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ABSTRACT 
Kabuto is a traditional food produced through spontaneous cassava fermentation without starter culture addition. This 

study aimed to determine the lactic acid bacteria (LAB) population and to isolate and characterize LAB during kabuto 
fermentation. Enumeration of LAB was performed using pour-plate and spread-plate methods on de Man, Rogosa and Sharpe 
(MRS) agar, followed by incubation at 37 °C for 48 h. The colonies were examined for morphological characteristics, Gram 
staining, and catalase activity. The results revealed that the physical characteristics of cassava changed during fermentation, 

with the highest LAB count observed on day 2, reaching 4.9 × 10⁵ CFU/g. Five LAB isolates were obtained from MRS medium, 
designated KB1.1, KB1.3, KB1.4, KB2.1, and KB3.1, which exhibited Gram-positive, catalase-negative, and rod- or coccus- 
shaped characteristics. These findings indicate that LAB isolates from kabuto fermentation display typical lactic acid bacter ia 
characteristics. 
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ABSTRAK 
 

Kabuto merupakan makanan tradisional hasil fermentasi spontan ubi kayu tanpa penambahan starter. Penelitian ini 
bertujuan menentukan jumlah bakteri asam laktat (BAL), melakukan isolasi, serta karakterisasi BAL dari proses fermentasi 
kabuto. Enumerasi BAL dilakukan dengan metode tuang dan metode sebar pada media de Man, Rogosa and Sharpe Agar 
(MRSA), kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 48 jam. Koloni yang tumbuh diamati morfologinya, diuji pewarnaan 
Gram, serta aktivitas katalase. Hasil penelitian menunjukkan bahwa karakteristik fisik ubi kayu berubah sesuai lama 

fermentasi, dengan jumlah BAL tertinggi tercatat pada hari ke-2 sebesar 4,9 × 10⁵ CFU/g. Proses isolasi BAL pada media 
MRSA menghasilkan lima isolat, yaitu KB1.1, KB1.3, KB1.4, KB2.1, dan KB3.1, yang memiliki ciri Gram positif, katalase 
negatif, serta berbentuk batang dan bulat. Hasil ini menegaskan bahwa isolat BAL dari fermentasi kabuto menunjukkan 
karakteristik khas bakteri asam laktat pada umumnya.. 

 

Kata kunci: Kabuto, Fermentasi, Bakteri Asam Laktat 
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PENDAHULUAN 

Bakteri asam laktat (BAL) adalah kelompok bakteri Gram-positif, tidak membentuk spora, katalase-negatif 

yang menghasilkan asam laktat sebagai produk akhir utama dari fermentasi karbohidrat. BAL banyak ditemukan di 

berbagai makanan fermentasi dan saluran pencernaan manusia (Permatasari et al.,2021). Genus utama BAL 

meliputi Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus, dan Bifidobacterium (Ramos et 

al.,2020). BAL telah lama dikonsumsi oleh manusia dalam berbagai makanan fermentasi seperti produk susu, 

sayuran asin, dan ikan fermentasi. BAL memainkan peran penting dalam proses fermentasi dengan memproduksi 

asam laktat, yang menurunkan pH dan menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen dan pembusuk 

(Permatasari et al., 2021). 

Indonesia, dengan keberagaman budaya dan kulinernya, memiliki potensi besar untuk mengembangkan 

sumber probiotik alami melalui produk pangan fermentasi tradisional. Salah satu produk  fermentasi tradisional yang 

menarik adalah kabuto, makanan hasil fermentasi spontan dari Muna, Sulawesi Tenggara. Kabutomerupakan 

makanan yang dihasilkan dari proses fermentasi spontan ubi kayu tanpa ada penambahan starter. Fermentasi 

adalah teknik pengolahan pangan yang sangat tua dan berperan penting dalam meningkatkan kandungan nutrisi 

serta mengurangi komponen anti-gizi pada bahan pangan, seperti ubi kayu (Magalhaes-Guedes et al., 2017). 

Proses ini mengoptimalkan mikroorganisme alami yang ada, termasuk bakteri asam laktat (BAL), yang memiliki 

kemampuan untuk menghasilkan asam laktat. Asam laktat ini tidak hanya menurunkan pH, tetapi juga menghambat 

pertumbuhan patogen, menjadikan BAL sebagai kandidat probiotik yang sangat potensial. Penelitian terdahulu 

telah menunjukkan bahwa mikroba memainkan peran kunci dalam fermentasi ubi kayu. Sebagai contoh, Elvira et 

al. (2016) melaporkan keterlibatan bakteri asam laktat Gram positif dalam fermentasi ubi kayu menjadi produk 

wikau maombo (Mustika et al., 2019). Selain itu, penelitian oleh Meutia et al. (2013) juga mencatat pentingnya 

bakteri Lactobacillus plantarum dan L. delbrueckii dalam proses fermentasi menjadi tepung EMCF (Kurniawan et 

al.,2021). Selain itu BAL juga berhasil diisolasi dari proses fermentasi singkong (Lactiplantibacillus plantarum dan 

Limosilactobacillus fermentum) yang juga dilaporkan memiliki potensi sebagai probiotik (Bamigbade et al.,2023). 

Karakterisasi BAL yang diisolasi dari makanan fermentasi tradisional umumnya meliputi identifikasi 

morfologi, biokimia, dan molekuler (Jeyagowri et al., 2023; Dick et al.,2024; Aryal et al., 2024; Saryono et al., 2023; 

Dey et al., 2023). Ketersediaan isolat BAL yang diisolasi dari sumber dalam negeri masih sangat terbatas, sehingga 

diperlukan eksplorasi untuk meningkatkan keragaman isolat bakteri asam laktat. Berdasarkan hal tersebut diatas 

maka pada penelitian ini akan dilakukan penelitian mengenai enumerasi, isolasi, dan karakterisasi bakteri asam 

laktat dari proses fermentasi kabuto. 
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Bahan 

METODE PENELITIAN 

 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ubi kayu (singkong) yang diperoleh dari pasar 

Anduonohu, Kota Kendar, Sulawesi Tenggara, MRSA (Merck), MRSB (Merck), NaCl (Merck), aquadest (Teknis), 

alkohol (One-med), PBS (Oxoid), gliserol, H2O2, Kristal Violet (teknis), lugol (teknis), safranin (teknis), etanol 95% 

(one-med), minyak emersi (teknis), spiritus (teknis), dan manik-manik. 

 
Tahapan Penelitian 

Proses Fermentasi Kabuto 

Proses fermentasi kabuto dimulai dengan Ubi kayi/singkong dikupas dan dicuci dengan menggunakan air 

mengalir sampai bersih lalu didiamkan selama 2 jam untuk menghilangkan air yang ada. Proses fermentasi kabuto 

berlangsung secara natural atau spontan dengan cara dijemur di bawah sinar matahari langsung selama 3 hari 

dengan menggunakan jaring sebagai penutup untuk menghindari kotoran. 

Enumerasi BAL 

Enumerasi dan Isolasi BAL dari proses fermentasi kabuto dilakukan selama 4 hari yaitu pada hari ke-0, 1, 

2, dan 3. Enumerasi dilakukan dengan mencampurkan 5 g kabuto ke dalam 45 mL pengencer NaCl 0,85% atau 

PBS steril. Sebanyak 1 mL sampel lalu dipupukkan ke dalam tabung reaksi ke tabung reaksi kedua dan dikocok 

sampai homogen sehingga didapatkan pengenceran 10 -2. Proses ini diulang sampai pada pengenceran 10-6. 

Pengenceran 10-4-10-6 kemudian diambil 1 mL lalu dipupukkan ke dalam cawan petri steril diikuti dengan 

penuangan media MRSA sebanyak 15 mL lalu digoyangkan pada bidang datar. Selanjutnya diinkubasi selama 48 

jam pada suhu 37ºC (Dahlan et al.,2024). 

Isolasi BAL dari Proses Fermentasi Kabuto 

Isolasi dilakukan setelah masa inkubasi dengan memilih koloni BAL yang dominan dan digoreskan pada 

media MRSA di dalam cawan petri. Penggoresan dilakukan dengan menggunakan metode penggoresan 4 kuadran 

untuk mendapatkan isolat BAL murni. Penggoresan diulang sampai ditemukan keseragaman bentuk sel yang 

diamati di bawah mikroskop. Isolat bakteri kemudian diawetkan dalam gliserol 20% dan disimpan pada suhu -18ºC. 

Pewarnaan Gram dan Uji Katalase 

Pewarnaan Gram dilakukan dengan mengacu pada metode Tripati et al. (2025) dan uji katalase dilakukan 

merujuk pada Coico (2005). 

Analisis Data 

Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan Microsoft excel. Selanjutnya. untuk mengetahui adanya 

perbedaan antara percobaan maka dilakukan uji beda yang dianalisis menggunakan uji one way Anova dilanjutkan 
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dengan uji Duncan pada taraf kepercayaan 95% (P<0,05) dengan menggunakan SAS 9.1.3 (SAS Institute Inc. 

Cary. NC 27513. USA). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Perubahan Sifat Fisik Kabuto Selama Fermentasi 

Fermentasi kabuto dilakukan selama 4 hari dengan metode fermentasi natural tanpa penambahan 

strarter. Kabuto dibuat dengan penjemuran di bawah matahari langsung selama beberapa hari. Perubahan 

kabuto selama fermentasi ditampilkan pada Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

  

a b c d e 

Gambar 1. Perubahan kabuto selama fermentasi. a: hari ke-0, b: hari ke-1, c: hari ke-2, d: hari ke-3, dan e: hari 
ke-4 

 
Gambar 1 menunjukkan bahwa selama proses fermentasi kabuto, ada dua faktor utama yang 

memengaruhi perubahan fisik bahan ini: pertumbuhan bakteri asam laktat (BAL) dan pengeringan dengan sinar 

matahari langsung. Pada hari pertama, ubi kayu masih dalam kondisi segar, keras, dan putih bersih, tanpa 

perubahan fisik yang signifikan. Begitu fermentasi dimulai, bakteri asam laktat mulai berkembang dan sedikit 

mempengaruhi bahan dengan menghasilkan asam laktat, yang menurunkan pH. Namun, perubahan fisik yang 

tampak lebih dipengaruhi oleh pengeringan di bawah sinar matahari, yang membuat permukaan kabuto mulai 

mengering dan mengeras. Pada hari kedua, pengaruh pengeringan semakin kuat. Kabuto mulai menguning, 

teksturnya menjadi lebih keras, dan permukaan bahan semakin mengering karena paparan sinar matahari 

langsung. Meskipun bakteri asam laktat masih aktif, perubahan fisik utama yang terjadi adalah pengeringan, yang 

secara bertahap membuat kabuto lebih rapuh dan keras. 

Memasuki hari ketiga, meskipun bakteri asam laktat masih ada, pertumbuhannya mulai menurun (Gambar 

2). Aktivitas bakteri ini berkurang, yang mengurangi pengaruh fermentasi terhadap bahan. Warna kabuto 

menguning lebih dalam, dan teksturnya semakin keras dan rapuh akibat pengeringan yang berlanjut. Pengeringan 

kini menjadi faktor yang lebih dominan dalam mengubah fisik kabuto, sedangkan fermentasi mulai memiliki dampak 

yang lebih kecil terhadap perubahan tekstural. Pada hari keempat, kabuto menunjukkan hasil fermentasi dan 

pengeringan yang hampir selesai. Permukaan bahan sangat kering dan keras, dengan warna yang lebih gelap. 

Proses pengeringan yang intens telah mengurangi kelembapan kabuto secara maksimal, membuat bahan lebih 
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rapuh dan mudah pecah. Meskipun bakteri asam laktat memulai fermentasi, pada akhirnya, pengeringan di bawah 

sinar matahari langsung lebih berpengaruh pada perubahan fisik kabuto, menjadikannya lebih keras, kering, dan 

rapuh seiring berjalannya waktu. Pengeringan menyebabkan perubahan warna yang lebih signifikan, seperti 

pencokelatan, karena efek pada senyawa-senyawa yang sensitif terhadap panas (Ai et al.,2022; Zheng et al.,2023; 

Zhang et al.,2023; Shaukat et al.,2024). 

 
Jumlah Total BAL Kabuto Selama Fermentasi 

Enumerasi BAL dilakukan selama proses fermentasi kabuto yaitu pada hari ke-0 sampai ke-3. Jumlah 

total BAL kabuto selama fermentasi ditunjukkan pada Gambar 2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 2. Hasil enumerasi BAL kabuto selama fermentasi 

Hasil penelitian (Gambar 2) menunjukkan bahwa jumlah BAL selama proses fermentasi kabuto berfariasi 

tergantung harinnya, dimana jumlah BAL tertinggi ada pada hari ke-2 dengan jumlah 5,75 log CFU/g (4,9x105 

CFU/g) dan terendah pada hari ke-0 dimana pada hari ini tidak ada pertumbuhan bakteri asam laktat. Pada Hari 0, 

nilai logaritma tercatat sebesar 0, yang mengindikasikan bahwa pada kondisi awal tersebut, bakteri asam laktat 

tidak terdeteksi atau jumlahnya sangat rendah. Hal ini mungkin disebabkan oleh periode inkubasi yang belum cukup 

lama atau tidak adanya inokulasi bakteri pada titik waktu tersebut. Selanjutnya, pada Hari 1, teramati peningkatan 

jumlah bakteri asam laktat yang signifikan, dengan nilai logaritma sebesar 5,09 FCU/g. Peningkatan ini 

menunjukkan bahwa bakteri mulai berkembang biak dengan pesat setelah kondisi awal, yang bisa disebabkan oleh 

faktor-faktor pendukung seperti ketersediaan nutrisi yang cukup dan suhu yang mendukung proliferasi bakteri. Pada 

Hari 2, jumlah bakteri asam laktat mencapai nilai logaritma tertinggi, yakni 5,75 CFU/g, yang menunjukkan fase 
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pertumbuhan eksponensial. Pada fase ini, bakteri asam laktat memanfaatkan sumber daya yang ada dengan 

maksimal, menghasilkan metabolit seperti asam laktat yang mendukung percepatan laju pertumbuhannya.  

Namun, pada Hari ke tiga, terjadi penurunan jumlah bakteri asam laktat yang tercatat dengan nilai 5,30 

CFU/g. Penurunan ini menunjukkan bahwa bakteri mulai memasuki fase stasioner, di mana laju pertumbuhan 

melambat akibat kehabisan sumber daya atau akumulasi produk sampingan seperti asam laktat yang dapat 

menghambat pertumbuhannya. Hal ini juga disebabkan oleh proses pengeringan yang berpengaruh terhadap 

pertumbuhan BAL. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa bakteri asam laktat mampu berkembang pesat pada 

kondisi yang mendukung, namun setelah mencapai titik tertentu, faktor pembatas seperti sumber daya dan produk 

metabolik mulai mempengaruhi laju pertumbuhannya. Secara keseluruhan, selama proses fermentasi singkong 

(ubi kayu), terjadi perubahan signifikan dalam pertumbuhan dan jumlah bakteri asam laktat yang dipengaruhi oleh 

berbagai faktor seperti suhu, kelembaban, aktivitas enzim, dan komposisi komunitas mikroba (Park et al., 2023.) 

Hasil Isolasi BAL dari Proses Fermentasi Kabuto 

Dari proses fermentasi kabuto selama 4 hari diperoleh 5 isolat BAL yang diberi kode KB1.1, KB1.3, KB1.4, 

KB2.1, dan KB3.1. Proses ini ditunjukkan dengan pertumbuhan bakteri pada media MRS-A, yang merupakan media 

khusus untuk bakteri asam laktat (Nurlaela et al., 2017). Penemuan ini juga didukung oleh penelitian Sari et al. 

(2016), yang menunjukkan bahwa bakteri asam laktat tumbuh dalam bentuk koloni pada media MRSA. Media MRS- 

A dirancang untuk mendukung pertumbuhan bakteri asam laktat, termasuk genus seperti Lactobacillus, 

Streptococcus, Pediococcus, dan Leuconostoc. Hasil pengamatan morfologi isolat BAL ditunjukkan pada Tabel 1. 

Tabel 1 menunjukkan karakteristik morfologi isolat BAL yang diisolasi dari proses fementasi kabuto meliputi 

bentuk (Bentuk), tepi (Tepi), elevasi (Elevasi), dan warna (Warna). Berdasarkan hasil penelitian, bentuk dari koloni 

bakteri asam laktat dalam fermentasi kabuto sebagian besar ditemukan memiliki bentuk yang tidak teratur (ireguler), 

dengan hanya satu isolat (KB1.4) yang berbentuk lingkaran. Bentuk yang tidak teratur ini sering kali mencerminkan 

adanya variasi dalam pertumbuhan koloni, yang dapat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan fermentasi atau 

perbedaan genetik antar isolat bakteri. Koloni BAL dapat menunjukkan bentuk bulat, tidak beraturan, atau rizoid, 

dengan ukuran yang bervariasi dari kecil (1-2 mm diameter) hingga lebih besar (hingga 4-5 mm diameter) 

(Janiszewska‐Turak et al., 2022; Hwang dan Lee, 2018). Keseluruhan isolat BAL menunjukkan karakteristik tepi 

yang halus dan mengkilap yang mengindikasikan adanya pertumbuhan yang baik dan teratur pada medium yang 

digunakan. Tepi koloni BAL dapat berupa halus dan mengkilap hingga kusam. Beberapa spesies dapat membentuk 

koloni mukoid atau lengket akibat sekresi eksopolisakarida (Yuan et al. ,2022; Kim dan Hu, 2023; Akarca et al., 

2023). 

Hasil penelitian ini (Tabel 1) juga menunjukkan karakteristik elevasi koloni BAL dimana kebanyakan isolat 

bakteri menunjukkan elevasi yang convex atau raised (terangkat), yang menunjukkan adanya pertumbuhan koloni 
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yang lebih menonjol dibandingkan dengan permukaan medium. Ini mengindikasikan bakteri yang aktif dalam 

metabolisme dan berkembang dengan baik. Koloni yang terangkat biasanya mencerminkan bakteri yang memiliki 

kemampuan untuk menghasilkan eksudat atau bahan-bahan metabolik yang membuat koloni mereka lebih 

menonjol, yang sering ditemukan pada bakteri asam laktat yang aktif. Koloni BAL dapat datar, cembung, atau 

meninggi, dipengaruhi oleh spesies dan kondisi pertumbuhan (Karyawati et al., 2018; Yu et al., 2018). 

Tabel 1. Pengamatan morfologi isolat BAL yang diisolasi dari proses fermentasi kabuto 

Isolat BAL Bentuk Tepi Elevasi Warna 

KB1.1 ireguler halus mengkilap convex putih kekuningan 

KB1.3 ireguler halus mengkilap convex putih kekuningan 

KB1.4 circular halus mengkilap raised putih kekuningan 

KB2.1 ireguler halus mengkilap raised putih kekuningan 

KB3.1 ireguler halus mengkilap raised putih kekuningan 

Sedangkan untuk warna koloni BAL didapatkan memiliki warna yang seragam yaitu warna putih 

kekuningan. Warna putih kekuningan dari koloni menunjukkan karakteristik visual dari bakteri yang terkait dengan 

produksi asam laktat atau senyawa lain selama proses fermentasi. Banyak bakteri asam laktat yang menghasilkan 

metabolit dengan warna kuning atau putih, yang dapat dipengaruhi oleh pH lingkungan atau oleh produk sampingan 

metabolik lainnya. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilaporkan oleh Basroni et al. (2018) dan Guo et al. (2023) 

yang menyatakan bahwa warna koloni BAL dapat bervariasi dari putih, krem, hingga kekuningan, tergantung pada 

spesies dan kondisi pertumbuhan. 

Hasil Pewarnaan Gram dan Katalase 

Pewarnaan Gram dan uji katalase merupakan dua metode penting dalam mengidentifikasi BAL, yang 

umumnya Gram-positif dan katalase-negatif. Hasil pewarnaan Gram dan uji katalase isolat BAL yang diisolasi dari 

proses fermentasi kabuto ditunjukkan pada Tabel 2. 

Tabel 2. Pewarnaan Gram, katalase, dan bentuk sel BAL yang diisolasi dari proses fermentasi kabuto 

Isolat BAL Gram Katalase Bentuk sel 

KB1.1 Positif Negative Batang 

KB1.3 Positif Negative Bulat 

KB1.4 Positif Negative Batang 

KB2.1 Positif Negative Batang 

KB3.1 Positif Negative Batang 

 
Hasil penelitian (Tabel 2) menunjukkan bahwa semua isolat menunjukkan hasil gram positif, yang berarti 

bakteri ini memiliki dinding sel yang tebal dengan lapisan peptidoglikan yang melimpah, yang merupakan 

karakteristik utama dari kelompok bakteri gram positif. Bakteri gram positif, khususnya dari genus Lactobacillus dan 

Streptococcus, adalah bakteri yang umum ditemukan dalam proses fermentasi, termasuk dalam pembuatan produk 

makanan dan minuman fermentasi (Lawalata et al., 2023; Peter et al., 2022; (Retnaningrum et al., 2020; Zamanpour 
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et al., 2023; Mudawaroch et al., 2024). Hasil uji katalase yang menunjukkan hasil yang negatif memperkuat 

identifikasi ini, karena bakteri asam laktat umumnya tidak memproduksi enzim katalase. Enzim katalase berfungsi 

untuk mengurai hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen, dan bakteri yang tidak memproduksi enzim ini 

cenderung lebih adaptif terhadap kondisi anaerob atau mikroaerofilik, di mana mereka berkembang dalam 

lingkungan dengan sedikit oksigen BAL umumnya bersifat katalase-negatif, artinya tidak dapat menghasilkan enzim 

katalase (Pratama et al., 2023; Kamel et al.,2020; Khushboo et al., 2023; Meryandini et al., 2020). Kehadiran 

katalase yang negatif juga menunjukkan bahwa bakteri ini lebih mengandalkan jalur metabolik lain, seperti 

fermentasi, untuk bertahan hidup dan berkembang biak. 

Hasil penelitian ini juga menunjukkan keberagaman bentuk sel pada isolat yang diuji. Sebagian besar isolat 

memiliki bentuk batang (rod-shaped), yang merupakan bentuk morfologi khas bagi banyak bakteri asam laktat, 

seperti pada Lactobacillus dan Lactococcus. Bentuk batang ini memberikan keuntungan dalam hal distribusi dan 

efisiensi fermentasi, karena bakteri dengan bentuk ini cenderung memiliki area permukaan yang lebih besar untuk 

pertumbuhan dan produksi asam laktat. Di sisi lain, isolat KB1.3 menunjukkan bentuk bulat (coccus). Beberapa 

referensi menunjukkan bahwa BAL memiliki karakteristik seperti berbentuk batang atau bulat, tidak membentuk 

spora, bersifat fakultatif anaerob, dan dapat memfermentasi karbohidrat menjadi asam laktat (Retnaningrum et al., 

2020; Pratama et al., 2023; Kamel et al., 2020; Mudawaroch et al., 2024; Lingga et al., 2023). 

 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil fermentasi, enumerasi, isolasi, dan karakterisasi Bakteri Asam Laktat (BAL) diperoleh 

bahwa selama proses fermentasi ubi kayu menunjukkan perubahan fisik yang signifikan dan juga memiliki jumlah 

BAL yang berbeda di setiap harinya dimana fermentasi pada hari ke-2 menunjukkan jumlah BAL paling tinggi yaitu 

4,9x105 CFU/g. Hasil isolasi BAL dari proses fermentasi kabuto didapatkan 5 isolat BAL yaitu KB1.1, KB1.3, KB1.4, 

KB2.1, dan KB3.1 yang menunjukkan karakteristik Gram positif, katalase negatif, dan berbentuk batang dan bulat 

dimana merupakan karakteristik BAL pada umumnya. 
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