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ABSTRAK 

Meningkatnya pembangunan kedai kopi di Yogyakarta memberikan dampak peningkatan 

akumulasi dan kemungkinan kontaminasi kafein. Kafein merupakan salah satu senyawa 

rekalsitran yang sulit untuk didegradasi. Namun, ada beberapa mikroorganisme yang 

mampu mendegradasi senyawa ini. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi secara molecular bakteri 

potensial yang mampu mendegradasi kafein. Sampel limbah diambil dari sampel tanah 

yang terkontaminasi limbah kafein. Isolat yang didapat diseleksi menggunakan medium 

pertumbuhan selektif khusus untuk kafein. Selain itu dilakukan uji biokimia dan studi 

mikrokosmos untuk mengetahui kemampuan isolat terhadap kafein. Identifikasi bakteri 

secara molekular dilakukan menggunakan pasangan primer spesifik untuk Pseudomonas 

sp, dan Enterobacteriaceae yang mentarget gen-gen 16s rDNA, phlD, dan gyrB, serta 

primer universal untuk deteksi bakteri gram positif. 

Berdasarkan hasil penelitian, ditemukan dua isolat potensial yang termasuk dalam bakteri 

gram positif dan berbentuk batang. Hasil dari studi mikrokosmos menunjukkan bahwa 

kedua isolat dapat tumbuh pada medium dengan konsentrasi kafein sebesar 10%. 

Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengetahui kondisi optimal kemampuan degradasi 

bakteri terhadap kafein, serta memastikan jenis  bakteri. 

Kata Kunci: kafein, 16S rDNA, phlD, gyrB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

©UKDW



xi 
 

 
 

Isolation and Identification of Degrading Bacteria in Coffee Grounds 

 

Gabriella Anindita 

31110004 

 

Faculty of Biotechnology, Dept. of Biology 

Duta Wacana Christian University, Yogyakarta 

 

 

 

ABSTRACT 

The increased number of coffee shop in Yogyakarta give rise to the accumulation and 

possible contamination of caffeine. It is already known that caffeine is consider as one of 

the recalcitrant molecule which is not easy to be degraded. However, some 

microorganisms are able to degrade this molecule. 

This research was done with the objective to isolate potential bacteria able to degrade 

caffeine, and molecularly identify them. Samples are collected from solid waste caffeine- 

contaminated soil. Bacterial isolation was done by mean of selective media; the resulting 

isolates were then biochemically tested and microcosm study were set up. Identification of 

the bacteria were performed by specific primer pairs targeting 16S rDNA, phlD, and gyrB 

genes of Pseudomonas sp and Enterobacteriaceae, and also universal primer for gram 

positive bacteria. 

Two potential isolates for caffeine degradation were obtained, both of gram positive bacil. 

Microcosm studies showed they were able to grow and degrade caffeine up to 10%. 

Molecular identification with primer pairs commonly used for Pseudomonas sp and 

Enterobacteriaceae confirmed that the two isolates are not the member of those bacteria. 

One isolate gave a positive result when amplified using universal primer for gram positive 

bacteria. Further study need to be done to improve optimum degradation condition as well 

as to better characterize the bacteria obtained. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. LATAR BELAKANG 

Industri kuliner merupakan salah satu industri yang saat ini berkembang pesat di 

Indonesia, terutama pada daerah-daerah tujuan wisata. Industri kuliner ini meliputi 

makanan dan minuman dari Nusantara. Saat ini industri minuman mengalami 

peningkatan baik dalam segi kuantitas maupun jenis minuman yang dijual. Kedai atau 

warung kopi merupakan contohnya. Di kota-kota besar terjadi pembangunan kedai atau 

warung kopi yang cenderung tinggi, khususnya di Kota Yogyakarta. Pada tahun ini, 

kedai kopi dapat ditemui di setiap penjuru kota Yogyakarta. Dari data yang ada terdapat 

sekitar 71 kedai atau warung kopi besar yang akan dibangun di Yogyakarta 

(Karunasari, 2012). 

Peningkatan pembangunan kedai atau warung kopi ini tidak diimbangi dengan 

pemikiran pembangunan sistem pengolahan limbah industri tersebut. Akibatnya limbah 

padat produksi kopi ini langsung dibuang ke selokan atau badan sungai. Jika demikian, 

akan terjadi penumpukan limbah kopi yang semakin meningkat dan akan membuat 

badan sungai tercemar. Selain limbah cair kopi yang dihasilkan, terdapat pula limbah 

padat, seperti ampas kopi yang juga dibuang. Pembuangan ampas kopi ini tidak jauh 

berbeda dengan pembungan limbah cair kopi. Ampas kopi yang sudah tidak terpakai 

lagi biasanya hanya dibuang pada tanah atau sekitar lokasi kedai kopi. Akibatnya terjadi 

penumpukan ampas kopi di tanah sekitar kedai kopi dan lebih lanjut mencemari tanah 

sekitarnya. 

Pembuangan ampas kopi yang berlebihan ke tanah juga mengakibatkan kondisi 

tidak ideal pada tanah sebagai media pertumbuhan tanaman. Hal ini terlihat dari tanah 

lokasi pengambilan sampel yang tidak ditumbuhi tanaman. Berbeda dengan kondisi 

tanah di dekat pembungan ampas kopi, tanah ini ditumbuhi dengan tanaman-tanaman 

lain.   

Kafein merupakan senyawa yang terdapat pada kopi. Kafein juga termasuk salah 

satu senyawa toksik yang sulit diurai dengan sendirinya. Akibatnya limbah kafein ini 

tidak dapat langsung dibuang pada badan sungai ataupun tanah karena dapat 

mempengaruhi ekosistem akuatik dari badan sungai tersebut (Gummadi et al, 2012). 

Sifatnya yang memiliki kelarutan tinggi menyebabkan senyawa ini mudah terdeposit 
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dalam tanah. Dengan demikian adanya penambahan sedikit kafein saja, akan 

mempengaruhi konsentrasi maupun pH tanah. 

Senyawa seperti kafein, yang sulit untuk diurai di alam dengan sendirinya disebut 

sebagai senyawa yang rekalsitran. Senyawa rekalsitran umumnya sulit diurai karena 

sudah berikatan dengan molekul lain sehingga perlu peran khusus dari mikrobia. 

Mikrobia yang mampu mengurai senyawa rekalsitran merupakan mikrobia yang telah 

resisten terhadap senyawa rekalsitran tersebut.  

Peran dari mikrobia, seperti bakteri maupun fungi dibutuhkan untuk memecah 

senyawa kafein dalam tanah. Pada prinsipnya terdapat jenis mikrobia tertentu yang 

memiliki kemampuan mendegradasi senyawa kafein yang terdeposit dalam tanah. 

Senyawa kafein ini sendiri tidak terlalu disukai oleh mikrobia dalam bermetabolisme. 

Meskipun demikian, mikrobia tersebut apabila terpaksa, menggunakan kafein sebagai 

sumber karbon dalam melakukan metabolisme. Beberapa bakteri yang mampu 

memecah kafein adalah Pseudomonas sp, Serratia sp, dan Bacillus sp sedangkan fungi 

yang berperan adalah kelompok Aspergillus sp, Penicillium  sp, Stemphylium sp, 

Rhizopus sp, dan Phanerochaete sp (Gummadi et al. 2012; Dash & Gummadi 2006).  

Penelitian ini menggunakan limbah ampas kopi dari kedai kopi yang berada di 

sekitar Babarsari, Yogyakarta. Limbah ampas kopi yang digunakan langsung diambil 

dari limbah buangan ampas kopi yang sudah menumpuk di samping kedai kopi 

tersebut. Dengan demikian, dapat dikatakan bahwa limbah ampas kopi sudah 

mengalami kontak yang cukup lama dengan tanah. Pengambilan limbah ampas kopi 

dilakukan dengan perbedaan kedalaman pengambilan sampel dengan tujuan untuk 

mencari jenis mikrobia yang mampu hidup dan menggunakan ampas kopi dalam 

metabolisme. 

 

1.2. RUMUSAN MASALAH 

Mengidentifikasi jenis mikroorganisme yang mampu mendegradasi limbah kafein 

dengan melakukan isolasi terhadap mikroorganisme yang tumbuh pada limbah kafein. 

Selain itu juga diuji kemampuan mikroorganisme yang didapat dalam mendegradasi 

limbah kafein. 
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1.3. TUJUAN PENELITIAN 

Penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi jenis bakteri yang 

berperan dalam degradasi kafein dengan menggunakan penanda molekuler.  

 

 

 

1.4. MANFAAT PENELITIAN 

1. Memperkaya koleksi mikrobia kandidat pendegradasi senyawa kafein. 

2. Menjadi pertimbangan pihak kedai kopi ketika membuang limbah ampas kopi agar 

ditangani dengan baik. 
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BAB V 

KESIMPULAN 

Hasil penelitian yang telah dilakukan mengenai isolasi dan identifikasi 

bakteri yang berperan dalam degradasi limbah kafein, dapat disimpulkan 

bahwa pada 3 jenis sampel yang diambil (bagian atas ampas kopi, bagian 

tengah antara ampas kopi dengan tanah, dan bagian bawah tanah) diperoleh 2 

jenis isolat yang memiliki kemampuan memanfaatkan kafein sebagai sumber 

karbon. Berdasarkan uji biokimia yang telah dilakukan kedua isolat diduga 

merupakan kelompok bakteri Bacillus sp. Uji molekular yang dilakukan 

menunjukkan bahwa isolat A termasuk dalam kelompok bakteri gram positif. 

Meskipun demikian perlu dilakukan uji penegasan pada kedua isolat 

sehingga dapat diketahui lebih pasti spesies kedua isolat tersebut. Selain itu, 

perlu dilakukan uji biodegradasi dan pengukuran konsentrasi kafein pada 

kedua isolat pada konsentrasi kafein 10% - 15% sehingga dapat diketahui 

kemampuan optimal kedua isolat dalam mendegradasi kafein. 
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