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The type of coffee commonly grown by Indonesian farmers is robusta coffee (Coffea robusta). The processing of 
robusta coffee has so far focused on producing coffee beans with good flavor, leaving behind coffee pulp waste that 
needs to be utilized. This study aims to utilize coffee pulp waste to produce vinegar through a fermentation process 
using Saccharomyces cerevisiae and Acetobacter aceti. Vinegar production begins by rejuvenating A. aceti in YPG 
media and creating a growth curve. The fermentation of coffee pulp into vinegar involves two fermentation stages: 
alcoholic fermentation and acetic acid fermentation. Observation of the culture at the end of fermentation includes 
pH value, total acetic acid content, sugar content, and substrate utilization efficiency in product formation. The growth 
curve of A. aceti reaches the log phase at the 6th to 8th hour with a µmax of 0.45 hours-1. Vinegar from coffee pulp 
has the highest total acetic acid in 10 days of alcoholic fermentation and 7 days of acetic acid fermentation, which is 
2.37%, with a pH value of 3.02, a Yp/s value of 0.995, and a ∆S/S value of 0.69. The amount of acetic acid obtained 
does not fulfill the requirements of SNI 01-4371-1996.
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PENDAHULUAN

 Indonesia merupakan negara keempat penghasil 
kopi terbesar di dunia setelah Brazil, Vietnam, dan 
Kolombia, dimana produksi perkebunan kopi di 
Indonesia mencapai 774,96 ribu ton pada tahun 
2022 (Maulana 2022; BPS 2023). Jenis kopi yang 
umum dibudidayakan oleh petani di Indonesia 
adalah jenis kopi robusta dan kopi arabika. Jenis kopi 
robusta mendominasi produksi perkebunan kopi di 
Indonesia, dimana pada tahun 2013-2022 produksi 
kopi robusta mencapai 73% atau 508,33 ribu ton 
sementara kopi arabika hanya diproduksi sebanyak 
27% atau 187,98 ribu ton (BPS 2023). Kopi robusta 
memiliki karakteristik tanaman yang mudah ditanam 
dan tidak terlalu peka terhadap perubahan kondisi 
lingkungan yang kurang menguntungkan. Selain itu 
kopi robusta memiliki rasa seperti coklat, lebih pahit, 

sedikit asam, dan memiliki bau manis yang khas. 
Karakteristik tersebut membuat jenis kopi robusta 
banyak dibudidayakan di Indonesia dan memiliki 
prospek yang bagus untuk dikembangkan (Budi et 
al. 2020; Widyasari et al. 2023). 
 Pengembangan produk kopi robusta saat ini, 
umumnya masih berfokus untuk menghasilkan biji 
kopi dengan cita rasa yang baik. Pengolahan yang 
hanya berfokus pada biji tersebut menyebabkan 
terjadinya penumpukkan limbah pulp kopi yang 
merupakan bagian terbuang pada proses pengolahan 
biji kopi. Persentase limbah pulp kopi diperkirakan 
mencapai 48% dari total produksi kopi (Zuhra et 
al. 2018). Limbah pulp kopi mengandung 35% 
karbohidrat, 10% protein, 30,8% serat, 10,7% mineral 
dan 45,8% gula total. Selain itu, limbah pulp kopi juga 
mengandung kafein dan senyawa polifenol seperti 
asam klorogenat, flavonol, antosianidin, katekin, 
rutin, tannin, dan asam ferulat yang dapat berperan 
sebagai antioksidan (Muzaifa et al. 2019). 
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 Cuka (asam asetat) merupakan senyawa organik 
yang mengandung gugus asam karboksilat yang 
dikenal sebagai pemberi rasa asam dan aroma dalam 
makanan (Wusnah et al. 2018). Cuka juga dikenal 
sebagai bahan tambahan pangan yang digunakan 
sebagai penyedap, selain itu cuka juga digunakan 
sebagai pengawet, penggumpal, penambah cita rasa, 
dan dapat memperbaiki tekstur makanan (Riyani 
2018; Rachmawati et al. 2020). Pembuatan cuka dari 
bahan organik seperti pulp kopi melibatkan proses 
fermentasi alkohol dan asam asetat. Proses fermentasi 
alkohol dilakukan dengan bantuan mikroorganisme 
Saccharomyces cerevisiae yang dapat menghasilkan 
alkohol dan proses fermentasi asam asetat oleh 
Acetobacter aceti yang mengoksidasi alkohol menjadi 
asam asetat (Ester et al. 2021).
 S. cerevisiae adalah jenis khamir yang umum 
digunakan dalam proses fermentasi pangan karena 
cukup mudah ditemukan dalam bentuk kemasan 
dengan harga yang relatif murah. S. cerevisiae memiliki 
kemampuan untuk memecah senyawa organik 
kompleks menjadi molekul yang lebih sederhana 
dalam pembentukan energi tanpa melibatkan oksigen 
dan menghasilkan produk sampingan berupa alkohol 
dan karbon dioksida (Onesiforus et al. 2021). A. aceti 
merupakan golongan bakteri asam asetat (BAA) 
yang diketahui memiliki kemampuan tinggi dalam 
mengoksidasi alkohol, aldehida, dan gula alkohol 
pada kondisi aerobik. Bakteri A. aceti mampu 
mengoksidasi alkohol menjadi asam asetat melalui 
dua reaksi katalitik yang berurutan, yaitu oksidasi 
alkohol menjadi asetaldehida yang dikatalisis oleh 
alkohol dehydrogenase (ADH), kemudian asetaldehid 
yang dihasilkan dioksidasi menjadi asam asetat oleh 
aldehida dehydrogenase (ALDH) (Gomes et al. 
2018). 
 Pengolahan limbah pulp kopi menjadi asam 
asetat atau cuka merupakan salah satu alternatif 
yang dapat dilakukan untuk menangani limbah pulp 
kopi, sehingga penelitian ini bertujuan memanfaatkan 
limbah pulp kopi menjadi produk berupa asam asetat 
(cuka) melalui proses fermentasi menggunakan 
khamir Saccharomyces cerevisiae dan bakteri asam 
asetat Acetobacter aceti.

BAHAN DAN METODE

 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri. 
Pembuatan kurva tumbuh diawali dengan peremajaan 
kultur isolat. Peremajaan dilakukan dengan 
menginokulasikan 1 ose biakan kultur murni A. aceti 
ke dalam media padat YPG (Yeast Peptone Glucose). 
Kemudian media diinkubasi selama 18 jam pada suhu 
ruang (Apriyanto et al. 2016). Pembuatan kurva 
pertumbuhan bakteri kemudian dilanjutkan dengan 

mengkulturkan bakteri A. aceti yang berusia 18 jam 
sebanyak 1 ose ke dalam tabung berisikan media YPG 
cair steril sebanyak 7 ml, kemudian diinkubasi pada 
shaker dengan kecepatan 20 rpm pada suhu ruang. 
Pengukuran Optical Dencity (OD) dilakukan pada 
panjang gelombang 600 nm. Kultur bakteri yang 
sudah diukur nilai ODnya mencapai 0,6 kemudian 
diinokulasikan sebanyak 1% ke dalam Erlenmeyer 
berisi 100 ml media YPG cair steril dan diinkubasi di 
shaker pada suhu ruang. Pembuatan kurva dilakukan 
dengan pengamatan setiap 3 jam selama 24 jam  
dengan metode Total Plate Count (TPC) pada media 
YPGA dan pengukuran nilai OD (Sharah et al. 2015). 
 Preparasi Sampel. Sampel pulp kopi diambil dari 
perkebunan kopi robusta Patani Coffee dan dicuci 
bersih, kemudian sampel pulp kopi ditimbang sebanyak 
150 g dan dihaluskan menggunakan blender dengan 
penambahan air minum dalam kemasan (AMDK) 
dengan perbandingan 1:2 (b/v). Sampel disaring dan 
dipindahkan ke dalam Erlenmeyer berukuran 500 ml. 
Selanjutnya filtrat ditambahkan sukrosa 10% (b/v) 
dan diammonium hidrogen fosfat ((NH4)2HPO4) steril 
0,2% (b/v), sampel dihomogenkan dan dipasteurisasi 
pada suhu 65°C selama 15 menit. Kontrol yang 
digunakan adalah sampel tanpa penambahan ragi 
dan A. aceti. 
  Fermentasi. Filtrat yang sudah dipasteurisasi 
diberikan ragi sebanyak 1% (b/v), kemudian 
difermentasi selama 5 hari dan 10 hari pada suhu 
ruang dengan keadaan anaerob. Filtrat yang sudah 
difermentasi selama 5 dan 10 hari ditambahkan 
inokulum A. aceti sebanyak 10% (v/v), kemudian 
difermentasikan kembali selama 7 hari dalam keadaan 
aerob pada suhu ruang untuk menghasilkan asam 
asetat (Idayanti dan Rosida 2022).
 Pengukuran pH. Pengukuran pH dilakukan dengan 
pH meter digital setelah cuka selesai difermentasi.
 Pengukuran Total Asam Asetat. Pengukuran 
kadar asam asetat dilakukan dengan menggunakan 
metode titrasi. Larutan standar yang digunakan adalah 
NaOH 0,1M (Febriani dan Azizati 2018). Sampel cuka 
sebanyak 10 ml dimasukkan ke dalam labu ukur 100 
ml, kemudian ditambahkan akuades ke dalam labu 
ukur hingga mencapai tanda batas lalu dihomogenkan. 
Sampel yang sudah diencerkan diambil sebanyak 10 
ml dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer. Sampel 
ditetesi indikator fenolftalein (PP) sebanyak 2-3 
tetes, selanjutnya sampel dititrasi menggunakan 
NaOH 0,1M sampai terjadi perubahan warna sampel 
menjadi merah muda. Total kadar asam asetat dihitung 
menggunakan rumus: 

Total asam 
asetat × Fp × 100

VNaOH × MNaOH

Volume sampel × 1.000

Mr asam 
asetat×

=
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 Pengukuran Kadar Gula Total. Pengukuran 
kadar gula total dilakukan dengan menambahkan 
larutan fenol 5% sebanyak 0,5 ml ke dalam tabung 
reaksi berisi 1 ml supernatan sampel dan divortex. 
Selanjutnya ditambahkan H2SO4 pekat ke dalam 
tabung reaksi sebanyak 2,5 ml dan divortex kembali 
sampai homogen, kemudian sampel didinginkan. 
Setelah dingin, sampel kembali divortex dan diukur 
absorbansinya menggunakan spektrofotometer 
pada panjang gelombang 490 nm. Gula total (mg/
ml) sampel ditentukan dengan persamaan matematik 
dari kurva regresi linear standar gula total yang sudah 
dibuat sebelumnya (Dubois et al. 1956).
 Pengukuran Kadar Gula Pereduksi. Pengukuran 
kadar gula pereduksi dilakukan dengan menambahkan 
pereaksi DNS sebanyak 1 ml ke dalam tabung reaksi 
yang berisikan 1 ml supernatan sampel dan divortex. 
Kemudian sampel diinkubasi pada suhu 100°C 
selama 15 menit dan didinginkan. Sampel diukur 
absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada 
panjang gelombang 540 nm. Kadar gula pereduksi (mg/
ml) sampel ditentukan dengan persamaan matematik 
dari kurva regresi linear standar gula pereduksi yang 
sudah dibuat sebelumnya (Miller 1959).
 Efisiensi Penggunaan Substrat dan 
Pembentukan Produk. Efisiensi penggunaan substrat 
dan pembentukan produk dinyatakan sebagai YP/S  
dimana P adalah produk (asam asetat) dan S adalah 
substrat (gula). YP/S dihitung sebagai rasio antara 
jumlah produk yang dihasilkan (∆P) dan jumlah 
substrat yang dikonsumsi (∆S). Efisiensi konsumsi 
substrat oleh mikroorganisme dalam menghasilkan 
produk selama proses fermentasi dinyatakan dalam 
∆S/S (Pramono et al. 2003). 

asetat sebesar 2,37% (Tabel 1). Kadar gula total dan 
kadar gula pereduksi mengalami penurunan seiring 
dengan lama waktu fermentasi. Penurunan kadar gula 
secara signifikan terjadi pada hari ke-10 fermentasi 
alkohol. Kadar gula total turun dari 565,86 mg/ml 
pada hari ke-0 menjadi 25,11 mg/ml pada hari ke-
10, sedangkan kadar gula pereduksinya turun dari 
162,65 mg/ml pada hari ke-0 menjadi 4,69 mg/ml 
pada hari ke-10 (Tabel 1). Penurunan kadar gula yang 
signifikan menunjukkan bahwa S. cerevisiae berhasil 
mengubah gula yang terdapat  pada substrat menjadi 
alkohol. Substrat fermentasi terdiri dari pulp kopi 
robusta yang memiliki kandungan gula monomer 
seperti glukosa, xilosa, fruktosa, dan galaktosa, 
serta sukrosa yang ditambahkan pada awal proses 
fermentasi. S. cerevisiae memiliki enzim invertase 
dan zymase yang dapat mengubah gula baik dalam 
bentuk monosakarida dan disakarida menjadi alkohol. 
Apabila gula yang terdapat pada substrat merupakan 
gula disakarida seperti sukrosa, maka enzim invertase 
pada S. cerevisiae akan menghidrolisis disakarida 
menjadi monosakarida, kemudian enzim zymase akan 
mengubah monosakarida yang dihasilkan menjadi 
alkohol dan CO2. 
 Efisiensi Penggunaan Substrat dan 
Pembentukan Produk. Yield product (YP/S) 
menunjukkan banyaknya substrat yang digunakan 
oleh mikroorganisme pada proses fermentasi untuk 
membentuk produk. Nilai YP/S tertinggi diperoleh pada 
kombinasi fermentasi alkohol 10 hari dan fermentasi 
asam asetat 7 hari (A2C) yaitu sebesar 0,995 (Tabel 
2). Hal tersebut menunjukkan bahwa kombinasi 
A2C memiliki efisiensi penggunaan substrat untuk 
membentuk produk terbaik dibandingkan yang 
lainnya. Nilai ∆S/S menunjukkan efisiensi konsumsi 
substrat oleh S. cerevisiae dan A. aceti selama proses 
fermentasi pulp kopi. S. cerevisiae dan A. aceti 
mengonsumsi substrat berupa gula secara efisien dari 
awal hingga akhir proses fermentasi, dengan nilai 
∆S/S pada akhir proses fermentasi yaitu sebesar 0,98 
yang artinya 98% gula dikonsumsi oleh S. cerevisiae 
dan A. aceti selama proses fermentasi cuka pulp kopi 
berlangsung.
 

PEMBAHASAN 

Pertumbuhan adalah sifat dari mikroorganisme 
yang paling penting dalam proses fermentasi. Terdapat 
empat fase utama dalam pertumbuhan bakteri yaitu 
fase lag (fase adaptasi), fase log (fase pertumbuhan 
cepat), fase stasioner (fase statis) dan fase kematian. 
Fase-fase tersebut mencerminkan keadaan bakteri 
dalam kultur pada suatu waktu tertentu (Saraswati 
et al. 2021). Kurva pertumbuhan A. aceti (Gambar 1) 
menunjukkan bahwa fase lag terjadi  pada jam ke-0 

ΔP = [P]akhir - [P]awal ΔS = [S]awal - [S]akhirYp/s =
ΔP
ΔS

HASIL

 Kurva Pertumbuhan Acetobacter aceti. 
Pembuatan kurva pertumbuhan menggunakan metode 
Total Plate Count (TPC) dilakukan untuk mengetahui 
jumlah sel/ml yang dihasilkan. Fase logaritma (log) 
bakteri terjadi pada jam ke-6 hingga jam ke-8 dengan 
jumlah log sel sebesar 7,36 CFU/ml pada jam ke-6 
dan log sel sebesar 8,26 CFU/ml pada jam ke-8 
(Gambar 1). Laju pertumbuhan spesifik maksimum 
(μmax) A. aceti pada fase log yaitu sebesar 0,45 jam-1. 
 Karakteristik Filtrat Hasil Fermentasi. Filtrat 
hasil fermentasi menunjukkan penurunan nilai pH 
dan peningkatan total asam asetat pada masing-
masing kombinasi (Gambar 2 dan 3). Nilai pH dan 
kadar asam asetat terbaik diperoleh pada fermentasi 
alkohol 10 hari dan fermentasi asam asetat 7 hari 
dengan nilai pH sebesar 3,02 dan total kadar asam 
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sampai jam ke-6. Lama fase lag ditentukan oleh jenis 
mikroorganisme, umur sel mikroorganisme, jumlah 
inokulum yang digunakan dan kondisi media yang 
digunakan (Jayus et al. 2019). Fase berikutnya, yaitu 
fase logaritma (log) terjadi pada jam ke-6 sampai jam 
ke-8. Fase logaritmik adalah fase pertumbuhan optimal 
bakteri yang ditandai dengan adanya pertumbuhan yang 
sangat cepat. Pada fase log, bakteri mampu melakukan 
pembelahan sel dengan kecepatan maksimum dan 
bakteri berada dalam kondisi fisiologis yang optimal 
dengan aktivitas metabolit yang tinggi (Wulandari et 
al. 2022). Fase selanjutnya, yaitu fase stasioner dimulai 
pada jam ke-9 sampai jam ke-21 dan fase kematian 
terjadi pada jam ke-24. Fase stasioner ditandai dengan 
pertumbuhan bakteri yang relatif tetap karena jumlah 
sel yang tumbuh sama dengan sel yang mati, sedangkan 

fase kematian terjadi karena ketersediaan nutrisi 
esensial dalam media sudah berkurang (Wulandari 
et al. 2022).

Pembuatan kurva pertumbuhan sangat penting 
untuk menentukan waktu optimal pertumbuhan A. 
aceti sebelum ditambahkan ke dalam substrat pulp 
kopi untuk fermentasi asam asetat. Penambahan A. 
aceti ke dalam substrat fermentasi dilakukan saat 
bakteri berada pada fase logaritmanya, karena pada 
fase tersebut A. aceti mengalami peningkatan jumlah 
sel dan memiliki aktivitas yang besar sehingga proses 
fermentasi dapat berjalan secara optimal. A. aceti 
diinkubasi selama 8 jam sebelum diinokulasikan 
ke dalam substrat fermentasi pulp kopi, jumlah log 
sel yang diinokulasikan pada jam ke-8 yaitu sebesar 
8,26 CFU/ml (Gambar 1). Sesuai dengan pernyataan 

Gambar 1. Kurva pertumbuhan bakteri Acetobacter aceti pada 
media YPG yang diinkubasi pada suhu ruang

Tabel 2. Efisiensi penggunaan substrat dan pembentukan 
produk fermentasi asam asetat

Tabel 1 Karakteristik filtrat hasil fermentasi dengan A. aceti dan S. cerevisiae yang diinkubasi pada suhu ruang

Gambar 2. Grafik nilai pH dan total kadar asam asetat hasil 
fermentasi alkohol 5 hari dan asam asetat 7 hari

Perlakuan Nilai pH Total kadar 
asam (%)

Kadar gula 
total (mg/ml)

Kadar gula 
pereduksi (mg/ml)

Keterangan

A0
A1
A2
A1C

A2C

5,60±0,35
3,67±0,01
3,52±0,01
3,19±0,03

3,02±0,01

0,21±0,04
0,60±0,08
0,63±0,04
1,77±0,12

2,37±0,12

565,86 ± 4,28
38,92 ± 0,40
25,11 ±  0,35
17,23 ± 0,56

7,63 ± 0,44

162,65±3,24
7,77±0,48
4,69±0,36
3,49±0,34

1,85±0,23

Kontrol
Fermentasi alkohol 5 hari
Fermentasi alkohol 10 hari
Fermentasi alkohol 5 hari dan fermentasi asam 

asetat 7 hari
Fermentasi alkohol 10 hari dan fermentasi 

asam asetat 7 hari

Perlakuan YP/S∆S/SKeterangan

A1
A2
A1C

A2C

A1 + A1C

A2 + A2C

0,007
0,007
0,539

0,995

-

-

0,93
0,96
0,55

0,69

0,97

0,98

Fermentasi alkohol 5 hari
Fermentasi alkohol 10 hari
Fermentasi alkohol 5 hari dan 

fermentasi asam asetat 7 hari
Fermentasi alkohol 10 hari dan 

fermentasi asam asetat 7 hari
Fermentasi alkohol 5 hari + 

fermentasi kombinasi alkohol 5 
hari dan asam asetat 7 hari

Fermentasi alkohol 10 hari + 
fermentasi kombinasi alkohol 10 
hari dan asam asetat 7 hari Gambar 3. Grafik nilai pH dan total kadar asam asetat hasil 

fermentasi alkohol 10 hari dan asam asetat 7 hari
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Zubaidah et al. (2015); Muller et al. (2002) yang 
menyatakan bahwa penambahan starter A. aceti 
sebanyak 108 CFU/ml merupakan jumlah terbaik 
untuk memulai pembuatan produk fermentasi. Selain 
itu, penambahan A. aceti pada waktu pertumbuhan 
maksimumnya akan menghasilkan produk metabolit 
secara maksimal. 

Pengukuran pH dilakukan dengan tujuan untuk 
mengetahui pembentukan asam asetat selama proses 
fermentasi. Nilai pH pada proses fermentasi cuka 
pulp kopi menunjukkan adanya penurunan. Hal 
tersebut menandakan bahwa proses fermentasi pulp 
kopi dengan S. cerevisiae dan A. aceti menghasilkan 
asam yang menurunkan pH. Menurut Andayani et 
al. (2019); Idayanti dan Rosida (2022), penurunan 
nilai pH pada proses fermentasi disebabkan oleh 
adanya perombakan alkohol menjadi asam asetat. 
Pada proses perombakan tersebut terjadi pelepasan 
ion H+ dari asam asetat yang diperoleh selama proses 
fermentasi berlangsung. Selama proses fermentasi 
cuka pulp kopi, S. cerevisiae akan mengubah gula 
menjadi asam piruvat melalui jalur glikolisis atau 
jalur EMP (Embden-Meyerhoff-Parnas). Setelah 
proses glikolisis, tahap berikutnya yaitu perubahan 
asam piruvat menjadi asetaldehida oleh enzim piruvat 
dekarboksilase dan kemudian asetaldehida tersebut 
akan direduksi menjadi etanol dengan bantuan enzim 
alkohol dehidrogenase (ADH) (Miskah et al. 2016). 
Alkohol yang dihasilkan selanjutnya akan dioksidasi 
oleh A. aceti menjadi asetaldehida dengan bantuan 
enzim alkohol dehidrogenase (ADH), kemudian 
asetaldehida yang dihasilkan segera dioksidasi menjadi 
asam asetat oleh aldehida dehidrogenase (ALDH), 
selama proses oksidasi tersebut terjadi pelepasan ion 
H+ yang menyebabkan nilai pH menurun (Gomes et 
al. 2018).

Total asam asetat menunjukkan kenaikan selama 
proses fermentasi pulp kopi, dengan konsentrasi 
tertinggi  adalah 2,37% (Tabel 1) dengan yield product 
(YP/S) sebesar 0,99 (Tabel 2) yang berarti bahwa 
hampir seluruh substrat yang dikonsumsi oleh A.aceti 
berhasil dikonversi menjadi asam asetat. Berdasarkan 
ketetapan SNI 01-4371-1996 cuka fermentasi sekurang 
kurangnya harus memiliki kadar asam asetat sebesar 
4% (Said dan Darma 2021). Kadar asam asetat yang 
diperoleh belum memenuhi ketetapan SNI 01-4371-
1996, hal tersebut dapat disebabkan oleh berbagai 
faktor seperti banyaknya jumlah inokulum yang 
ditambahkan, bahan baku yang digunakan, dan lama 
waktu fermentasi (Laily et al. 2019; Said dan Darma 
2021). Nurismanto et al. (2014) menyatakan bahwa 
waktu fermentasi yang pendek akan menghasilkan 
kadar asam asetat yang lebih sedikit karena substrat 
belum sepenuhnya terdegradasi, selain itu banyaknya 
jumlah inokulum A. aceti yang ditambahkan sangat 
berpengaruh terhadap kadar asam asetat yang 

diperoleh. Semakin banyak jumlah inokulum A. aceti 
yang ditambahkan maka semakin tinggi kadar asam 
asetat yang diperoleh.

Said dan Darma (2021); Masriatini (2016) 
menyatakan bahwa jumlah minimum starter A. aceti 
yang ditambahkan ke dalam substrat fermentasi untuk 
menghasilkan kadar asam asetat sebesar 4% yaitu 
sebanyak 10% dari total larutan dan lama waktu 
fermentasi optimum untuk menghasilkan cuka yang 
sesuai dengan standar yaitu selama 7 hari. Namun, 
pada fermentasi asam asetat dari pulp kopi robusta 
penambahan inokulum sebanyak 10% dan lama waktu 
fermentasi selama 7 hari belum dapat menghasilkan 
asam asetat yang memenuhi ketetapan SNI 01-
4371-1996. Selain itu, faktor-faktor seperti suhu, 
pH, kadar alkohol, dan asam asetat yang terdapat 
pada substrat fermentasi juga dapat mempengaruhi 
hasil akhir fermentasi. A. aceti dapat tumbuh secara 
optimal pada suhu 25-30°C dengan nilai pH optimal 
untuk pertumbuhannya adalah 5,0-6,5, tetapi A. aceti 
masih dapat tumbuh dengan baik pada nilai pH yang 
lebih rendah karena A. aceti memiliki batas toleransi 
optimum pH mencapai 3,0-4,0. Kadar alkohol dan 
asam asetat yang terdapat pada substrat juga dapat 
mempengaruhi pertumbuhan dari A. aceti, bakteri 
tersebut memiliki toleransi optimum alkohol mencapai 
11-13%, sedangkan toleransi optimum terhadap asam 
asetat yaitu 5-8% (Andayani et al. 2019; Gomes 
et al. 2018; Kusmawati 2015; Qiu et al. 2021). 
Kondisi substrat fermentasi yang tidak sesuai akan 
mempengaruhi asam asetat yang diperoleh selama 
proses fermentasi berlangsung.

Karakteristik kadar gula pada cuka pulp kopi 
dilakukan dengan mengukur kadar gula total dan 
kadar gula pereduksinya. Kadar gula total merupakan 
nilai gula total yang menunjukkan karbohidrat yang 
terdapat dalam substrat, baik gula pereduksi dan gula 
non-pereduksi, termasuk di dalamnya monosakarida, 
disakarida, oligosakarida, dan polisakarida (Dewi 
et al. 2017). Gula pereduksi merupakan golongan 
karbohidrat yang mampu mereduksi senyawa penerima 
elektron, selain itu terdapat gugus aldehid atau keton 
bebas yang terletak pada bagian ujung molekul gula. 
Gula pereduksi adalah semua monosakarida yang 
didalamnya termasuk glukosa, xilosa, fruktosa, dan 
galaktosa, serta disakarida yaitu laktosa dan maltosa 
(Wardhana et al. 2022). Pulp kopi robusta memiliki 
kandungan gula monomer seperti glukosa, xilosa, 
fruktosa, dan galaktosa, serta oligosakarida seperti 
selobiosa, selooligosakarida, dan galaktooligosakarida 
(Putri 2022). Jenis-jenis gula yang terdapat dalam pulp 
kopi robusta berperan penting dalam pembentukan 
cita rasa pada cuka pulp kopi yang dihasilkan, tidak 
hanya memberikan rasa manis tetapi juga berkontribusi 
pada aroma.
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Kadar gula total dan kadar gula pereduksi pada 
cuka pulp kopi robusta mengalami penurunan dari awal 
hingga akhir proses fermentasi. Penurunan kadar gula 
tersebut menunjukkan bahwa substrat gula dikonsumsi 
oleh mikroorganisme selama proses fermentasi pulp 
kopi. Penurunan kadar gula yang signifikan selama 
proses fermentasi alkohol menunjukkan bahwa 
S. cerevisiae berhasil memecah karbohidrat pada 
substrat menjadi monosakarida yang kemudian diubah 
menjadi alkohol. Karbohidrat yang sudah diubah 
menjadi monosakarida dimanfaat oleh S. cerevisiae 
sebagai sumber karbon utama dalam pertumbuhan 
sel sehingga kandungan gula menurun (Pohan et al. 
2019). Penurunan kadar gula pada proses fermentasi 
asam asetat relatif lebih rendah karena A. aceti hanya 
mengkonsumsi sedikit gula dan cenderung lebih aktif 
mengubah alkohol menjadi asam asetat (Pohan et al. 
2019). Hal tersebut juga sesuai dengan pernyataan 
Zubaidah et al. (2015) yang menyatakan bahwa 
mikroorganisme akan lebih banyak menggunakan gula 
sebagai sumber karbon pada fermentasi anaerobik 
dibandingkan dengan fermentasi aerobik.

Kandungan gula pada substrat fermentasi pulp 
kopi robusta juga dapat mempengaruhi kadar asam 
asetat yang diperoleh. Pada tahap awal fermentasi, S. 
cerevisiae akan mengkonversi gula menjadi etanol. 
Setelah kadar etanol pada substrat fermentasi menjadi 
tinggi maka etanol akan dioksidasi oleh A. aceti 
menjadi asam asetat, dengan demikian kadar asam 
asetat yang diperoleh pada fermentasi pulp kopi juga 
ditentukan oleh kandungan gula, semakin banyak 
gula yang digunakan maka semakin banyak pula 
gula yang akan dikonversi menjadi asam asetat (Said 
dan Darma 2021). Namun demikian, pada substrat 
dengan kandungan gula yang terlalu tinggi, kinerja S. 
cerevisiae dalam merombak gula pun akan semakin 
besar sehingga kadar etanol yang dihasilkan oleh 
S. cerevisiae juga akan semakin tinggi. Umumnya 
toleransi khamir seperti S. cerevisiae dan terhadap 
etanol hanya sekitar 11-14% (v/v), pada kondisi 
substrat dengan kadar etanol yang lebih tinggi S. 
cerevisiae tidak lagi dapat tumbuh dengan baik dan 
mengalami kematian sehingga proses fermentasi tidak 
berjalan secara optimum (Silfia dan Agustini 2014). 
Faktor lain yang dapat mempengaruhi kadar asam 
asetat yang diperoleh adalah kemungkinan adanya 
kontaminasi selama proses fermentasi berlangsung. 
Dalam penelitian ini pasteurisasi dilakukan di awal 
dengan metode low temperature long time (LTLT) 
dengan tujuan untuk mencegah terjadinya kontaminasi 
selama proses fermentasi berlangsung. Apabila terjadi 
kontaminasi mikroorganisme lain pada substrat 
fermentasi maka pertumbuhan dari S.cerevisiae dan 
A. aceti yang digunakan menjadi terhambat sehingga 
proses fermentasi tidak berjalan secara optimal (Putri 

et al. 2021). Pembuatan cuka pulp kopi robusta melalui 
proses fermentasi dengan penambahan S. cerevisiae 
dan A. aceti memperoleh total asam asetat terbaik 
sebesar 2,37% dan pH 3,02 pada fermentasi alkohol 
10 hari dan fermentasi asam asetat 7 hari. Total asam 
tersebut masih belum memenuhi ketetapan SNI 01-
4371-1996.
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