaitu berukuran 
sedikit lebih besar dibandingkan bakteri-
bakteri lain pada umumnya dengan bentuk 
mikroskopis lonjong, batang, bulat maupun 
koma. Seluruh BAL termasuk bakteri Gram 
positif, artinya memiliki dinding 
peptidoglikan yang tersusun dari peptida 
(asam-asam amino) dan glikan 
(karbohidrat) (Zoumpopoulou et al., 2018). 

Karakteristik lain yang khas dari BAL 
adalah tidak berspora dan pada umumnya 
tidak ber-flagella (Cousin et al., 2015). BAL 
pada umumnya ditemukan bergerombol 
dalam bentuk-bentuk tertentu (Ni et al., 
2015). BAL memiliki beberapa keunggulan 
seperti dapat menghasilkan senyawa yang 
memberikan rasa dan aroma spesifik pada 
makanan fermentasi (Dongmo et al., 2017). 
BAL juga dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri lain seperti bakteri pembusuk dan 
bakteri patogen pada produk pangan serta 
produk fermentasi lainnya (Emmawati et 
al., 2015). 

Upaya yang dapat dilakukan untuk 
memperoleh BAL yaitu dengan melakukan 
isolasi. Isolasi BAL pada biji kopi 
merupakan cara yang dilakukan agar 
memperoleh isolat murni yang akan 
digunakan sebagai kultur starter. Isolasi 
dilakukan pada koloni BAL indigenus yang 
terlibat selama proses fermentasi spontan 
biji kopi robusta asal Bantaeng dengan 
interval waktu 0, 3 6, 9, 24, 48, 72 jam. 
Tujuan dari penelitian ini adalah 
mengisolasi BAL indigenus yang terlibat 
pada fermentasi spontan biji kopi robusta 
asal Bantaeng serta mengetahui aktivitas 
enzim dari isolat BAL indigenus sebagai 
upaya untuk mengembangkannya sebagai 
kultur starter dalam fermentasi biji kopi 
secara terkontrol. 
 

METODE 
 

Peralatan yang digunakan dalam 
penelitian ini yaitu pulper, baskom, laminar 
air flow, autoklaf Gea model YX-24 LDJ, 
mikroskop binokuler, jarum ose, 
Erlenmeyer, cawan petri, rak tabung reaksi, 
tabung Durham, timbangan analitik Kern 
ABJ 220-4NM, labu ukur, gelas ukur, korek 
api, tabung reaksi, bunsen, bulb karet, pipet 
ukur, mikropipet, botol semprot, batang 
pengaduk, hot plate, oven, kaca objek. 

Bahan-bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini yaitu buah kopi robusta, air 
mineral, MRSB Merck, MRSA Merck, NaCl 
0,85%, spiritus, aluminium foil, plastik klip, 
kapas, kristal violet, larutan iod, alkohol 
70%, safranin, minyak emersi, malachite 
green, akuades, larutan hidrogen peroksida 
(H2O2) 3%, Sulfide Indole Motility (SIM), 
Carboxy Methyl Cellulose (CMC) dan Pektin. 
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Prosedur Penelitian  
Penelitian ini meliputi dua tahapan. 

Tahap pertama adalah fermentasi biji kopi 
robusta secara spontan. Pada tahap ini, 
fermentasi dilakukan selama 72 jam, dan pada 
waktu fermentasi 0, 3, 6, 9, 24, 48, dan 72 jam 
dilakukan isolasi bakteri. Tahap kedua adalah 
tahap identifikasi dan uji aktivitas enzim isolat 
bakteri asam laktat terpilih. 
 
Penelitian Tahap Pertama 
1. Fermentasi Spontan Buah Kopi Robusta 

Buah ceri kopi robusta disortasi 
dengan memisahkan buah ceri kopi yang 
memiliki warna merah dan warna hijau. 
Buah ceri kopi robusta yang digunakan 
adalah buah ceri kopi dengan warna merah 
karena kandungan gulanya tinggi sehingga 
dapat dimanfaatkan oleh mikroorganisme 
sebagai sumber karbon selama fermentasi. 
Buah ceri kopi robusta ditimbang sebanyak 
7 kg. Buah ceri kopi kemudian dipulping 
menggunakan mesin pulper untuk 
memisahkan kulit buah kopi dengan biji 
kopi. Rendemen yang didapatkan adalah ± 
600 g biji kopi (gabah kopi) dalam setiap 1 
kg buah ceri kopi. Biji kopi selanjutnya 
direndam menggunakan air. Biji kopi yang 
terapung dibuang karena biji kopi tersebut 
rusak. Biji kopi (gabah kopi) yang 
diselimuti lendir difermentasi dengan cara 
direndam dalam air mineral dengan rasio 
1:1 (600 ml air:600 g kopi) selama 0, 3, 6, 9, 
24, 48, dan 72 jam. 

 
2. Isolasi Kultur Bakteri Asam Laktat 

(BAL) (Todorov dan Dicks, 2004) 
Koloni ditumbuhkan di media MRSA 

lalu diinkubasi selama 48 jam. Koloni bakteri 
yang memiliki kekhasan dan berbeda dengan 
koloni lainnya diambil satu ose dan 
dimurnikan menggunakan metode quadran 
streak dalam media MRSA yang selanjutnya 
diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam. 
Isolat diamati secara makroskopis dengan 
melihat bentuk dan warnanya.  
 
Penelitian Tahap Kedua 
Tahap Identifikasi dan Pengujian 
Aktivitas  Enzim Isolat  
1. Total Pertumbuhan Koloni pada Media 

MRSA 

Cairan fermentasi biji kopi robusta 
diambil sebanyak 10 ml. Pengenceran 

dilakukan menggunakan larutan pengencer 
NaCl 0,85% berseri hingga 10-8, kemudian 
diinokulasi ke dalam MRSA menggunakan 
metode tuang (pour plate). Selanjutnya, 
inkubasi dilakukan pada suhu ruang 
selama 48 jam dan koloni yang tumbuh 
dihitung menggunakan rumus pada 
Persamaan 1. 
 

  
  

                         
            

 
Keterangan :  
N = Jumlah koloni produk (koloni/ml atau 

koloni/g), 
   = Jumlah koloni pada semua cawan 

yang dihitung,  
n1 = Jumlah cawan pada pengenceran 

pertama yang dihitung, 
n2 = Jumlah cawan pada pengenceran 

kedua yang dihitung, 
d = pengenceran pertama yang dihitung 
 
2. Identifikasi Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Identifikasi bakteri asam laktat 
diawali dengan pengujian katalase, 
kemudian pewarnaan Gram, dilanjutkan 
uji pewarnaan endospora. Kandidat Isolat 
yang dihasilkan pada pengujian tersebut 
dilanjutkan dengan uji motilitas, uji 
produksi gas, uji pertumbuhan suhu 
berbeda (10 °C, 37 °C, dan 45 °C) dan uji 
konsentrasi garam yang berbeda (4% dan 
6,5%). 

 
3. Uji Katalase (Harley, 2005) 

Larutan H2O2 3% diteteskan pada 
kaca preparat steril sebanyak satu tetes. 
Isolat diambil satu ose dan digores-
goreskan di kaca preparat yang telah 
ditetesi H2O2 3%. Pengamatan dilakukan 
pada kaca preparat.  

 
4. Pewarnaan Gram (Gram, 1884) 

Isolat diambil satu ose dan 
digoreskan di permukaan kaca preparat 
dan difiksasi di atas bunsen. Preparat 
kemudian diberi kristal violet 1 tetes dan 
didiamkan 1 menit. Preparat dibilas 
menggunakan akuades. Kaca preparat 
dikeringkan di atas bunsen. Preparat diberi 
larutan iod 1 tetes dan didiamkan hingga 1 
menit. Preparat kemudian dibilas dengan 
alkohol 70% hingga warna luntur dan 

1
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kembali dicuci menggunakan akuades. 

Preparat diberi 1 tetes safranin dan 
didiamkan selama 45 detik. Preparat lalu 
diberi akuades dan dikeringkan dengan 
tissue. Preparat diberi minyak emersi 1 
tetes dan pengamatan dilakukan pada 
mikroskop perbesaran 100x.  

 
5. Pewarnaan Endospora (Harley, 2005) 

Isolat diambil satu ose digoreskan di 
permukaan preparat dan difiksasi. 
Malachite green ditambahkan satu tetes di 
kaca preparat dan dipanaskan selama 2-3 
menit. Jika terjadi penguapan, malachite 
green kembali ditetesi dikaca preparat. 
Setelah itu, kaca preparat kembali dibilas 
menggunakan akuades dan dikeringkan 
menggunakan tissue. Safranin diteteskan ke 
permukaan preparat kemudian didiamkan 
hingga 1 menit. pengamatan isolate dilakukan 
dengan mikroskop perbesaran 100x. 
 
6. Uji Motilitas (Harley, 2005) 

Isolat 1 ose dimasukkan dalam media 
tegak SIM secara vertikal. Kemudian, isolat 
tersebut diinkubasi dengan suhu ruang dengan 
lama 48 jam. Isolat kemudian diamati pada 
media SIM.  

 
7. Uji Produksi Gas (Romadhon et al., 2012) 

Media MRSA sebanyak 9 ml 
dimasukkan dalam tabung reaksi sebagai 
media pertumbuhan. Tabung Durham 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dengan 
kondisi terbalik agar dapat menangkap gas. 
Isolat 1 ml diambil dan dipindahkan ke media 
cair MRSB yang berisi tabung Durham yang 
kemudian disimpan pada suhu 37 °C selama 48 
jam. Tabung Durham kemudian diamati untuk 
melihat gelembung udara (oksigen) yang 
dihasilkan oleh isolat tersebut. 

 
8. Uji Pertumbuhan pada Temperatur (10 °C, 37 

°C, dan 45 °C) (Modifikasi Anastiawan, 2014) 
Media cair MRSB dibuat kemudian 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi 
sebanyak 9 ml sebagai media pertumbuhan 
BAL. Isolat diinokulasikan sebanyak 1 ml 
dalam tabung reaksi. Isolat lalu disimpan 
selama 48 jam pada suhu 10 °C (lemari es), 37 °C, 
dan 45 °C (oven). Isolat kemudian diamati 
pertumbuhannya dengan melihat kekeruhan 
dalam tabung reaksi. Pertumbuhan optimum 
terlihat pada media yang lebih keruh. 

9. Uji Pertumbuhan pada Konsentrasi Garam 
(4% dan 6.5%) (Thakkar et al., 2015) 

MRSB dibuat dan dicampur dengan 
NaCl 4% dan 6.5%, selanjutnya dimasukkan 
dalam tabung reaksi sebanyak 9 ml. Isolat 
diinokulasikan dalam media sebanyak 1 ml. 
Isolat selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang 
dengan lama 48 jam. Isolat kemudian diamati 
pertumbuhannya dengan melihat kekeruhan 
dalam tabung reaksi. Pertumbuhan optimum 
terlihat pada media yang lebih keruh. 
 
10. Uji Aktivitas Enzim 

Pengujian aktivitas enzim yang 
dilakukan adalah uji aktivitas enzim 
selulase dan uji aktivitas enzim pektinase.  

 
11. Enzim Selulase (Setya, 2013) 

Akuades steril sebanyak 9 ml 
ditambahkan Carboxy Methyl Cellulosa (CMC) 
1%, MRSA 1%. Media kemudian ditetesi 
indikator congo red 0,1%. Isolat kemudian 
dimasukkan pada media tersebut. Isolat 
diinkubasi pada suhu ruang dengan lama 48 jam 
penyimpanan. Isolat diamati untuk melihat 
aktivitas enzim selulase yang dihasilkan ditandai 
perubahan warna pada media, perubahan 
media dari warna merah berubah menjadi 
warna kuning menandakan isolat menghasilkan 
selulase. 

 
12. Enzim Pektinase (Modifikasi Setya, 2013) 

Akuades steril sebanyak 9 ml 
ditambahkan pektin 1% dan MRSA 1%. 
Media kemudian ditetesi indikator congo 
red 0,1%. Isolat kemudian dimasukkan ke 
dalam media tersebut. Isolat diinkubasi 
pada suhu ruang dengan lama 48 jam 
penyimpanan. Isolat diamati untuk melihat 
aktivitas enzim pektinase melalui perubahan 
warna pada media. Isolat positif 
menghasilkan pektinase jika terjadi 
perubahan pada media dari warna merah 
kecoklatan berubah menjadi warna kuning 
kecoklatan. 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

 
Pertumbuhan Koloni Kandidat BAL pada 
Media MRSA 

Koloni yang berhasil tumbuh setelah 
diinkubasi selama 48 jam diamati dan 
dihitung. Pengamatan dilakukan dengan 
menghitung total koloni bakteri untuk 
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melihat kurva pertumbuhan koloni 
kandidat BAL yang disajikan pada Gambar 
2. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
koloni bakteri asam laktat yang tumbuh 
pada media MRSA terdiri dari 2 fase 
pertumbuhan yaitu fase lag (adaptasi) dan 
fase eksponensial. Fase lag terjadi pada 0 
jam hingga 3 jam, dengan jumlah koloni 
berada pada kisaran 6.8-6.9 Log CFU/g. 
Fase adaptasi adalah fase pertumbuhan 
koloni berlangsung secara lambat, karena 
sedang dalam proses beradaptasi dengan 
kondisi lingkungan (pH, suhu dan nutrisi). 
Fase pertumbuhan BAL terdiri dari 4 fase 
yaitu fase lag, fase eksponensial, fase 
stasioner dan fase kematian. Pada fase lag 
peningkatan jumlah bakteri berlangsung 
lambat hal ini disebabkan bakteri sedang 
melakukan proses aklimatisasi terhadap 
kondisi lingkungan (pH, suhu, dan nutrisi) 
(Urnemi et al., 2012). 
 

 
Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Koloni 

Kandidat BAL pada media MRSA 
 
 

Setelah melewati fase adaptasi, fase 
selanjutnya adalah fase eksponensial yang 
dilihat dengan bertambahnya jumlah 
koloni secara signifikan. Fase eksponensial 
koloni dimulai pada waktu fermentasi jam 
ke-3 sampai waktu fermentasi jam ke-72. 
Pertumbuhan eksponensial koloni bakteri 
asam laktat dikarenakan bakteri telah 
mengalami fase adaptasi dan telah 
mendapatkan lingkungan (pH, nutrisi, dan 
suhu) yang sesuai dengan 
pertumbuhannya. Fase logaritmik atau fase 
eksponensial merupakan fase dimana 
pertumbuhan bakteri berlangsung sangat 
cepat karena nutrient dalam media sangat 
cukup (Urnemi et al., 2012). 

Isolasi Bakteri Asam Laktat pada 
Fermentasi Spontan Biji Kopi Robusta 

Hasil isolasi koloni kandidat BAL 
dapat dilihat pada Gambar 1. Isolasi 
dilakukan pada koloni bakteri yang 
tumbuh pada media selektif BAL, yaitu 
media MRSA. Hasil penelitian ditemukan 
ada 37 koloni bakteri indigenus yang 
memiliki bentuk yang khas dan 
menyerupai morfologi bakteri asam laktat. 
Morfologi koloni bakteri yang 
ditumbuhkan dalam media pertumbuhan 
bakteri berbentuk bulat, warna putih susu 
dan putih kekuningan, permukaan yang 
cembung dan tepi yang rata. Morfologi 
koloni bakteri asam laktat yaitu 
menghasilkan warna putih kekuningan, 
bentuk yang bulat, tepi yang rata dan 
permukaan yang cembung (Hayu et al., 
2013). Selanjutnta, 37 Isolat ini selanjutnya 
diisolasi dengan metode quadran streak 
pada media MRSA dan diidentifikasi. 
 

 
Keterangan: B = Bakteri Asam Laktat; T = Waktu 
Fermentasi; dan I = Isolat 

 
Gambar 1. Hasil Isolasi Koloni Kandidat BAL 

 
 
Identifikasi Bakteri Asam Laktat  
Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan pada 37 isolat, 
terdapat 29 isolat yang tidak membentuk 
gelembung gas (oksigen) pada saat ditetesi 
dengan H2O2 3%, ini menandakan bahwa 
isolat tersebut adalah katalase negatif. Hasil 
penelitian terdapat 8 isolat yang 
membentuk gelembung gas pada saat 
ditetesi dengan H2O2 3% yaitu pada isolat 
BT72I5, BT72I1, BT48I4, BT48I5, BT9I3, 
BT9I1, BT3I6, ini menandakan bahwa isolat 
tersebut bersifat katalase positif. 
Pengamatan terhadap uji katalase isolat 
kandidat BAL dapat dilihat pada Gambar 
3. 
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Gambar 3. Uji katalase Isolat Kandidat BAL 

 
Ketika isolat disuspensikan dengan 

larutan H2O2, katalase negatif dilihat 
dengan tidak adanya gelembung gas 
(oksigen) yang dihasikan dan katalase 
positif ditunjukkan dengan adanya 
gelembung gas yang dibentuk. Gelembung 
gas yang dihasilkan menunjukkan adanya 
enzim katalase yang dihasilkan pada isolat 
sehingga dapat mendegradasi H2O2. Enzim 
katalase dapat memecah H2O2 (hidrogen 
peroksida) menjadi H2O dan O2 (oksigen). 
Menurut Ibrahim et al. (2015), katalase 
ditandai dengan adanya aktivitas bakteri 
yang dapat menghasilkan enzim katalase 
yang ditandai dengan terbentuknya 
gelembung gas. Bakteri asam laktat tidak 
menghasilkan enzim katalase yang dapat 
memecah hidrogen peroksida menjadi air 
dan oksigen. 
 
Pewarnaan Gram 

Pewarnaan Gram hanya dilakukan 
pada isolat yang memiliki sifat katalase 
negatif, yaitu 29 isolat. Hasil pengujian 
pewarnaan Gram menunjukkan terdapat 17 
isolat yang menghasilkan warna ungu pada 
saat pewarnaan yaitu isolat BT0I1, BT0I2, 
BT0I4, BT0I5, BT3I1, BT3I2, BT3I5, BT3I7, 
BT6I2, BT6I3, BT6I4, BT6I5, BT24I1, BT24I2, 
BT24I4, BT48I2, BT72I2, hal ini 
menandakan bahwa isolat tersebut adalah 
bakteri Gram positif. Hasil penelitian 
terdapat 12 isolat yang menghasilkan 
warna merah pada saat pewarnaan Gram, 
hal ini menunjukkan bahwa isolat tersebut 
tergolong bakteri Gram negatif. Bentuk sel 
setelah diamati secara mikroskopis yaitu 
berbentuk basil (batang). Hasil pengamatan 
terhadap pewarnaan Gram isolat kandidat 
BAL dilihat pada Gambar 4. 

Bakteri Gram positif menghasilkan 
warna ungu pada akhir pewarnaan, 
sedangkan bakteri dengan Gram negatif 
menghasilkan warna merah pada akhir 
pewarnaan. Bakteri Gram positif 

mempunyai dinding sel (lapisan 
peptidoglikan) tebal, sedangkan bakteri 
Gram negatif memiliki peptidoglikan yang 
tipis. Warna ungu pada Gram positif tidak 
dapat luntur pada saat dibilas dengan 
akuades karena lapisan peptidoglikan 
mampu mempertahankan warna ungu dari 
reaksi antara kristal violet dan larutan iod 
yang membentuk senyawa kristal violet 
iodium. Bakteri Gram negatif memiliki 
lapisan peptidoglikan yang tipis dan 
lipopolisakarida. Pada saat pemberian 
alkohol, lipopolisakarida pada dinding sel 
bakteri Gram negatif terekstrak sehingga 
tidak dapat mempertahankan warna ungu 
kristal violet. 
 

 
Gambar 4. Pewarnaan Gram isolat 

Kandidat BAL 
 

Menurut Nuryady et al. (2013) dan 
Nurhidayati et al. (2015), bakteri Gram 
positif berwarna ungu karena mampu 
mempertahankan warna ungu kristal 
violet. Warna tersebut terikat dengan baik 
pada lapisan peptidoglikan pada sel bakteri 
dan tidak dapat luntur oleh alkohol. Bakteri 
dengan Gram positif memiliki struktur 
dinding sel (peptidoglikan) yang lebih tebal 
dan lipid yang lebih tipis. 

Pengamatan dilakukan di bawah 
mikroskop, sel isolat bakteri asam laktat 
berbentuk basil (batang) dan susunan 
selnya kebanyakan berantai dan 
menggerombol. BAL pada umumnya 
ditemukan bergerombol dalam bentuk-
bentuk tertentu (Ni et al., 2015).  

 
Pewarnaan Endospora 

Pewarnaan endospora hanya 
dilakukan pada 17 isolat yang bersifat 
Gram positif. Hasil pengujian pewarnaan 
endospora menunjukkan terdapat 5 isolat 
bakteri yang menghasilkan warna hijau 
pada bagian selnya yaitu pada isolat BT3I1, 
BT6I2, BT6I4, BT24I4, BT72I2, hal ini 
menandakan bahwa isolat tersebut 
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menghasilkan spora, sehingga kelima isolat 
ini tidak tergolong bakteri asam laktat. 
Hasil penelitian terdapat 12 isolat bakteri 
asam laktat yang tidak mengalami 
perubahan warna sel menjadi hijau setelah 
diberikan larutan malachite green pada 
bagian selnya. Hasil ini menunjukkan 
bahwa isolat tersebut tidak menghasilkan 
spora. Hasil pengamatan terhadap 
pewarnaan endospora isolat kandidat BAL 
dilihat pada Gambar 5. 
 

 
Gambar 5. Pewarnaan Endospora Isolat 

Kandidat BAL 
 

Bakteri asam laktat adalah bakteri 
yang tidak menghasilkan spora pada saat 
pewarnaan (Laily et al., 2013). Bakteri asam 
laktat pada saat pewarnaan yang terlihat 
hanya sel vegetatif yang berwarna merah 
Ketika diamati di bawah mikroskop. 
Bakteri yang tidak memiliki spora 
cenderung tidak tahan terhadap 
pewarnaan karena hanya memiliki sel 
vegetatif. Saat diwarnai dengan malachite 
green, sel vegetatif akan mampu berikatan 
dengan pewarna tersebut tetapi dapat 
dilunturkan setelah dilakukan pencucian 
karena tidak berikatan kuat dengan 
pewarna malachite green. Endospora adalah 
bentuk dari bakteri untuk mempertahankan 
diri dari kondisi yang kurang mendukung 
untuk kehidupan dari bakteri tersebut 
(Wulandari dan Purwaningsih, 2019). 

Hasil identifikasi dari 37 isolat 
didapatkan 12 isolat yang bersifat katalase 
negatif, Gram positif, tidak menghasilkan 
spora. Ketiga sifat ini merupakan ciri-ciri 
utama dari bakteri asam laktat. 12 isolat 
tersebut diidentifikasi lebih lanjut melalui 
uji motilitas, produksi gas, serta pengujian 
pertumbuhan pada suhu dan konsentrasi 
garam yang berbeda. 

 
Uji Motilitas 

Hasil uji motilitas terhadap 12 
isolat BAL indigenus tidak memperlihatkan 

adanya pertumbuhan bakteri secara 
menyebar. Pertumbuhan isolat BAL hanya 
ditemukan sepanjang tusukan pada media 
SIM. Hasil pengamatan terhadap motilitas 
isolat BAL disajikan pada Gambar 6. 
 

 
Gambar 6. Uji motilitas Isolat Kandidat 

BAL 
 

Hasil pengujian motilitas 
menunjukkan seluruh isolat BAL indigenus 
bersifat non motil karena tidak memiliki 
flagella. Bakteri yang digolongkan bersifat 
non motil adalah bakteri yang hanya 
mampu tumbuh di sepanjang tusukan 
media tegak, sedangkan bakteri motil 
adalah bakteri yang mampu tumbuh tidak 
hanya di sepanjang tusukan media agar 
tegak. Isolat BAL bersifat non motil karena 
tidak dapat tumbuh di sekitar bekas 
tusukan ose (Susilawati, 2016). 
 
Produksi Gas 

Hasil uji produksi gas pada 12 isolat 
terpilih tidak memperlihatkan adanya 
gelembung yang dihasilkan dalam tabung 
Durham. Hasil pengamatan terhadap uji 
produksi gas isolat BAL dapat dilihat pada 
Gambar 7. 

 

 
Gambar 7. Uji Produksi Gas Isolat BAL 

 
Hasil uji produksi gas menunjukkan 

bahwa 12 isolat BAL tidak menghasilkan 
gas atau bersifat tipe fermentasi 
homofermentatif. BAL yang bersifat 
homofermentatif adalah BAL yang hanya 
menghasilkan asam laktat dari 
metabolismenya, sedangkan BAL 
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heterofermentatif adalah BAL yang dapat 
menghasilkan senyawa lain selain dari 
asam laktat. Menurut Nuryady et al. (2013), 
fermentasi asam laktat dibedakan menjadi 
dua kelompok yaitu BAL homofermentatif 
dan heterofermentatif. Proses fermentasi 

homofermentatif menghasilkan satu jenis 
komponen saja, yaitu asam laktat, 
sedangkan fermentasi heterofermentatif 
menghasilkan berbagai senyawa atau 
komponen lainnya, misalnya etanol, asetat, 
asam laktat dan karbodioksida.

 
 

 
Gambar 8. Uji Pertumbuhan BAL pada Suhu 10 °C, 37 °C, dan 45 °C 

 
 

Pertumbuhan Suhu 10 °C, 37 °C, dan 45 °C 
Uji pertumbuhan pada suhu yang 

berbeda dilakukan dengan menumbuhkan 
12 isolat BAL pada suhu 10 °C, 37 °C, dan 
45 °C. Hasil memperlihatkan terbentuknya 
kekeruhan pada media setelah dilakukan 
inkubasi. Hal ini menandakan bahwa isolat 
dapat tumbuh pada suhu tersebut. 
Kekeruhan yang sangat jelas terlihat pada 
isolat yang disimpan pada suhu 37 °C dan 
kekeruhan yang sangat sedikit dihasilkan 
pada suhu 10 °C. Hasil pengamatan 
kemampuan pertumbuhan isolat BAL pada 
suhu yang berbeda disajikan pada Gambar 
8. 

Pertumbuhan BAL yang optimum 
terdapat pada pertumbuhan suhu 37 °C 
dan mulai terjadi pertumbuhan pada suhu 
10 °C. Pertumbuhan suhu 37 °C adalah 
suhu yang baik untuk pertumbuhan 
sebagian besar mikroorganisme salah 
satunya termasuk BAL. Ada tiga kelompok 
suhu pertumbuhan bagi mikroorganisme 
yaitu psikrofil (7-30 °C), mesofilik (30-40 °C) 
dan termofilik (45-60 °C). BAL mampu hidup 
pada suhu 10 °C dan 45 °C (Laily et al., 2013). 
 
Pertumbuhan Konsentrasi Garam 4% dan 6,5% 

Uji kemampuan pertumbuhan 12 
isolat BAL pada konsentrasi garam 4% dan 
6,5% memperlihatkan terbentuknya 
kekeruhan pada media yang 
mengindikasikan bahwa isolat dapat 
tumbuh pada konsentrasi garam tersebut. 
Warna keruh sangat jelas pada konsentrasi 

garam 4%. Hasil pengamatan terhadap uji 
pertumbuhan konsentrasi garam 4% dan 
6,5% isolat BAL dapat dilihat pada Gambar 
9. 

 

Gambar 9. Uji Pertumbuhan Konsentrasi 
Garam 4% dan 6,5% isolat BAL 

 
Media pertumbuhan pada media 

yang mengandung garam 4% lebih keruh 
dibandingkan media yang mengandung 
garam 6.5%. Hal ini menandakan bahwa 
konsentrasi garam yang rendah membuat 
bakteri bertumbuh lebih optimal. NaCl dengan 
konsentrasi yang rendah memberikan kondisi 
yang isotonik dan juga fisiologis bagi 
mikroorganisme, karena banyaknya NaCl 
dan air sama pada kedua sisi membran sel, 
sehingga air bergerak melalui membran sel 
bersamaan dari kedua arah. NaCl yang 
tinggi dapat menyebabkan terjadinya 
plasmolisis yaitu air dalam sel keluar dan 
mengganggu pertumbuhan mikroorganisme 
bahkan dapat menyebabkan kematian pada 
mikroorganisme. BAL dapat hidup pada 
konsentrasi garam 4% dan 6,5% (Laily et al., 
2013). 
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Aktivitas Enzim 
Isolat yang diuji aktivitas enzimnya 

adalah isolat BAL yang diisolasi pada 
waktu fermentasi 24 jam. Pemilihan ini 
didasarkan pada pertimbangan BAL yang 
tumbuh pada waktu fermentasi tersebut 
memiliki ketahanan yang lebih baik pada 
kondisi asam, sehingga lebih berpotensi 
dikembangkan sebagai starter pada 
fermentasi biji kopi secara terkontrol. Isolat 
yang akan diuji aktivitas enzimnya adalah 
isolat BT24I1 dan BT24I2. 

 
Enzim Selulase 

Enzim selulase adalah enzim yang 
dapat menguraikan atau mengidrolisis 
selulosa menjadi glukosa dengan cara 
menghidrolisis ikatan 1,4 pada selulosa dan 
turunannya (Budi et al., 2018; Nababan et 
al., 2019). Hasil uji kualitatif aktivitas enzim 
selulase menunjukkan bahwa isolat dapat 
mengubah warna merah yang dihasilkan 
oleh indikator congo red menjadi warna 
kuning pada media. Hasil pengamatan 
terhadap uji aktivitas enzim selulase isolat 
BAL dilihat pada Gambar 10. 

 
 

Gambar 10. Uji Aktivitas Selulase Isolat 
BAL 

 
 

Hasil uji aktivitas enzim selulase 
menujukkan kedua isolat BAL mampu 
menghasilkan enzim selulase. Kedua jenis 
BAL ini dapat digolongkan sebagai bakteri 
selulolitik karena mampu tumbuh pada 
media yang mengandung selulosa (CMC). 
Menurut Begum et al., (2013) kemampuan 
bakteri selulolitik yang tumbuh pada media 
spesifik CMC agar menunjukkan bahwa 
bakteri tersebut mampu memanfaatkan 
selulosa sebagai salah satu sumber nutrient 
terutama sebagai sumber karbon. 

 Bakteri ini mampu memanfaatkan 
selulosa (CMC) dalam media sebagai 
sumber energi untuk pertumbuhan. Hal ini 
ditunjukkan oleh terjadinya perubahan 
warna media selama proses inkubasi. 
Awalnya, media berwarna merah karena 
mengandung indikator congo red, di akhir 
inkubasi media menjadi berwarna kuning.   
Perubahan warna pada media disebabkan 
oleh keasaman (pH) pada media 
meningkat. Peningkatan asam pada media 
dihasilkan sebagai produk hasil 
metabolisme penguraian selulosa oleh 
aktivitas enzim selulase yang dihasilkan 
oleh BAL menjadi asam-asam organik.  
 
Enzim Pektinase 

Enzim pektinase merupakan enzim 
yang menghidrolisis pektin melalui reaksi 
depolimerisasi dan esterifikasi (Yopi et al., 
2013). Hasil uji kualitatif aktivitas enzim 
pektinase menunjukkan bahwa kedua isolat 
BAL dapat mengubah warna merah yang 
dihasilkan oleh indikator congo red menjadi 
warna kuning kecoklatan pada media. 
Hasil pengamatan terhadap uji aktivitas 
enzim pektinase isolat BAL dapat dilihat 
pada Gambar 11. 
 

 
Gambar 11. Uji Aktivitas Pektinase Isolat 

BAL 
 

 
Hasil uji aktivitas enzim pektinase 

memperlihatkan kedua isolat BAL mampu 
menghasilkan enzim pektinase sehingga 
terjadi perubahan warna congo red pada 
media. Congo red merupakan pewarna yang 
sensitif terhadap asam. Perubahan warna 
media mengindikasikan terjadinya 
perubahan pH pada media akibat 
terbentuknya asam-asam organik hasil 
metabolisme dari penguraian pektin oleh 
enzim pektinase. Kondisi sangat asam 
dapat merusak struktur pektin karena 
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adanya hidrolisis pektin. Enzim pektinase 
adalah enzim kompleks yang dapat 
mendegradasi polimer pektin (Satriana et 
al., 2014; Yulianti dan Herawati, 2020). 
 
 

SIMPULAN 
 
 

Sel bakteri yang berhasil diisolasi 
selama proses fermentasi spontan biji kopi 
robusta ada 37 isolat, namun hanya 12 
isolat yang terindikasi sebagai BAL yang 
ditunjukkan dengan sifat katalase negatif, 
Gram positif, dan tidak menghasilkan 
spora. 12 isolat BAL bersifat non motil, 
tidak menghasilkan gas (homofermentatif), 

tumbuh pada suhu 10 C, 37 C, dan 45 C, 
serta memiliki kemampuan untuk tumbuh 
pada konsentrasi garam 4% dan 6.5%.  

Isolat BAL BT24I1 dan BT24I2 
merupakan isolat yang terpilih untuk 
dikembangkan sebagai starter dalam 
fermentasi kopi secara terkontrol. Kedua 
isolat ini diperoleh dari fermentasi spontan 
biji kopi Robusta berumur 24 jam. Isolat 
BAL dengan lama fermentasi 24 jam 
menunjukkan ketahanannya yang lebih 
baik pada kondisi asam, sehingga lebih 
berpotensi dikembangkan sebagai starter. 
Kedua isolat BAL terpilih memiliki 
kemampuan menghasilkan enzim selulase 
dan enzim pektinase yang dibutuhkan 
selama proses fermentasi kopi.  
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