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ABSTRACT 

 

The aim of this reasearch was to isolate and identify ethanol-producing bacteria from the Balinese arak 

industry. Samples were taken from three places in Bali's Karangasem Regency. Isolation was conducted 

by growing microorganisms from samples on Zymomonas Sukrosa Mobilis (ZSM) media to obtain pure 

isolates. The pure isolates were then screened using selective media to obtain  pure bacteria isolates. 

The isolates were then screened for ethanol producing bacteria. The ethanol determination were carried 

out qualitatively and quantitatively using potassium dichromate and scanning readings using UV-visible 

spectrophotometry. In the UV-visible spectra, the highest peak is observed at 579 nm. Seven best isolates 

were then grown in a 900 mL ZSM media and fermented for 10 days. The fermentation results were then 

distilled using a multilevel distillator. The best distillation alkohol result is 5.04±0,71 mL of ethanol 

produced by isolates with the code of BE-2410. Isolate BE-2410 were obtained from coconut fibers 

during fermentation. From the identification results, isolates BE-2410 was Grami-negative bacteria, 

rod bacteria, have the ability to produce catalase enzymes, and non-motile bacteria. This study proved 

that the bacteria had the ability to produce ethanol. 

Keywords : Arak, ethanol, fermentation, bacteria, bacteria isolation and identification, UV visible 

spectroscopy 

 

 

ABSTRAK 

 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri penghasil etanol dari 

industri arak Bali. Sampel diambil dari tiga titik di Kabupaten Karangasem Bali. Isolasi dilakukan 

dengan menumbuhkan mikroorganisme dari sampel pada media Zimomonas Sukrosa Medium (ZSM) 

untuk memperoleh isolat murni. Isolat murni ini kemudian diskrining dengan menggunakan media 

selektif untuk memdapatkan bakteri. Bakteri yang berhasil tumbuh kemudian diuji dan dikarakterisasi. 

Pengujian dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif menggunakan potasium dikromat dan pembacaan 

spektra menggunakan spektrofotometri UV-visible. Pada spektra dilakukan pengamatan terhadap peak  

tertinggi pada 579 nm. Sebanyak tujuh isolat terbaik kemudian ditumbuhkan dalam skala 900 mL dan 

difermentasi selama 10 hari. Hasil fermentasi kemudian didistilasi menggunakan distilator bertingkat. 

Hasil distilasi terbaik yaitu 5,04 mL etanol yang diproduksi oleh isolat dengan kode BE-2410. Isolat 

BE-2410 ini merupakan isolat yang diisolasi dari sampel sisa serabut kelapa pada saat proses fermentasi. 

Dari hasil karakterisasi, isolat BE-2410 merupakan bakteri Gram-negatif, berbentuk batang, memiliki 
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kemampuan menghasilkan enzim katalase, dan merupakan bakteri non-motil. Penelitian ini 

membuktikan bahwa terdapat bakteri yang memiliki kemampuan menghasilkan etanol. 

Kata kunci : Arak Bali, etanol, fermentasi, bakteri, isolasi dan karakterisasi bakteri, UV-visible 

spectroscopy 

 

PENDAHULUAN 

 

Peningkatan jumlah penduduk 

mengakibatkan konsumsi energi semakin 

besar. Sumber energi yang digunakan untuk 

memenuhi kebutuhan energi nasional saat ini 

masih didominasi oleh sumber energi fosil 

(Hardjosoemantri, 2000). Sumber energi fosil 

ini, merupakan sumber energi yang tidak 

dapat diperbaharui bila digunakan terus-

menerus (Komarayati et al., 2011).  Sumber 

daya fosil membutuhkan waktu ribuan 

bahkan jutaan tahun untuk dapat terbentuk 

kembali (Oscar, 2014). Hasil pembakaran 

senyawa pada sumber energi fosil 

mengandung senyawa beracun yang dapat 

membahayakan mahkluk hidup (Gunam et 

al., 2009). 

Indonesia memiliki beragam sumber 

daya alam (Lubis, 2017). Iklim tropis di 

Indonesia memungkinkan berbagai tanaman 

tumbuh sepanjang tahun (Umam, 2007). 

Tanaman merupakan salah satu bahan baku 

energi terbarukan (Oscar, 2014). Kondisi 

alam Indonesia memungkinkan banyak 

mikroorganisme tumbuh menyebar di alam 

dengan berbagai karakteristik (Hutapea, 

2016). Mikroorganisme ini telah banyak 

dimanfaatkan masyarakat secara tradisional. 

Masyarakat Bali mengetahui metode 

fermentasi dalam pembuatan arak 

menggunakan mikroorganisme. Arak bali 

diproduksi dengan menfermentasi nira lalu 

didistilasi, dan memiliki kandungan alkohol 

15−45% (Sukandana, 2017). Pada proses 

pembuatannya, masyarakat Bali biasanya 

hanya menambahkan lau (serabut kelapa dan 

kulit pohon bayur) pada nira sebagai starter 

alami. Dari fakta tersebut, diperkirakan pada 

lau terdapat mikroorganisme yang mampu 

mengkonversi zat gula menjadi etanol.  

Pada distilasi bertingkat, arak bali dapat 

menghasilkan etanol mencapai kadar lebih 

dari 80% dan berpotensi sebagai bahan bakar 

alternatif (Muku, 2009). Bioetanol 

merupakan alkohol hasil fermentasi dari 

bahan alami menggunakan mikroorganisme 

dan pada kadar tinggi dapat menjadi energi 

alternatif (Febriyanti et al., 2016). Bioetanol 

dapat diproduksi dengan menfermentasi 

bahan mengandung glukosa. Menurut Irvan 

(2015), kadar etanol optimal diperoleh bukan 

dari konsentrasi gula tertinggi, melainkan 

lebih kepada peranan mikroorganisme yang 

digunakan. 

Yudoamijoyo (1992), menemukan 

bahwa fermentasi skala besar paling banyak 

menggunakan mikroba dari golongan khamir 

(yeast) yaitu Saccharomyces cerevisiae untuk 

menghasilkan alkohol. Zhang et al., (2010) 

menemukan bahwa mikroba dari golongan 

bakteri seperti Zymomons mobilis, memiliki 

beberapa kelebihan dibanding khamir, 

diantaranya lebih toleran terhadap pH rendah, 

suhu, serta terhadap etanol konsentrasi tinggi. 

Menurut penelitian Dien et al., 2013 bakteri 

penghasil etanol memiliki potensi produksi 

etanol yang lebih efektif dan efiien. 

Berdasarkan fakta-fakta tersebut maka 

dilakukan penelitian untuk mengisolasi 

bakteri potensial penghasil etanol dari 

industri arak di Bali. 

 

METODE PENELITIAN  

 

Bahan dan Alat  

Bahan pada penelitian ini antara lain 

sampel yang terdiri dari nira aren, serabut 

kelapa, dan kulit pohon bayur. Bahan yang 

digunakan adalah media pertumbuhan 

menggunakan Zimomonas Sukrosa Medium 

(ZSM) dengan bahan 2 mg/mL amonium 
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sulfate ((NH4)2 SO4), 2 mg/mL potassium 

phosphate (KH2PO4), 0,5 mg/mL magnesium 

sulfate (MgSO4 7H2O4), 10 mg/mL yeast 

extract, 20 mg/mL glukosa, dan akuades. 

ZSMA dibuat dengan penambahan 15 

mg/mL agar. Media selektif dibuat dengan 

penambahan 0,083 mg/mL nysatin sebagai 

antifungal. Bahan pengujian dan tambahan 

yaitu NaCl, gliserol 40%, 0,22 g kalium 

dichromate (K2Cr2O7), 100 mL Sulfuric acid 

(H2SO4), 14 g/L Media sulfide indole motility 

(SIM), bahan pewarnaan Gram terdiri dari 

kristal violet, safranin, iodin dan alkohol. 

Alat yang digunakan pada penelitian ini 

antara lain botol kaca sebagai wadah (duran), 

gelas ukur, timbangan analitik, magnetic 

stirrer, plastik high density polyethylene 

(HDPE), gunting, coolbox, sarung tangan, 

plastik, laminar flow, perekat, inkubator, 

vortex, pipet mokro, bunsen, jarum ose, 

cawan petri, tabung reaksi, erlemyer, shaker, 

mikroskop, spektofotometri UV-visible. 

 

Pelaksanaan Penelitian  

Preparasi Media 

Media  pertumbuhan disiapkan terlebih 

dahulu menggunakan Zymomonas Sukrosa 

Medium (ZSM) yang dibuat dengan bahan 2 

mg/mL amonium sulfate ((NH4)2 SO4), 2 

mg/mL potassium phosphate (KH2PO4), 0,5 

mg/mL magnesium sulfate (MgSO4 7H2O4), 

10 mg/mL yeast extract, 20 mg/mL glukosa, 

dan akuades. ZSMA dibuat dengan 

penambahan 15 mg/mL agar. Media selektif 

dibuat dengan penambahan 0,083 mg/mL 

nysatin sebagai antifungal. Reagen pengujian 

menggunakan potasium dikromat yang 

dibuat dengan melarutkan 0,22 g kalium 

dichromate (K2Cr2O7) yang telah dioven 

selama 180 menit (200 oC) dalam 100 mL 

Sulfuric acid (H2SO4). 

 

Isolasi Bakteri dari Industri Arak  

Sampel bahan padat dipotong kecil 

terlebih dahulu untuk memperoleh berat 1 g 

dan sampel cair dihomogenkan sebelum 

diinokulasi pada media cair ZSM. Sampel 

kemudian diinokulasi pada media cair ZSM 

dalam tabung reaksi, bagian mulut tabung 

reaksi ditutup kapas steril dan diberi plastik 

HDPE panjang yang berfungsi sebagai 

penampung gas CO2 lalu bagian mulut tabung 

reaksi tersebut disegel rapat dengan rubber 

tape agar diperoeh kondisi kedap udara. 

Sampel kemudian diinkubasi selama 48 jam 

pada suhu 30 oC dan dilakukan pengamatan 

produksi gas CO2. Setelah masa fermentasi 

selesai sampel dihomogenkan menggunakan 

voetex, setelah itu  dilakukan pengenceran 

bertingkat 10-1 hingga 10-7. Pengenceran 

dilakukan dengan cara mengambil 0,5 mL 

sampel dan dimasukan dalam 4,5 mL NaCl 

0,85% steril lalu dihomogenkan dengan 

vortex dan didapatkan hasil pengenceran 10-

1. Dari hasil pengenceran 10-1 diambil 0,5 mL 

dan dimasukan dalam 4,5 mL NaCl 0,85% 

steril kemudian dihomogenkan sehingga 

didapatkan hasil pengenceran 10-2 dan begitu 

selanjutnya hingga diperoleh hasil 

pengenceran 10-7. Hasil pengenceran 10-5, 10-

6, dan 10-7 kemudian diinokulasi pada media 

ZSM padat dengan metode sebar 

menggunakan batang gelas bengkok dan 

diinkubasi 48 jam pada suhu 30 oC 

(Pugazhendy et al 2013).  

Mikroba yang tumbuh berbeda secara 

fisik (bentuk, warna, tepian dan elevansi) 

selanjutnya dimurnikam dengan metode 

kuandran gores (quadran streak) 

menggunakan jarum ose untuk mengambil 

mikroba kemudian digores pada media ZSM 

padat yang telah diberi antifungal sebagai 

media selektif (Moheni et al., 2016). Hasil 

goresan isolat kemudian diinkubasi 48 jam 

pada suhu 30 oC. Penambahan antifungal 

pada media bertujuan untuk penapisan 

mikroorganisme agar hanya bakteri yang 

dapat tumbuh pada media selektif.  

 

Uji Bakteri Penghasil Etanol 
Uji bakteri penghasil etanol bertujuan 

untuk menapiskan bakteri yang diperoleh 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Potassium_dihydrogen_phosphate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Potassium_dihydrogen_phosphate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Potassium_dihydrogen_phosphate
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pada tahap isolasi sehingga diperoleh bakteri 

yang memiliki kemampuan menghasilkan 

etanol. Setelah diperoleh bakteri yang dapat 

tumbuh pada media selektif, bakteri tersebut 

kemudian diinokulasi pada media ZSM cair 

dan diinkubasi selama 72 jam pada suhu 30 
oC untuk selanjutnya dilakukan uji kualitatif 

dan kuantitatif menggunakan potasium 

dikromat.  

 

Pembuatan Standar 

Sebelum melakukan uji kualitatif dan 

kuantitatif menggunakan potasium dikromat, 

terlebih dahulu dilakukan pembuatan standar. 

Standar dibuat untuk mengetahui 

perbandingan pencampuran yang tepat antara 

supernatan dan reagen potasium dikromat 

juga untuk menentukan panjang gelombang 

pembacaan absorbansi pada uji kuantitatif. 

Pertama, dilakukan pemindaian 

menggunakan UV-visible spektrofotometer 

pada media ZSM, potasium dikromat, etanol 

yang telah dicampur dengan reagen potasium 

dikromat, media ZSM  yang telah dicampur 

dengan potasium dikromat, dan media ZSM 

mengandung alkohol yang dicampur dengan 

reagen potasium dikromat. Hasil pemindaian 

kemudian dianalisis untuk menentukan 

perbandingan pencampuran dan pembacaan 

peak yang tepat. 

 

Uji Kualitatif 

Setelah masa fermentasi selesai, 

supernatan isolat diambil menggunakan 

metode sentrifugasi dengan kecepatan  5.000 

rpm selama 10 menit. Pada uji kualitatif, 

supernatan dicampurkan dengan reagen 

potasium diktomat sesuai perbandingan yang 

diperoleh dari hasil pembuatan standar, 

kemudian dinkubasi selama 30 menit dan 

diamati perubahan warna yang terjadi. 

 

Uji Kuantitatif 
Isolat hasil uji kualitatif kemudian 

digunakan untuk uji kuantitatif dengan 

pemindaian UV-visible untuk memperoleh 

spektra yang dihasilkan pada 300-700 nm dan 

dibaca menggunakan aplikasi Igor pro 8.1. 

Dari spektra yang dihasilkan ditentukan tujuh 

kandidat isolat penghasil etanol terbaik 

melalui pengamatan peak tertinggi pada 

spektra yang selanjutnya akan digunakan 

pada tahap produksi etanol. 

 

Produkasi Etanol 

Sebanyak tujuh kandidat isolat yang 

telah dipilih berdasarkan uji kuantitatif etanol 

digunakan untuk produksi etanol pada skala 

subtrat 900 mL. Subtrat menggunakan media 

ZSM steril dengan kandungan glukosa 20% 

dan difermentasi selama 10 hari pada suhu 

ruang dengan kondisi anaerob. Tujuh isolat 

terpilih diremajakan terlebih dahulu pada 

masing-masing 4 tabung reaksi berisikan 

media ZSM 5 mL dan diinkubasi selama 72 

jam pada suhu 30 oC. Seletah masa inkubasi 

pada tabung reaksi selesai, hasil peremajaan 

kemudian diinokulasikan masing-masing 

pada 2 erlenmeyer berisikan media ZSM 900 

mL lalu diinkubasi dengan kondisi yang sama 

dengan masa peremajaan. 

Isolat yeng tumbuh hasil perbanyakan 

sel pada erlemeyer disentrifugasi dengan 

kecepatan 5.000 rpm selama 15 menit. Pelet 

(sel) dicuci dengan membuang supernatan 

terlebih dahulu lalu menambahkan larutan 

NaCl 0,85% dan disentrifugasi kembali 

dengan metode yang sama sampai dua kali. 

Kemudian pelet (sel) di adjust (tingkat 

kekeruhan) dengan OD660 ± 5 agar jumlah 

starter yang diinokulasikan sama jumlahnya 

(Gunam et al., 2018). Sel isolat sebanyak 9 

mL diinokulasikan pada masing-masing 3 

botol subtrat yang telah disediakan (900 mL), 

lalu dilakukan masa inkubasi  selama 10 hari 

pada suhu ruang dan kondisi anaerob. Hasil 

fermentasi kemudian didistilasi 

menggunakan destilator bertingkat (2 stage). 

Distilat yang diperoleh kemudian dianaliasis 

kadar etanolnya dan dihitung total etanol.  
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Karakterisasi Bakteri Potensial Penghasil 

Etanol 

Isolat terbaik berdasarkan hasil 

produksi etanol kemudian dikarakterisasi 

berdasarkan morfologi (makroskopis dan 

mikroskopis) dan biokimia. 

Pengkarakterisasian morfologi diamati secara 

makroskopis, mikroskopis dan motilitas. 

Pengkarakterisasian biokimia dilakukan 

dengan uji katalase untuk mengetahui 

kemampuan isolat menghasilkan enzim 

katalase. 

 

Uji Morfologi 

Pada pengkarakterisasian morfologi 

dilakukan uji makroskopis, uji mikroskopis, 

dan uji motilitas. Uji makroskopis dilakukan 

dengan mengamati penampakan bakteri yang 

tumbuh sesuai tabel panduan Castell-

Polychromos 9216 meliputi ukuran, warna, 

bentuk koloni, elevansi, dan tepian koloni 

(Cappucino, 2013).  

Uji mikroskopis dilakukan dengan 

metode pewarnaan Gram. Pada pengujian ini 

terlebih dahulu disiapkan kaca preparat dan 

ditandai dengan spidol membentuk lingkaran 

dengan garis tengah sekitar 0,5 cm pada sisi 

bawah kaca preparat. Kultur murni yang 

tumbuh pada permukan media padat diambil 

dengan menggunakan jarum ose dan dioles 

pada permukaan kaca preparat kemudian 

ditetesi akuades steril untuk menyebarkan sel 

secara merata pada lingkaran kaca preparat. 

Olesan bakteri difiksasi dengan mengunakan 

bunsen hingga menjadi kering. Kemudian 

ditetesi larutan kristal ungu pada olesan 

bakteri hingga semua olesan terendam dan 

didiamkan selama satu menit. Setelah satu 

menit, olesan dicuci dengan akuades steril 

dan dikeringkan dengan tisu. Setelah itu, 

diberi larutan lugol dan didiamkan selama 

dua menit. Kemudian dicuci menggunakan 

etanol selama 4‒5 detik, dan selanjutnya 

dibilas menggunakan akuades. Setelah kering 

larutan safranin diteteskan pada preparat dan 

dibiarkan terendam selama satu menit. 

Kemudian dicuci menggunakan akuades 

steril dan dikeringkan. Kaca preparat 

kemudian diamati dibawah mikroskop 

dengan perbesaran 1000 kali (Madaniyah, 

2013).  

Pengamatan motilitas dilakukan untuk 

mengidentifikasi kemampuan bakteri 

bergerak (memiliki alat gerak). Uji motilitas 

dilakukan dengan menginokulasikan isolat 

bakteri dengan cara menusukkan jarum ose 

secara tegak lurus hingga setengah tinggi 

media Sulfit Indol Motility (SIM) pada tabung 

reaksi, kemudian diinkubasi selama 48 jam 

pada suhu 30 oC, setelah itu diperhatikan 

jejak pergerakan bakteri (Hanafiarti, 2015). 

 

Uji Biokimia 

Pada uji biokimia dilakukan dengan 

metode uji enzim katalase. Pengujian enzim 

katalase dilakukan menggunakan hidrogen 

peroksida (H2O2). Isolat yang tumbuh pada 

permukan media ZSM padat diambil 

menggunakan jarum ose dan dioleskan pada 

cawan petri steril lalu ditetesi hidrogen 

peroksida (H2O2) dan diamati. Jika pada 

isolat bakteri yang ditetesi terbentuk 

gelembung-gelembung udara, maka bakteri 

tersebut memiliki kemampuan menghasilkan 

enzim katalase (positif katalase) (Kitai et al., 

2005).   

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Isolat Bakteri dari Industri Arak 

Pengambilan sampel dilakukan di 3 

lokasi, dari lokasi pertama (Desa Tri Eka 

Buana) sebanyak 3 sampel, dari lokasi kedua 

(Desa Tri Eka Buana) sebanyak 8 sampel, dan 

dari lokasi ketiga (Desa Seraya Barat) 

sebanyak 3 sampel.  Dari 14 sampel tersebut 

hannya 10 sampel yang mengandung 

mikroorganisme dan dapat dilanjutkan ke 

tahap berikutnya. Sepuluh sampel tersebut 

adalah sampel yang menunjukkan 

karakteriristik pertumbuhan seperti 

menghasilkan gas CO2 dan perbanyakan sel 
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pada media ZSM cair. Dari sepuluh sampel 

ini diperoleh 74 isolat mikroorganisme dan 

diberi kode berdasarkan lokasi pengambilan 

masing masing isolat. Kemudian 74 

mikroorganisme tersebut ditumbuhkan pada 

media selektif ZSM padat yang telah diberi 

atifungal (Nystatin) untuk penapisan isolat 

bakteri. Sebanyak 33 isolat bakteri berhasil 

tumbuh pada tahapan ini dengan kemampuan 

pertumbuhan yang berbeda (Tabel 1). 

Tabel 1. Kemampuan tumbuh isolat yang 

lolos penapisan pada media selektif 

No 
Kode Isolat 

Keterangan 

Pertumbuhan 

1.  BE-115 ++ 

2.  BE-227 A ++++ 

3.  BE-226 ++ 

4.  BE-2210 +++ 

5.  BE-253 ++++ 

6.  BE-2211 +++ 

7.  BE-122 +++ 

8.  BE-123 +++ 

9.  BE-225 +++ 

10.  BE-224 +++ 

11.  BE-124 + 

12.  BE-125 ++++ 

13.  BE-242 ++++ 

14.  BE-284 ++++ 

15.  BE-272 ++++ 

16.  BE-282 ++++ 

17.  BE-276 ++++ 

18. BE-246 ++++ 

19. BE-244 ++++ 

20. BE-227 ++++ 

21. BE-2410 ++ 

22. BE-279 ++++ 

23. BE-285 ++++ 

24. BE-229 +++ 

25. BE-274 ++++ 

26. BE-217 ++++ 

27. BE-221 ++ 

28. BE-126 + 

29. BE-228 A ++++ 

30. BE-228 B ++++ 

31. BE-223 A +++ 

32. BE-223 B +++ 

33. BE-273 + 

Antifungal akan menghambat 

pertumbuhan jamur (Hamidah, 2013). 

Antifungal akan menghambat pertumbuhan 

jamur dengan merusak dinding sel jamur 

(Muchler, 1999).  Antifungal bekerja dengan 

menghambat biosintesis kitin sehingga fungsi 

diding sel tergangu (Frangklin et al., 2005). 

Selain itu anti fungal juga dapat menghambat 

biosintesis glukan yang berfungsi 

mensintesis glukosa sebagai sumber energi 

(Frangklin et al., 2005). Selain merusak 

diding sel, antifungal akan merusak membran 

sel dengan cara merusak fungsi 

mannoprotein, berinteraksi dengan ergosterol 

sehingga menyebakan kebocoran membran 

sel (Jawetz et al., 2005). Dengan demikian, 

pada penapisan yang dilakukan hanya bakteri 

yang tumbuh. 

 

Hasil Uji Bakteri Penghasil Etanol 

Standar pengamatan 

Pembuatan standar dilakukan sebelum 

pengujian kuantitatif alkohol dilakukan. 

Standar dibuat dengan mengamati perubahan 

puncak (peak) pada larutan potasium 

dikromat, media, dan alkohol menggunakan 

Spektrofotometri UV-visible. Pada Gambar 1 

peak potasium dikromat berada di bawah 400 

nm dan grafik media memiliki spektra. Pada 

gambar diatas juga diperlihatkan bahwa 

reaksi antara alkohol dan reagen terbentuk 

dua peak pada titik 411 nm dan 579 nm. 

Namun pada grafik tersebut belum dipastikan 

panjang gelombang yang dapat digunakan 

untuk analisis karena tidak terdapat 

perbedaan signifikan pada grafik yang 

terbentuk. Maka dilakukan percobaan dengan 

kombinasi perbandingan volume antar ZSM 

dan reagen (Gambar 2). 

Pada spektra UV-visible (Gambar 2) 

dapat diamati bahwa spektra campuran 

dengan volume ZSM dominan (20:1) akan 

menyerupai bentuk spektra ZSM begitu juga 

pada spektra dengan volume potasium 

dikromat dominan (1:20). Pada spektra 
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dengan perbandingan lain dapat dilihat 

bahwa media dapat bereaksi dengan reagen 

dan menyebabkan pergeseran peak spektra. 

Perbandingan volume campuran ZSM dan 

potasium dikromat yang terbaik dapat 

diamati pada perbandingan 3:18‒18:3. 

Berdasarkan hasil tersebut, kemudian dipilih 

perbandingan volume 6:15; 1:1; dan 15;6 

untuk diuji coba pada media mengandung 

alkohol 5% dan 30%. Spektra hasil percobaan 

tersebut dapat dilihat pada Gambar 3. 

 
Gambar 1. Spectra reaksi antara alkohol dan potasium dikromat 

 
Gambar 2. Spektra reaksi antara ZSM dan reagen. 

 
Gambar 3. Spektra reaksi ZSM beralkohol dengan reagen

Peak potasium 

dikromat 
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Pada diatas dilihat bahwa terbentuk 

peak pada 411 nm dan 579 nm. Namun, peak 

pada 411 nm tidak konsisten, kemudian 

dilakukan penambahan reagen sehingga 

perbandingan volume reagen dan media 

menjadi 1:20. Setelah dilakukan penambahan 

potasium dikromat hingga perbandingan 

1:20, dari gambar di atas dapat diamati 

terbentuk peak baru pada spektra media 

mengandung alkohol 5% yang menunjukkan 

gugus potasium dikromat berlebih dan peak 

tersebut tidak terdapat pada spektra media 

mengandung alkohol 30% yang berarti tidak 

ditemukan gugus potasium berlebih. Peak 

yang terbentuk pada 411 nm juga tetap tidak 

konsisten. Berdasarkan hasil spektra di atas 

kemudian ditentukan titik pembacaan peak 

yang akan digunakan, yaitu pada 579 nm, 

karena pada titik ini spektra alkohol 30% 

memiliki peak tertinggi. Hal ini juga 

didukung oleh penelitian Horia et al.(2014) 

yang menyatakan bahwa nilai absorbansi 

alkohol dan potasium diktomat dapat diamati 

pada 520 nm‒610 nm. Berdasarkan hal-hal 

tersebut maka pencampuran supernatan dan 

potasium dikromat dikromat dilakukan 

dengan perbandingan 1:20 dan pembacaan 

peak spektra dilakukan di panjang gelombang 

579 nm. 

 

Hasil Uji Kualitatif Etanol 

Pada pengujian kualitatif, supernatan 

hasil fermentasi yang direaksikan dengan 

potasium dikromat akan berubah warna dari 

jingga menjadi hijau kebiruan bila supernatan 

terindikasi mengandung gugus etanol. 

Adapun hasil uiji kualitatif dapat dilihat pada 

Table 2. 

Dari hasil pengamatan etanol kualitatif 

tersebut, terdapat lima warna pada hasil akhir 

diantaranya tetap berwarna jingga (tidak 

menunjukkan perubahan warna), jingga 

kehijauan, hijau, hijau kebiruan, dan biru. 

Dari keempat warna yang menunjukkan 

perubahan warna dapat dilihat bahwa 

supernatan mengalami perubahan akibat 

reaksi kimia. Reaksi kimia ini dapat terjadi 

karena rantai karbon pada reagen potasium 

dikromat berikatan dengan gugus -OH pada 

supernatan hasil fermentasi bakteri dan 

merubah warna zat yang semula jingga 

menjadi hijau ataupun biru.  

Tabel 2. Hasil Uji Kualitatif Etanol 

No 

Kode 

Isolat 

Warna 

Awal Warna Akhir 

1.  BE-115 Jingga Jingga Kehijauan 

2.  BE-227A Jingga Jingga 

3.  BE-226 Jingga Biru 

4.  BE-2210 Jingga Jingga 

5.  BE-253 Jingga Jingga 

6.  BE-2211 Jingga Jingga Kehijauan 

7.  BE-122 Jingga Jingga Kehijauan 

8.  BE-123 Jingga Biru 

9.  BE-225 Jingga Biru 

10.  BE-224 Jingga Jingga 

11.  BE-124 Jingga Hijau Kebiruan 

12.  BE-125 Jingga Jingga 

13.  BE-242 Jingga Jingga 

14.  BE-284 Jingga Biru 

15.  BE-272 Jingga Jingga 

16.  BE-275 Jingga Biru 

17.  BE-276 Jingga Hijau 

18.  BE-246 Jingga Hijau Kebiruan 

19.  BE-244 Jingga Biru 

20.  BE-227 Jingga Hijau Kebiruan 

21.  BE-2410 Jingga Biru 

22.  BE-279 Jingga Jingga 

23.  BE-285 Jingga Biru 

24.  BE-229 Jingga Jingga 

25.  BE-274 Jingga Hijau 

26.  BE-217 Jingga Jingga 

27.  BE-221 Jingga Jingga 

28.  BE-126 Jingga Jingga 

29.  BE-228A Jingga Jingga 

30.  BE-228B Jingga Jingga 

31.  BE-223A Jingga Jingga 

32.  BE-223B Jingga Biru 

33.  BE-273 Jingga Jingga 

Hal ini sesuai dengan hasil penelitian 

Jamaliah (2011) bahwa potasium dikromat 

akan berikatan pada gugus -OH pada ikatan 
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rantai karbon dan membentuk aldehid yang 

kemudian teroksidasi lebih lanjut membentuk 

asam karboksilat dan ion Cr2O7
2- yang 

berwarna jingga tereduksi menjadi ion Cr3+ 

berwarna hijau kebiruan. 

 

Hasil Uji Kuantitatif Etanol 

Uji kuantitatif alkohol dilakukan 

dengan mencampurkan supernatan hasil 

fermentasi dengan potasium dikromat 

kemudian dilakukan pemindaian 

menggunakan spektofotometri UV-visible. 

Hasil spektra spektrofotometri UV-visible 

dapat dilihat pada Gambar 4 yang telah dibagi 

berdasarkan kelompok pengerjaan. Pada uji 

kuantitatif alkohol sebanyak 14 spektra 

diindikasi menghasilkan gugus alkohol (-

OH), sedangkan spektra lain menyerupai 

spektra potasium dikromat (tidak terindikasi 

mengandung gugus alkohol). Dari hasil 

spektra kemudian dipilih tujuh isolat yang 

memiliki nilai peak  tertinggi pada 579 nm. 

Tujuh isolat terbaik tersebut dikorelasikan 

dengan data analisis uji kualitatif alkohol 

yang telah dilakukan sebelumnya. Hasil 

pemilihan tujuh isolat terbaik ini dapat dilihat 

pada Tabel 3. 

 
Gambar 4. Gruop pengamatan spectra reaksi 

supernatan isolat dengan reagen 

Tabel 3. Isolat Potensial Hasil Uji Kuantitatif 

No Kode Nilai 

Absorbansi 

Keterangan 

kualitatif 

1.  BE-124 0,249 Hijau 

Kebiruan 

2.  BE-275 0,236 Biru 

3.  BE-244 0,232 Biru 

4.  BE-285 0,227 Biru 

5.  BE-223B 0,225 Biru 

6.  BE-225 0,225 Biru 

7.  BE-2410 0,224 Biru 

Dari 14 spektra yang terindikasi 

mengandung gugus etanol (-OH) kemudian 

dipilih tujuh spektra dengan nilai absobansi 

tertinggi. Pada data di atas dapat dilihat 

bahwa nilai absorbansi tujuh isolat terbaik 

linier dengan hasil uji kualitatif yang 

sebelumnya telah dilakukan, dan secara 

kimiawi dapat diamati terjadi oksidasi gugus 

-OH pada supernatan yang mengakibatkan 

terjadinya perubahan warna. Tujuh isolat ini 

kemudian ditumbuhkan pada skala produksi 

yang lebih besar (900 mL) selama 10 hari. 

 

Hasil Produksi Etanol 

Produksi etanol dilakukan dengan 

menfermentasi subtrat berupa media ZSM 

dengan kadar glukosa 20% menggunakan 

isolat terpilih dengan OD660 ± 5 agar jumlah 

starter yang diinokulasikan sama jumlahnya 

(Gunam et al., 2018). Hasil fermentasi 

selama 10 hari ini kemudian didistilasi 

bertingkat (dua stage) dan dihitung total 

etanolnya. Dari hasil produksi dapat dilihat 

bahwa selisih total padatan terlarut 
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berbanding lurus dengan total etanol hasil 

produksi. Hal tersebut dapat terjadi karena 

glukosa yang terlarut dalam media dikonversi 

oleh mikroorganisme menjadi etanol. Nilai 

selisih total padatan terlarut tertinggi adalah 

2,01 ± 0,21% brix  linier dengan total etanol 

yang dihasilkan 5,04 ± 0,71 mL pada isolat 

BE-2410. Hasil total etanol dapat dilihat pada 

Tabel 4. 

Tabel 4. Hasil Analisis Etanol 

Kode Isolat 

Padatan 

Terlarut Awal 

(%brix) 

Padatan 

Terlarut Akhir 

(%brix) 

Selisih Total 

Padatan 

Terlarut (%brix) 

Total Etanol 

(mL) 

BE-224 18,75 ± 0,05 18,53 ± 0,20 0,22 ± 0,16 0,43  ±  0,28 

BE-275 18,76 ±  0,12 17,73 ± 0,13 1,03 ± 0,13 2,91 ± 0,61 

BE-244 18,23 ± 0,06 17,02 ± 0,59 1,20 ± 0,59 4,67 ± 0,98 

BE-285 17,86 ± 0,05 16,97 ± 0,29 0,89 ± 0,29 3,53 ± 1,14 

BE-223 B 18,05 ± 0,05 17,76 ± 0,07 0,29 ± 0,12 0,79 ± 0,36 

BE-225 17,75 ± 0,08 17,56 ± 0,06 0,19 ± 0,07 0,38 ± 0,21 

BE-2410 18,53 ± 0,03 16,53 ± 0,24 2,01 ± 0,21 5,04 ± 0,71 

Nilai selisih total padatan terlarut 

terendah adalah 0,19 ± 0,07%brix berbanding 

lurus dengan total etanol yang dihasilkan. 

Nilai selisih padatan terlarut merupakan 

penurunan kadar glukosa terlarut dalam 

media pertumbuhan. Menurut Reed et 

al.(1991) dalam Fadilah (2018) penurunan 

total padatan terlarut terjadi karena proses 

pemecahan glukosa menjadi alkohol 

sehingga kandungan glukosa mengalami 

penurunan yang mengakibatkan nilai total 

padatan terlarut juga menurun. Menurut Yang 

et al., (2009) mikrorganisme dari kelompok 

bakteri, seperti Zymomonas mampu 

menfermentasi glukosa, menghasilkan etanol 

dan karbondioksida. Dari keseluruhan hasil 

produksi dapat diamati bahwa nilai total 

etanol yang diperoleh cenderung kecil. 

Terdapat dua kemungkinan yang 

menyebabkan hal ini terjadi, kemungkinan 

pertama adalah bakteri yang diisolasi telah 

banyak berkurang akibat penambahan 

serabut kelapa pada awal fermentasi, 

kandungan fenolik pada serabut kelapa 

bersifat anti bakteri (Thakur et al., 2015). 

Kemungkinan lain adalah tidak terdapatnya 

bakteri yang berpotensi memproduksi 

alkohol kadar tinggi di lokasi pengambilan 

sampel. 

 

Hasil Karakterisasi Bakteri Potensial 

Penghasi Etanol 

Bakteri paling potensial yang diperoleh 

dari serangkain proses isolasi adalah bakteri 

dengan kode BE-2410. Pengkarakterisasian 

bakteri paling potensial dilakukan dengan uji 

morfologi dan uji biokimia. 

Hasil uji morfologi meliputi 

makroskopis, mikroskopis dan motilitas. 

Pengamatan makroskopis pada isolat bakteri 

BE-2410 menunjukan bahwa bakteri 

memiliki karakteristik makroskopis berwarna 

bening kekuningan, berukuran <1 mm, 

berbentuk bulat (circular), permukaan sedikit 

menonjol, hampir rata (convex), dan tepian 

berbentuk melengkung rapih. 

Pengamatan mikroskopis dilakukan 

dengan metode pewarnaan Gram bertujuan 

untuk menentukan suatu bakteri termasuk 

Gram-positif ataupun Gram-negatif. Hasil 

pengamatan makroskopis menunjukkan 

bakteri BE-2410 merupakan bakteri Gram-

negatif. Hal ini dapat dilihat karena hasil 

pewarnaan Gram menunjukkan bakteri BE-
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2410 tidak dapat mempertahankan zat warna 

kristal violet sehingga warna yang tampak 

pada mikroskop cahaya dengan perbesaran 

1000 kali adalah warna merah muda, selain 

itu dari hasil pewarnaan Gram dapat dilihat 

bentuk bakteri dan BE-2410 merupakan 

bakteri berbentuk batang (basil). Hasil 

pewarnaan isolat bakteri BE-2410 dapat 

dilihat pada Gambar 5. 

 
Gambar 5. Hasil pewarnaan Gram isolat 

bakteri BE-2410 

Pada uji motilitas, bakteri yang 

memiliki alat gerak (kemampuan untuk 

bergerak) akan ditandai dengan hasi 

pertumbuan pada media Sulfide Indole 

Motility (SIM).  Bakteri yang memiliki alat 

gerak akan tumbuh menyebar dari garis 

tusukan dan meningalkan jejak menyerupai 

akar, sedangkan bakteri yang tumbuh tidak 

menyebar (hanya tetap pada garis tusukan) 

diindikasi merupakan bakteri non-motil. 

Bakteri BE-2410 merupakan bakteri non-

motil karena hanya tumbuh pada garis 

tusukan saat diinokulasi pada media SIM 

seperti gambar berikut ini. 

 
Gambar 6. Hasil uji motilitas bakteri BE-

2410 pada media SIM 

Uji biokimia dilakukan dengan metode 

uji katalase. Uji katalase dilakukan untuk 

mengidentifikan kemampuan isolat 

menghasilkan enzim katalase. Isolat bakteri 

yang dioles pada cawan petri steril dan 

ditetesi hidrogen peroksida (H2O2) kemudian 

dilakukan pengamatan. Enzim katalase akan 

memecah ikatan H2O2 menjadi air dan 

oksigen. Terbentuknya oksigen ini dapat 

ditandai dengan munculnya gelembung udara 

pada hasil test (Kitai et al., 2005). 

Kemampuan isolat memecah H2O2 yang 

bersifat toksik dan terbentuk saat fermentasi 

ini menandakan bahwa isolat dapat tumbuh 

pada kondisi anaerob (Dewi, 2013). 

Berdasarkan hasil uji katalase, bakteri BE-

2410 merupakan bakteri penghasil enzim 

kalatase karena, saat ditetesi hidrogen 

peroksida (H2O2) isolat memberi respon 

terbentuknya gelembung seperti Gambar 7. 

 

 

Gambar 7. Hasil uji katalase

BE-2410 
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KESIMPULAN 

  

Kesimpulan  

Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan maka dapat disimpulkan beberapa 

hal sebagai berikut :  

1. Terdapat bakteri yang memiliki 

kemampuan menghasilkan etanol dari 

proses fermentasi. Isolat bakteri yang 

diisolasi dari industri arak Bali di 

Kabupaten Karangasem memiliki 

kemampuan menghasilkan etanol yang 

berbeda.  

2. Kemampuan isolat bekteri yang tertinggi 

adalah 5,04 mL setelah fermentasi 

selama 10 hari oleh isolat BE-2410 yang 

diisolasi dari serabut kelapa saat 

fermentasi nira berlangsung pada lokasi 

kedua.  

3. Setelah dikarakterisasi, isolat bakteri 

BE-2410 merupakan bakteri Gram-

negatif berbentuk batang non-motil dan 

memiliki kemampuan menghasilkan 

enzim katalase. Karena isolat mampu 

menghasilkan enzim katalase, BE-2410 

merupakan bakteri yang optimum hidup 

pada kondisi aerobik atau aerobik 

fakultatif. 

Saran  

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat 

disarankan untuk dilakukan penelitian 

lanjutan guna mengetahui spesies isolat 

bakteri penghasil bioetanol yang diisolasi 

dari industri arak Bali. Selain itu, bila 

penelitian baru dilakukan untuk mengisolasi 

bakteri dari lokasi lain, disarankan agar 

sampel yang diperoleh tidak mengandung 

senyawa fenolik yang memiliki sifat 

antibakteri alami dan pengambilan sampel 

sebaiknya dilakukan secara anaerobik. 
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