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ABSTRAK

Jenis pengolahan kopi berdampak secara langsung terhadap komunitas mikroba yang terdapat di
dalamnya serta kualitas kopi yang dihasilkan. Pengolahan kopi dengan proses basah (wet) diketahui dapat
menghasilkan kopi dengan profil aroma dan citarasa yang baik. Penelitian ini bertujuan mengetahui
dinamika komunitas bakteri dan ragi selama proses pascapanen serta menentukan mikroba dominan yang
terlibat dalam pengolahan kopi Robusta menggunakan proses basah. Metode yang digunakan yaitu isolasi
bakteri dan ragi menggunakan medium selektif dengan adanya penambahan antibiotik, selanjutnya
dilakukan identifikasi morfologi dan perhitungan indeks keanekaragaman (H), dominansi (D) dan
kemerataan (E) berdasarkan isolat bakteri dan ragi yang diperoleh, serta penapisan isolat dominan
berdasarkan hasil analisis dominansi dan aktivitas enzimatisnya. Hasil isolasi diperoleh komunitas ragi
(51,7%) dengan jumlah yang lebih tinggi dibandingkan komunitas bakteri (48,3%). Komunitas mikroba
pada pengolahan basah kopi Robusta memiliki indeks keanekaragaman jenis (H”) = 2,48, kemerataan (E) =
0,74 dan dominansi (D) = 0,17. Hasil penapisan isolat melalui uji enzimatis menunjukan isolat bakteri B10
dan ragi Y2 terpilih sebagai isolat dominan dan dapat digunakan sebagai kultur starter dalam proses
fermentasi terkontrol.
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PENDAHULUAN

Pengolahan kopi paskapanen merupakan serangkaian proses yang panjang dan diketahui
berpengaruh terhadap kualitas minuman kopi yang dihasilkan. Berdasarkan prosesnya, pengolahan kopi
dapat dilakukan menggunakan 3 cara yaitu basah (wef), semi kering (semidry) dan kering (dry) [14].
Pemrosesan basah (wef) merupakan pemrosesan yang melibatkan penggunaan air dimana buah kopi hasil
pemetikan kemudian dikupas dan difermentasi dengan cara direndam dalam wadah berisi air dengan lama
waktu tertentu selanjutnya dicuci dan dikeringkan. Pengolahan semi kering (semidry) merupakan proses
peralihan antara pengolahan dry dan wet dimana biji kopi yang telah dikupas kemudian dikeringkan.
Pengolahan kering (dry) juga dikenal sebagai pengolahan natural, dimana buah kopi hasil pemetikan
kemudian dikeringkan tanpa melalui proses fermentasi di bawah air. Pengolahan kopi dengan pemrosesan
basah (wef) diketahui memiliki keunggulan dalam kualitas aroma yang dihasilkan. Tahapan dalam
pemrosesan basah yaitu pemetikan, sortasi air, pengupasan kulit buah (pulping), fermentasi, pecucian
(washing), pengeringan, pengupasan kulit tanduk (hulling), resting, pemanggangan (roasting),
penggilingan (grinding) dan penyimpanan (storage) [14] [11].

Selama proses paskapanen kopi dimulai dari tahap pemetikan hingga pengeringan tidak terlepas dari
aktifitas berbagai komunitas mikroba, bahkan selama fermentasi kopi, mikroba menghasilkan beragam
metabolit. Aktivitas mikroba selama fermentasi menentukan konsentrasi gula bebas (glukosa dan fruktosa)
dan asam amino bebas pada biji kopi dan selanjutnya berkontribusi pada produksi senyawa Maillard dan
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volatil selama proses pemanggangan. Dampak dari fermentasi pada pengolahan basah diketahui
meningkatkan kualitas kopi karena adanya aromatik senyawa yang dihasilkan selama degradasi lapisan
lendir oleh aktifitas mikroba [5]. Selain berdampak positif, proses fermentasi yang tidak terkontrol dapat
menyebabkan terjadinya ovefvermented yang dapat menghasilkan kopi dengan citarasa yang tidak
diinginkan.

Penelitian sebelumnya yang telah dilakukan sebelumnya menunjukan bahwa dengan adanya
pengontrolan selama fermentasi melalui penambahan mikroba dominan dan waktu fermentasi yang
dikontrol mampu menghasilkan kopi dengan kualitas fine [11] [17]. Dengan mengetahui profil komunitas
mikroba serta perannya selama proses pengolahan kopi dengan proses basah (wef) maka dapat ditentukan
mikroba yang berperan secara dominan dalam tahapan tersebut. Pemilihan mikroba yang sesuai melalui
proses penapisan isolat dominan dianggap penting untuk dilakukan, karena berdampak positif pada rasa
dan aroma kopi selama fermentasi. Mikroba dominan yang diperoleh dapat dijadikan sebagai kultur starter
dan diharapkan dapat dikomersilkan untuk digunakan dalam industri pengolahan kopi secara terkontrol.

METODE

1. Isolasi Bakteri dan Ragi

Medium yang digunakan dalam tahap isolasi mikroba yaitu NA (Nutrient Agar) yang ditambahkan
antibiotik Nystatin untuk isolasi bakteri, PDA (Potato Dextrose Agar) yang ditambahkan antibiotik
Amoxcylin untuk isolasi ragi dan NaCl 0.89 % sebagai larutan fisiologis. Untuk isolasi bakteri asam laktat
(BAL) menggunakan medium selektif MRS agar. Sampel kopi jenis Robusta diambil dari perkebunan kopi
di daerah Lampung, Kab. Lampung Barat dengan ketinggian mencapai 848 mdpl. Pengambilan sampel
dilakukan pada setiap tahap pascapanen pemrosesan basah dimulai dari tahap pemetikan (P1), sortasi air
(P2), pulping (P3), fermentasi (F), pencucian (AW) dan pengeringan (48-240 jam). Pada tahap pengeringan
pengambilan sampel dilakukan selama selang waktu 2 hari (48 jam) sekali hingga kadar air mencapai 11-
13%. Setiap pengambilan sampel diukur pH, suhu dan kadar air. Isolasi mikroba menggunakan metode
spread plate dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1-3 hari. Semua koloni yang tumbuh diberi kode isolat
dan dilakukan perhitungan TPC (Total Plate Count) [2]:

jumlah koloni yang terhitung
Rumus TPC = - x 10
tingkat pengenceran

Pemurnian mikroba menggunakan metode gores kuadran. Uji gram menggunakan metode KOH [15].
Preservasi isolat dilakukan dalam media agar miring dan stok gliserol [4].

2. Penentuan Indeks Keanekaragaman (H), Dominansi (D) dan Kemerataan (E)

Setiap isolat bakteri maupun ragi yang diperoleh dari keseluruhan tahap paskapanen kemudian
dilakukan identifikasi morfologi dan diberikan kode isolat, selanjutnya dilakukan analisis indeks-indek
komunitas (Keanekaragaman Jenis (H’), Dominansi (D) dan Kemerataan (E)) [2].

Rumus Indeks Keanekaragaman Jenis (Shanon-Wiener) [18] yaitu:
ID = H'= —XPilnPi dimana Pi ="
Keterangan:
ni = jumlah individu tiap jenis
N = jumlah total seluruh jenis
’= indeks keanekaragamana Shanon-Winner
Pi = indeks kemelimpahan

Rumua Indeks Dominansi (Simpson) [18] yaitu:

D = XPi? dimana Pi = %

Keterangan:

D = indeks dominansi Simpson

ni = jumlah individu suatu jenis

N = jumlah individu dari seluruh jenis
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Rumus Indeks Kemerataan (Evenness) [18] yaitu:

Pi = il dimana H’ max adalah In S
H’ max
Keterangan:

E = indeks kemerataan (nilai antara 0-1)
H’ = indeks keanekaragaman Shannon - Wiener
S = jumlah jenis

3. Uji Aktivitas Enzimatis

Pengujian aktivitas pektinolitik pada bakteri menggunakan medium LB (Luria Bertani) agar yang
mengandung pektin citrus 5 g L-1 [19] dan pada ragi menggunakan medium Yeast Extract Peptone
Dextrosa Agar (YEPDA) yang mengandung 10 g L-1 pektin citrus [1]. Larutan uji menggunakan 5 mL
Congo red 1%. Pengujian aktivitas amilolitik pada bakteri menggunakan medium LB (Luria Bertani) agar
yang mengandung amilum 10 g L-1 [9] dan pada ragi menggunakan medium Yeast Extract Peptone
Dextrose Agar (YEPDA) yang mengandung 10 g L-1 amilum [20]. Larutan uji menggunakan 5 mL larutan
lugol. Pengujian aktivitas selulolitik pada bakteri menggunakan medium medium LB (Luria Bertani) agar
yang mengandung CMC (Carboxy Methyl Cellulose) 5 g L-1 [6] dan pada ragi menggunakan medium
Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YEPDA) yang mengandung 10 g L-1 CMC [3]. Larutan uji
menggunakan 5 mL Congo red 1%. Pengujian aktivitas proteolitik pada bakteri menggunakan medium
medium LB (Luria Bertani) agar yang mengandung skim milk 20 g L-1 [10] dan pada ragi menggunakan
medium Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YEPDA) yang mengandung 28 g L-1 skim milk [16]. Isolat
bakteri berumur 24 jam dan ragi berumur 48 jam dipindahkan ke medium selektif, kemudian diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 24-48 jam. Reaksi positif ditunjukan dengan adanya zona bening di sekitar koloni.

4. Penapisan Isolat Dominan

Penapisan isolat dilakukan untuk memperoleh isolat bakteri dan ragi dominan yang akan dijadikan
sebagai kultur starter. Hal ini dilakukan berdasarkan nilai dominansi tertinggi yang diperoleh dari setiap
isolat serta kemampuannya dalam menghidrolisis substrat (aktivitas enzimatis yang dimiliki).

HASIL & PEMBAHASAN

Pada pengolahan basah (wef) kopi Robusta dengan sampel buah kopi dari perkebunan kopi
kabupaten Lampung Barat diperoleh komunitas bakteri dengan persentase 48,3% (14 isolat). Hasil uji gram
menunjukan Dari ke-14 isolat bakteri yang berhasil diisolasi 71,4% merupakan bakteri gram positif (10
isolat yaitu B1, BS, B7, BS, B10, B11, B13, B14, B15 dan B18) dan 28,6% merupakan bakteri gram
negatif (4 isolat yaitu B2, B3, B9 dan B12).

Log Jumlah Sel (CFU/mL)
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Gambar 1. Dinamika Komunitas Bakteri pada Pengolahan Basah (Wer) Kopi Robusta (Keterangan: B
= Isolat Bakteri; P1 = Pemetikan; P2 = Sortasi air; P3 = Pulping; F (¥) = Fermentasi, AW=Setelah
Pencucian, 48-240 (**) = Pengeringan).
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Gambar 2. Dinamika Komunitas Ragi pada Pengolahan Basah (Wer) Kopi Robusta (Keterangan: Y =
Isolat Ragi; P1 = Pemetikan; P2 = Sortasi air; P3 = Pulping; F (*) = Fermentasi, AW=Setelah Pencucian,
48-240 (**) = Pengeringan).

Dari ke-14 isolat bakteri yang berhasil diisolasi, 4 diantaranya merupakan bakteri asam laktat yaitu
isolat B7, BS, B14 dan B15. Komunitas bakteri pada tahap pemetikan (P1) berjumlah 6,8 log CFU/mL dan
mencapai komunitas tertinggi pada tahap pulping (P3) dengan jumlah populasi 9,8 log CFU/mL (Gambar
1). Selain komunitas bakteri, pada pengolahan kopi Robusta dengan pemrosesan basah ditemukan
komunitas ragi dengan persentase yang lebih tinggi dibandingkan bakteri yaitu 51,7% (15 isolat yaitu Y1,
Y2,Y3,Y4,Y5,Y6,Y7,Y8, Y9, Y10, Y11, Y13, Y14, Y15 dan Y16). Komunitas ragi yang terdapat pada
tahap pemetikan (P1) berjumlah 5,9 log CFU/mL dan mencapai komunitas tertinggi pada fermentasi 24
jam (F24) dengan jumlah 7,8 log CFU/mL (Gambar 2).

Hasil analisis indeks-indeks komunitas menunjukan bahwa indeks keanekaragaman jenis bakteri dan
ragi pada pengolahan kopi Robusta dengan pemrosesan basah (wer) tergolong sangat stabil pada tahap
fermentasi 36 jam dengan nilai H> = 2,48 (Tabel 1). Semakin tinggi nilai H’, maka tingkat kestabilan
komunitas bakteri dan ragi pada pengolahan basah kopi Robusta semakin tinggi. Suatu komunitas yang
memiliki nilai H> < 1 dikatakan komunitas kurang stabil, jikan nilai H* antara 1-2 dikatakan komunitas
stabil, dan jika nilai H> > 2 dikatakan komunitas sangat stabil [8]. Nilai H* yang tinggi pada tahap
fermentasi 36 jam (F36) disebabkan karena kadar air (Gambar 3) serta nutrisi yang tinggi saat fermentasi
memfasilitasi pertumbuhan mikroba sehingga pada tahap ini ditemukan mikroba dengan jumlah jenis yang
melimpah, serta lebih banyak dari tahap lainnya. Untuk mengetahui tingkat kestabilan suatu jenis dalam
suatu komunitas digunakan nilai E (E = 0 < 0,3 tingkat kestabilan keragaman jenis tergolong rendah; E =
0,3 < 0,6 tingkat kestabilan keragaman jenis tergolong sedang; E = > 0,6 tingkat kestabilan keragaman jenis
tergolong tinggi [8]. Tabel 1 menunjukkan pada tahap fermentasi 36 jam (F36) memiliki nilai E tertinggi
yaitu mencapai 0,74 dan nilai E terendah terdapat pada tahap setelah pencucian (AW) sebesar 0,52. Pada
tahap ini Sebagian besar bakteri dan ragi hilang akibat adanya pencucian setelah dilakukan fermentasi.
Pada tahap F36 diketahui komunitas tersebut tergolong memiliki tingkat kestabilan keragaman yang tinggi,
sedangkan pada tahap AW diketahui memiliki tingkat kestabilan keragaman yang tergolong sedang.

Hasil analisis indeks dominansi jenis menunjukan pada tahap P1, P2 dan F24 didominasi oleh isolat
bakteri B3 dengan nilai D pada setiap tahap yaitu 0,015, 0,014 dan 0,013. Pada tahap P3 dan F12
didominasi oleh isolat bakteri B2 dengan nilai D pada setiap tahap sebesar 0,022 dan 0,027. Pada tahap F36
dan AW didominasi oleh isolat bakteri B10 dengan nilai D sebesar 0,009 dan 0,042. Pada tahap F48, 48-96
jam pengeringan didominasi oleh isolat bakteri B12 dengan nilai D berturut-turut sebesar 0,017, 0,014 dan
0,019. Setelah 144 jam pengeringan didominasi oleh isolat bakteri B11 dengan nilai D sebesar 0,035.
Setelah 192 jam pengeringan didominasi oleh isolat bakteri B7 dengan nilai D sebesar 0,025. Pada akhir
pengeringan didominasi oleh isolat ragi Y11 dengan nilai D mencapai 0,030. Hasil analisis dominansi jenis
secara secara keseluruhan menunjukan nilai dominansi jenis tertinggi diperoleh oleh isolat bakteri B10 (D
= 0,042) dan ragi Y2 (0,026) pada tahap AW. Tingginya dominansi dua isolat di atas menunjukkan
terjadinya pemusatan dominansi hanya pada jenis tertentu, sehingga indeks dominansi pada tahap AW
menjadi tinggi (D = 0,17) (Tabel 1).

n
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Gambar 3. Persentase Kadar Air (%) Biji Kopi Robusta Selama Tahap Pengeringan dengan
Pemrosesan Basah (Wet) (Keterangan: P3 = Pulping; AW = Setelah Pencucian; 48-240 jam =
Pengeringan).

Tingginya indeks dominansi menunjukkan kelimpahan setiap jenis di area ini tidak merata, sehingga
indeks kemerataannya lebih rendah (E= 0,52) (Tabel 1). Hasil ini sesuai pendapat seorang peneliti yang
menyatakan bahwa adanya dominansi jenis tertentu dan tidak meratanya persebaran jenis menyebabkan
nilai kemerataan jenis semakin kecil [7]. Rendahnya kemerataan dan jumlah jenis ini menyebabkan
rendahnya keanekaragaman di area ini (H’=1,78) (Tabel 1).

Tabel 1. Jumlah Jenis, Jumlah Individu, Indeks Keanekaragaman, Indeks Dominansi dan Indeks

Kemerataan.
Kode Jumlah
P1 P2 P3 F12 F24 F36 F48 AW 48 96 144 192 240
S 9 10 9 8 11 12 9 6 10 9 6 7 6

N 5030 52,99 64,63 54,01 80,14 91,53* 60,82 36,40 68,78 54,26 38,60 41,92 3225
H' 2,19 230 2,16 206 239 248* 2,19 1,78 230 2,19 1,79 194 1,79
D 0,11 0,00 0,12 013 009 008 0,11 0,17 0,00 0,11 0,17 0,14 0,17
E 0,65 068 064 061 071 0,74%* 065 052 068 065 053 058 0,53

Keterangan: S = Jumlah Jenis; N = Jumlah Individu; H’ = Indeks Keanekaragaman; D = Indeks Dominansi;
E = Indeks Kemerataan; * = Nilai Tertinggi.

Pada awal pemrosesan hingga 96 jam setelah pengeringan ditemukan komunitas bakteri dengan
jumlah yang lebih tinggi dibandingkan komunitas ragi. Hal ini disebabkan karena bakteri memiliki waktu
generasi yang lebih singkat dibandingkan ragi serta kemampuan dalam mengkonsumsi gula sederhana
sebagai sumber karbon, selain itu beberapa jenis bakteri yang diketahui memiliki kemampuan dalam
menghidrolisis pektin menghasilkan gula sederhana (glukosa, ramnosa, L-arabinosa dan D-galakturonat)
sebagai sumber karbon tambahan untuk metabolisme ragi [13]. Jumlah komunitas bakteri mengalami
penurunan saat memasuki tahap pencucian dan pengeringan. Proses pencucian diduga menghilangkan sisa
lapisan lendir yang menempel pada perkarmen biji kopi sementara saat proses pengeringan terjadi
penurunan kadar air secara berangsur-angsur (Gambar 3). Kondisi ini tentu menyebabkan terjadinya stres
kekeringan, hilangnya sebagian besar kandungan nutrisi dan penumpukan hasil metabolisme berupa asam
organik berdampak secara langsung terhadap penurunan jumlah komunitas bakteri. Pada akhir pengeringan
yaitu pada 144 jam hingga 240 jam pengeringan ditemukan komunitas ragi dengan jumlah yang lebih
tinggi dibandingkan komunitas bakteri. Hal ini disebabkan karena ragi memiliki kemampuan untuk
bertahan hidup pada kondisi stres kekeringan selama proses pengeringan dengan memetabolisme gula
sederhana yang merupakan hasil metabolisme bakteri di awal pemrosesan [12].

Dinamika komunitas bakteri maupun ragi selama proses pengolahan kopi berkaitan dengan
kandungan polisakarida (pektin, selulosa dan amilum), gula sederhana dan protein yang terdapat pada buah
kopi yang menjadi sumber nutrisi bagi pertumbuhan mikroba. Aktivitas enzim pektinolitik, selulolitik,
amilolitik dan proteolitik yang dihasilkan oleh mikroba berkontribusi dalam hidrolisis gula sederhana,
polisakarida (pektin) dan protein yang terdapat pada kulit, daging buah dan lendir kopi. Pada tahap P1
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(pemetikan), P2 (sortasi air) dan P3 (pulping) ditemukan komunitas mikroba pektinolitik, amilolitik,
proteolitik dan selulolitik dengan jumlah komunitas paling tinggi terdapat pada tahap P3. Hal ini
disebabkan karena pada lapisan mesokarp (daging buah dan mucilage) buah kopi kaya akan karbohidrat
(glukosa, fruktosa dan pektin) protein, lemak, mineral, tanin, polifenol dan kafein. Pektin merupakan
polimer karbohidrat utama yang terdapat pada mesokarp dan pada tahap P3 terlihat bahwa komunitas
bakteri tertinggi berasal dari mikroba pektinolitik. Hidrolisis pektin menghasilkan gula sederhana (glukosa,
ramnosa, L-arabinosa dan D-galakturonat) sebagai sumber karbon untuk metabolisme ragi dan sebagai
prekursor dalam pembentukan aroma. Komunitas mikroba selulolitik juga hadir selama tahapan P1, P2 dan
P3 dengan aktivitas paling tinggi terdapat pada tahap P3, karena pada lapisan endokarp diketahui kaya akan
selulosa, hemiselulosa, lignin dan abu. Mikroba amilolitik ditemukan pada tahap awal (P1, P2 dan P3) juga
pada tahap pengeringan yang didominasi oleh isolat ragi. Pada tahap pengeringan juga didomonasi oleh
mikroba proteolitik karena pada bagian itegumen (silver skin) biji kopi terdapat kandungan polisakarida
(selulosa dan hemiselulosa), monosakarida, protein dan polifenol. Hidrolisis protein oleh mikroba
proteolitik menghasilkan beberapa jenis asam amino yang berkontribusi jawab dalam pembentukan citarasa
pada kopi [5] [13].

Tabel 2. Hasil Uji Enzimatis Isolat Bakteri
No. Kode Pektinase Selulase Amilase Protease

Isolat
1 B1 ++ ++++ - -
2 B2 - - + +
3 B3 + ++ + -
4 B5 - - - -
5 B7 - - - -
6 B8 + + + -
7 B9 - - + -
8 B10 + ++ ++ -
9 B11 - - - +
10 B12 - - - +
11 B13 - - - -
12 B14 - - + +
13 B15 - - - -
14 B18 - - - -

Keterangan: + = terdapat zona bening (semakin banyak tanda +, zona bening semakin besar)
- = tidak terdapat zona bening

Berdasarkan hasil analisis dominansi jenis dan uji enzimatis dipilih 2 isolat dominan yaitu bakteri
B10 dan ragi Y2 karena kedua isolat ini memiliki nilai indeks dominansi tertinggi dengan aktivitas enzim
yang dimiliki oleh bakteri B10 yaitu pektinase, selulase dan amilase (Tabel 2), serta isolat ragi Y2 yang
memiliki keseluruhan aktivitas enzim yaitu pektinase, amilase, selulase dan protease (Tabel 3). Hal ini
menunjukan bahwa kedua isolat ini dapat dijadikan sebagai kultur starter untuk digunakan dalam proses
fermentasi kopi Robusta secara terkontrol.

KESIMPULAN

Pada Pengolahan kopi Robusta dengan penrosesan basah (wef) terdapat komunitas ragi dengan
persentase (51,7%) yang lebih tinggi dibandingkan komunitas bakteri (48,3%). Dari ke-14 isolat bakteri
yang berhasil diisolasi 71,4% merupakan bakteri gram positif (10 isolat) dan 28,6% merupakan bakteri
gram negatif (4 isolat). Komunitas mikroba pada pengolahan basah kopi Robusta memiliki indeks
keanekaragaman jenis (H’) = 2,48, indeks kemerataan (E) = 0,74 dan indeks dominansi (D) = 0,17. Hasil
analisis dominansi jenis dan uji enzimatis menunjukan bahwa isolat bakteri B10 dan ragi Y2 terpilih
sebagai isolat dominan dan dapat digunakan sebagai kultur starter dalam proses fermentasi terkontrol.
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Tabel 3. Hasil Uji Enzimatis Isolat Ragi
No. Kode Pektinase Selulase Amilase Protease

Isolat
1 Y1 + - + +
2 Y2 + + + +
3 Y3 + - + -
4 Y4 - - - +
5 Y5 + + + -
6 Y6 - - + -
7 Y7 - + + -
8 Y8 - - - -
9 Y9 - - + -
10 Y10 + - + +
11 Y11 - - - -
12 Y13 - + - -
13 Y14 - - - -
14 Y15 - + - -
15 Y16 + - + -

Keterangan: + = terdapat zona bening (semakin banyak tanda +, zona bening semakin besar)
- = tidak terdapat zona bening
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