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ABSTRAK. Kakao (Theobroma cacao, L.) merupakan salah satu komoditi utama dan andalan ekspor non
migas Indonesia. TSH 858, Scavina dan ICS 60 merupakan tiga varietas kakao yang unggul dan sedang
diusahakan perkembangannya di Sumatera Barat. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui potensi
fermentasi mikrobiota indigenous pulp dari tiga varietas kakao TSH 858, ICS 60 dan Scavina sebagai
starter untuk fermentasi biji kakao. Penelitian ini menggunakan metode eksperimen yang dianalisis secara
statistik dengan uji Rancangan Acak Lengkap dan nilai organoleptik dianalisis secara statistik dengan Uji
Jenjang Bertanda Wilcoxon. Perlakuan yang digunakan adalah (A) tanpa starter (kontrol); (B)
penambahan starter varietas TSH 858; (C) penambahan starter varietas Scavina; (D) penambahan starter
varietas ICS 60. Setelah 12 hari fermentasi, produk fermentasi menunjukkan hasil bahwa jumlah
mikrobiota indigenous perlakuan A (4,3 x10%cfu/ml), B (2,2x10* cfu/ml, C (2,97 x10%** cfu/ml) dan D
(5,1x10%* cfu/ml). Perubahan nilai pH pulp kakao dari awal sampai akhir fermentasi pada perlakuan A
(3,56-4,07), B (3,55-3,90), C (3,64-4,05), dan D (3,56-4,08). Pengurangan kadar gula untuk perlakuan A
(5,6%), B (5,7 %.), C (6,1%), dan D (5,3%). Intensitas fermentasi terbaik pada perlakuan dengan
penambahan starter (B,C,dan D) terjadi pada hari ke-3, sedangkan pada perlakuan tanpa starter (A)
terjadi pada hari ke-6. Kadar Alkohol Perlakuan A (2,5%), B (1,3 %.), C (2,5%), dan D (1,3%). Nilai rata-
rata kesukaan terhadap aroma biji tertinggi (3,2;suka) adalah pada perlakuan D.

Kata kunci: fermentasi, kakao, mikrobiota indigenous, starter

ABSTRACT. Cocoa (Theobroma cacao, L) is one of Indonesia's main and essential non-oil commodity
export. In West Sumatera, TSH 858, Scavina, and ICS 60 are three superior cocoa varieties that attempt
for their cultivation. This study aimed to observe the potential fermentative of indigenous microbiota from
pulp three cocoa varieties TSH 858, Scavina and ICS 60 as a starter in cocoa bean fermentation. One way
anova used for data analyzed such as pH, alcohol, reducing glucose value, and fermentative intensity.
Meanwhile, the Wilcoxon signed test was used for organoleptic analysis. Variable of this study was
fermentation without starter (A), Fermentation with starter of TSH 858 variety (B), fermentation with
starter of Scavina variety (C), and fermentation with starter of ICS variety (D). After 12 days fermentation,
the fermentation product showed which total indigenous microbiota for A were (4,3 x10°%fu/ml), B
(2,2x10% cfu/ml, C (2,97 x10%* cfu/ml) and D (5,1x10* cfu/ml). Alteration in pH value for A was (3,56-
4,07), B (3,55-3,90), C (3,64-4,05), and D (3,56-4,08). Meanwhile, the reducing glucose value for A was
(5,6%), B (5,7 %.), C (6,1%), and D (5,3%). The best fermentation intensity comes from treatment with
addition starters (A, B, and C) that occurred on the 3™ day, while without starter occurred on the day 6.
Alcohol value from all treatment were A (2,5%), B (1,3 %.), C (2,5%), and D (1,3%). The highest averages
preference for cocoa bean aroma was D (3,2; likes).

Keywords: cacao, fermentation, indigenous microbiota, starter
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1. PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara terbesar ketiga
dunia sebagai pengekspor biji kakao pada tahun
2010, dengan produksi biji kering 550.000 ton
setelah Pantai Gading sebanyak 1.242.000 ton dan
Ghana dengan produksi 662.000 ton (ICCO, 2011;
Bantacut, 2016). Dari 1.683.868 ha areal kakao
Indonesia, sekitar 98% adalah kakao rakyat. Selain
itu, Indonesia terus mengalami peningkatan dari
tahun ke tahun dalam mengekspor kakao. Tahun
2017, kakao mampu menyumbang devisa bagi
perekonomian nasional sebesar 13,18% dari total
ekspor hasil perkebunan nasional dari lima
komoditas hasil perkebunan (kelapa, karet, kelapa
sawit, kopi dan kakao) (Ditjenbun, 2018).

Sumatera Barat merupakan salah satu daerah
sentra produksi kakao (Theobroma cacao L.) di
kawasan barat Indonesia. Perkembangan luas areal
pertanaman kakao di Sumatera Barat cukup pesat.
Namun, kondisi usaha tani kakao di Sumatera Barat
belum memberikan hasil yang optimal. Hal ini
terlihat dari produktivitas kakao dan harga jual yang
masih rendah. Varietas kakao di Indonesia sangat
banyak, tiga diantaranya adalah varietas TSH 858,
Scavina dan ICS 60. Ketiga varietas tersebut
merupakan varietas unggul yang sedang diusahakan
perkembangannya di Sumatera Barat, yang
memiliki keunggulan produktivitas tinggi dan tahan
terhadap penyakit busuk buah oleh jamur
Phytophthora palmivora. Oleh sebab itu, ketiga
varietas ini cocok untuk dikembangkan di Sumatera
Barat yang memiliki kelembaban yang tinggi.

Rendahnya produktivitas dan mutu kakao
Indonesia terutama disebabkan oleh beberapa hal,
antara lain karena biji kakao yang diperdagangkan
oleh petani pada umumnya tidak difermentasi
terlebih dahulu. Hal ini diperkuat dengan hasil
penelitian yang menunjukkan bahwa petani kakao
rakyat memiliki kecenderungan untuk mengolah
dan menjual tanpa fermentasi dan tidak
memerhatikan kualitas (Davit, et al., 2013). Untuk
menghasilkan biji kakao yang berkualitas dan
memiliki nilai ekonomi yang lebih tinggi, tidak
hanya tergantung pada varietas dan lingkungan
pertumbuhan tanaman kakao saja, tetapi yang
terutama adalah bagaimana para petani kakao
mengolah biji kakao tersebut untuk menjaga mutu
yang lebih baik. Salah satu faktor yang sangat
menentukan mutu biji kakao adalah difermentasi
atau tidaknya biji kakao tersebut (Manalu, 2018).
Fermentasi merupakan kunci penting untuk
membentuk cita rasa pada cokelat. Dengan
demikian, pengetahuan mengenai pentingnya

fermentasi pada biji kakao perlu disebarluaskan
pada masyarakat khususnya petani kakao.

Fermentasi biji kakao merupakan fermentasi
tradisional yang melibatkan ragi, bakteri asam laktat
yang umumnya Lactobacillus sp. dan bakteri asam
asetat yaitu Acetobacter sp. Selain keberadaan
mikrobiota indigenous, pada pulp kakao juga
mengandung nutrisi  yang dibutuhkan untuk
metabolismenya. Pulp kakao diketahui
mengandung 82-87% air, 10-15% gula (60%
sukrosa dan 39% campuran dari fruktosa dan
glukosa), 2-3% pentosa, 1-3% asam sitrat dan 1-5%
pektin. Selain itu, adanya kandungan protein, asam
amino, beberapa vitamin dan mineral menjadikan
pulp kakao sebagai media yang sangat baik untuk
pertumbuhan mikroba (Puerari et al., 2012).

Untuk itu perlu diketahui sejauh mana
kemampuan mikrobiota indigenous pulp kakao,
sehingga akan memberi jawaban akan pentingnya
keberadaan mikroorganisme ini dalam proses
fermentasi pulp kakao yang seterusnya juga akan
menentukan mutu bagi cokelat yang dihasilkan.
Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui
potensi fermentasi mikrobiota indigenous pada pulp
tiga varietas kakao yaitu TSH 858, ICS 60 dan
Scavina sebagai starter untuk fermentasi biji kakao.

2. METODE PENELITIAN

Buah kakao yang dijadikan sebagai starter
dari varietas induk (TSH 858, Scavina dan ICS 60)
didapatkan dari salah satu perkebunan kakao di
Kabupaten Agam, Sumatera Barat. Buah kakao
yang digunakan adalah buah yang  matang
sempurna yang dilihat dari warna kulit buah,
sedangkan buah kakao yang dijadikan sebagai
sampel media fermentasi merupakan buah kakao
dari beberapa perkebunan petani di Sumatera Barat.
Medium yang digunakan Glukosa Tripton Agar
Kalsium Karbonat (GTA+CaCOs) penambahan
CaCO; sebanyak 15 gram/L berguna untuk
mengetahui keberadaan mikroba penghasil asam
(Balogu & Onyeagba, 2017).

Analisis Pendahuluan Starter Cair Pulp Kakao

Starter didapatkan dari air perasan pulp
masing-masing varietas induk (TSH 858, Scavina
dan ICS 60) yang diinkubasi selama 3 hari untuk
mengaktifkan mikrobiota indigenous yang terdapat
pada pulp agar cepat beradaptasi pada saat
ditambahkan pada media fermentasi. Sebelum
digunakan, dilakukan analisis total mikrobiota
indigenous, nilai pH, dan kadar gula. Pengukuran
nilai pH digunakan pH meter digital Corning
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Pinnacle 530, dan pengukuran kadar gula dengan
refraktrometer. Sedangkan untuk penghitungan
total mikrobiota indigenous dilakukan dengan
metoda plate count (Apriyanto et al., 2016).

Perlakuan Pendahuluan Fermentasi

Sebelum dilakukan fermentasi terlebih
dahulu dilakukan perlakuan pendahuluan terhadap
total mikrobiota indigenous, nilai pH, dan kadar
gula pada media fermentasi. Selanjutnya pulp kakao
media fermentasi yang sudah diaduk dipersiapkan
untuk setiap perlakuan yaitu dibagi menjadi 4
bagian. Lalu ditambahkan 5% starter varietas induk
(TSH 858, Scavina dan ICS 60) ke media fermentasi
sesuai dengan perlakuan. Sementara itu, disiapkan 4
seri gelas untuk pencuplikan pada 0, 2, 4, 6, 8, 10,
dan 12 hari fermentasi. Kemudian pulp kakao setiap
perlakuan tadi dimasukkan ke masing-masing seri
gelas tersebut secara aseptik. Kemudian diaduk
supaya proses fermentasi berlangsung merata (Putra
et al., 2008)

Pemantauan Proses Fermentasi

Pemantauan Proses Fermentasi dilakukan
pada 0, 2, 4, 6, 8, 10 dan 12 hari fermentasi berupa
total mikroba indigenous, pH, kadar gula dan
intensitas ~ fermentasi.  Penghitungan  total
mikrobiota indigenousnya dilakukan dengan
metoda plate count. Pengukuran nilai pH digunakan
pH meter digital Corning Pinnacle 530 yang
sebelumnya sudah distandarkan dengan larutan
buffer (pH 4 dan pH 7). Pengukuran kadar gula
dengan menggunakan refraktrometer. Pengukuran
intensitas fermentasi dilakukan dengan pengukuran
berat sampel dengan tabung fermentasi secara
anaerob setiap 24 jam selama dua belas hari
fermentasi. Pengurangan berat sampel
menunjukkan CO, vyang dibebaskan selama
fermentasi. Berat jenis alkohol dapat dihitung
dengan menggunakan rumus sabagai berikut:

_ B1-BO
B2-B0

BJ

Keterangan :
BJ = Bobot jenis alkohol
B0 = Bobot picnometer kosong
B1 = Bobot picnometer berisi destilat
B2 = Bobot picnometer berisi aquadest

Selanjutnya kadar alkohol dapat diketahui dengan
mencocokkan dengan daftar bobot jenis kadar
alkohol (etanol) dalam air (Sabahannur, 2018).

Analisis Proses Akhir Fermentasi dan Biji kakao
Hasil Fermentasi

Analis kadar alkohol dilakukan dengan alat
piknometer (Sabahannur, 2018). Pengamatan
bentuk permukaan dan warna biji dilakukan pada
pencuplikan terakhir terhadap produk dari semua
perlakuan yang diujikan setelah penjemuran.
Penilaian organoleptik aroma dilakukan setelah
penjemuran dan pengovenan biji pada suhu 50°C.
Penilaian sampel dilakukan pada 15 orang panelis
terlatih yang mengetahui aroma khas kakao.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Starter Cair Pulp Kakao

Starter yang digunakan adalah cairan pulp
kakao dari varietas TSH 858, Scavina, dan ICS 60
yang telah diinkubasi selama 3 hari. Inkubasi ini
bertujuan  untuk  mengaktifkan  mikrobiota
indigenous yang terdapat pada pulp supaya cepat
beradaptasi pada saat ditambahkan pada media
fermentasi. Mikrobiota yang berperan di dalam
fermentasi biji kakao ini adalah ragi, bakteri asam
laktat dan bakteri asam asetat. Fermentasi biji kakao
merupakan tahapan penting dalam menghasilkan
cokelat yang berkualitas baik (Sandhya et al., 2016).
Mutu bubuk cokelat yang baik harus memenuhi
persyaratan Standar Nasional Indonesia (SNI),
seperti halnya warna dan citarasa bubuk yang khas.
Bentuk dan ukuran partikel yang lembut dan jika
diseduh dengan air mendidih hampir semua bagian
bubuk berada dalam larutan (Kurnia et al., 2012).
Peran dari mikroba berupa ragi, bakteri asam laktat
dan bakteri asam asetat yang saling berintegrasi
akan berpotensi menghasilkan kualitas cokelat yang
baik tersebut. Proses fermentasi kakao terbagi 3
tahapan vyaitu: (1) tahap anaerobik mengkonversi
gula menjadi alkohol dalam kondisi rendah oksigen
dan pH dibawah 4, (2) tahap Lactobacillus lactis
yang keberadaannya mulai dari awal fermentasi,
tetapi hanya menjadi dominan antara 48 dan 96 jam.
Lactobacillus lactis mengkonversi gula dan
sebagian asam organik menjadi asam laktat, (3)
tahap bakteri asam asetat, keberadaan bakteri asam
asetat juga terjadi selama fermentasi, tetapi
peningkatan aerasi. Bakteri asam asetat berperan
dalam mengkonversi alkohol menjadi asam asetat
(Albertini et al., 2015).

Selama waktu inkubasi, starter cair tersebut
memperlihatkan kerja dari mikrobiota yang
terkandung pada cairan pulp tersebut yaitu
terbentuknya gelembung gas yang bergerak ke atas
permukaan starter. Gelembung gas dan aroma
tersebut mengindikasikan bahwa ragi yang terdapat
pada pulp kakao tersebut sudah mulai aktif dalam
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merombak gula yang terdapat pada cairan pulp.
Dalam fermentasi kakao ragi bertugas mengubah
pulp menjadi etanol dengan mendegradasikan
enzim untuk menghancurkan pulp. Dalam proses
perombakan tersebut tampak adanya gelembung gas
yang merupakan hasil degredasi cairan pulp

dibagian bawah media fermentasi (Crafack et al.,
2014).

Berikut adalah gambaran jumlah koloni
mikrobiota indigenous masing-masing starter cair
pulp kakao setelah inkubasi 3 hari dengan tingkat
pengenceran 101,

Gambar 1. Gambaran jumlah koloni mikrobiota indigenous kakao setelah inkubasi 3 hari; A (varietas TSH 858), B
(varietas Scavina), C (varietas ICS 60); D (kontrol media GTA+CaCO3)

Pada gambar di atas, koloni ragi terlihat
berwarna putih buram, permukaannya timbul dan
tidak membentuk zona bening, sedangkan bakteri
pembentuk asam akan terlihat membentuk zona
bening pada media GTA+CaCOs. Secara visual
dapat dilihat pada media GTA+CaCOs bakteri
pembentuk asam pada ketiga starter membentuk
daerah halo yang cukup luas. Diameter daerah halo
terbesar yang terbentuk pada  perlakuan
penambahan starter varietas TSH 858, varietas
Scavina dan varietas ICS 60 secara berturut-turut
adalah 14 mm, 16 mm dan 8 mm. Hal ini
mengindikasikan bahwa kemampuan bakteri
tersebut cukup besar untuk menghasilkan asam.
Rahmadani et al., (2020) menyatakan adanya
bakteri indigenous pemfermentasi kakao dibuktikan
terbentuknya daerah halo (halo zone) dalam
medium GTA dengan penambahan kalsium
karbonat (CaCOs) sebagai hasil dari hidrolisa
bakteri tersebut terhadap asam. Kalsium karbonat

berfungsi dalam menetralisir kapur yang ada pada
daerah koloni sehingga terbentuklah daerah halo.

Pada pengamatan makroskopis di atas hanya
bisa membedakan antara ragi dan bakteri
pembentuk asam. Sedangkan untuk membedakan
bakteri asam laktat dan bakteri asam asetat harus
dilanjutkan dengan pengamatan mikroskopis
menggunakan metode perwarnaan Gram. Untuk
lebih jelasnya membedakan bentuk dan warna sel
bakteri tersebut setelah pewarnaan gram dapat
dilihat pada Gambar 2.

Pada pengamatan mikroskopis diperoleh
bakteri Gram positif mengindikasikan bakteri asam
laktat, sedangkan bakteri Gram negatif
mengindikasikan bakteri asam asetat. Bakteri asam
laktat merupakan bakteri Gram positif yang
memiliki warna sel ungu dengan bentuk sel pada
umumnya basil. Camu et al. (2007) melaporkan
bahwa sebanyak 240 isolat dari 382 isolat bakteri
yang diisolasi pada fermentasi kakao spontan
merupakan golongan bakteri asam asetat dengan
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ciri fenotip bakteri gram negatif dan morfologi sel
berbentuk batang atau bulat. Sedangkan 132 isolat
dari 170 yang diisolasi termasuk pada golongan

-

bakteri asam laktat dengan ciri-ciri bakteri gram
positif, morfologi sel berbentuk batang atau kokus.

>
Y s _wme B
B

Gambar 2. Mikroskopis mikroflora indigenous pada pulp kakao; A (Bakteri asam laktat); B (Bakteri asam asetat)

Tabel 1. Rata-rata jumlah mikrobiota indigenous, kadar gula, dan pH starter cair pulp kakao setelah inkubasi 3 hari.

No Varietas Kakao Mikrobiota Indigenous (10! Cfu/mL) Kadar Gula pH
Bakteri Pembentuk Asam Ragi total (%0)

1 TSH 858 159 2 33 3,07

2 Scavina 85 36 3,2 3,60

3 ICS 60 147 15 2,8 3,19

Bakteri asam laktat akan merombak gula
yang terdapat pada pulp kakao menjadi asam laktat
yang nantinya akan berdifusi ke dalam biji kakao
sehingga mempengaruhi nilai pH pada pulp dan biji
kakao, sedangkan bakteri asam asetat yang
merupakan bakteri Gram negatif memiliki warna sel
merah dan memiliki bentuk sel pada umumnya
kokus. Bakteri asam asetat ini akan merombak gula
menjadi asam asetat dan asam organik lain yang
juga akan berdifusi ke dalam biji. Selama proses
fermentasi kakao, bakteri asam asetat melakukan
biokonversi etanol yang diproduksi ragi menjadi
asam asetat (Camu et al., 2008). Rata-rata jumlah
mikrobiota indigenous, kadar gula, dan pH starter
cair pulp kakao setelah inkubasi 3 hari dapat dilihat
pada Tabel 1. Dasar dilakukan inkubasi 3 hari ini
adalah untuk mengoptimalkan jumlah mikrobiota
indigenous yang terdapat pada starter cair pulp
kakao, sehingga cepat beradaptasi saat ditambahkan
ke media fermentasi (Schwan & Wheals, 2004).

Dari tabel di atas dapat dilihat jumlah
mikrobiota masing-masing starter cair pulp kakao
berbeda-beda. Pada starter cair pulp dari varietas
TSH 858 terdapat 159x10%' cfu/mL. Bakteri
pembentuk asam dan 2x10'! cfu/mL ragi. Pada
starter cair pulp dari varietas Scavina terdapat
85x10't cfu/mL bakteri pembentuk asam dan
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36x10* cfu/mL ragi, dan starter cair pulp dari
varietas ICS 60 terdapat 147x10% cfu/mL bakteri
pembentuk asam dan 15x10* cfu/mL ragi.
Perhitungan total mikrobiota indigenous pada
starter cair pulp tiga varietas kakao diatas bertujuan
melihat dominasi mikrobiota tertentu pada starter
cair tersebut setelah inkubasi 3 hari. Dari Tabel 1 di
atas, dapat diketahui jumlah bakteri pembentuk
asam lebih mendominasi dari pada ragi. Hal ini
nantinya akan menentukan potensi dari mikrobiota
indigenous yang terdapat pada varietas kakao yang
dijadikan sebagai starter. Hal ini disebabkan oleh
jumlah populasi yang besar mengindikasikan
kemampuan  masing-masing  starter  untuk
berkembang dengan baik di dalam media
fermentasi. Tahap awal dari fermentasi kakao akan
didominasi oleh mikrobiota aerobik mesofilik
seperti ragi dan bakteri asam asetat dengan total
1,5x10° cfu/g dan 9,7x10° cfu/g, kemudian disusul
oleh bakteri asam laktat (Galves et al.,2007).
Berdasarkan Tabel 1, varietas TSH 858
memiliki jumlah bakteri pembentuk asam tertinggi
diikuti oleh varietas ICS 60 dan Scavina. Disisi lain,
TSH 858 memiliki jumlah ragi paling sedikit
dibandingkan dua varietas lainnya. Keberadaan
mikrobiota indigenous tergantung pada keberadaan
senyawa organik pada pulp kakao. Beberapa jenis
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kakao dari klon nasional memiliki kadar senyawa
organik yang bervariasi, varietas TSH 858
mengandung kadar lemak sebesar 56% sedangkan
pada varietas scavina mengandung 49,6% (Iswanto
et al., 2001). Ragi, bakteri asam laktat dan bakteri
asam asetat merupakan mikrobiota utama dalam
proses keberhasilan fermentasi biji  kakao.
Mikrobiota tersebut membutuhkan nutrisi yang
berasal dari senyawa organik pulp kakao (Lima
et.al., 2011).

Karakteristik Media Fermentasi

Media fermentasi yang digunakan dalam
fermentasi kakao ini adalah bagian pulp dan biji
kakao yang diperoleh dari beberapa perkebunan
petani kakao di Kabupaten 50 Kota, Sumatera
Barat. Buah kakao yang dipilih adalah buah yang
sudah matang, yang siap untuk dilakukan proses
pasca panen. Karakteristik media fermentasi yang
digunakan ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Rata-rata jumlah mikrobiota indigenous, kadar gula, dan pH media pulp kakao mentah yang digunakan sebagai

media fermentasi

No Karakteristik Media Fermentasi Hasil Pengukuran
1 Jumlah bakteri pembentuk asam 39 x 10° (cfu/ml)
2 Jumlah ragi 2 x 10° (cfu/ml)
3 Kadar gula total 8,1%

4 pH 3,56

Dengan kadar gula 8,1% dan pH 3,56 pada
media fermentasi akan mendukung perkembangan
mikrobiota indigenous pulp kakao selama proses
fermentasi berlangsung. Keasaman awal pulp
dengan pH 3,5 - 4,2 mendukung kolonisasi ragi
yang mampu memanfaatkan karbohidrat pulp pada
kondisi aerobik dan anaerobik (Schwan & Wheals,
2004).

Kadar gula tinggi serta kadar asam yang
rendah pada awal fermentasi ditambah adanya
oksigen merupakan medium pertumbuhan ragi yang
sangat baik. Ragi merupakan perintis untuk
merombak beberapa senyawa pada pulp terutama

senyawa gula menjadi etanol dan CO; yang
berlangsung selama 2 hari pertama. Gula didalam
pulp merupakan substrat yang dapat dirombak
menjadi  etanol, sedangkan inokulasi ragi
meningkatkan jumlah mikroba yang bekerja
merombak gula menjadi etanol. Peningkatan proses
fermentasi terjadi salah satunya akibat inokulasi
mikroorganisme (Apriyanto et al., 2016).

Total Mikrobiota Indigenous Selama Fermentasi

Perkembangan total mikrobiota indigenous
selama 12 hari fermentasi dari masing-masing
perlakuan dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Profil perkembangan total mikrobiota indigenous setelah penambahan masing-masing starter yang berasal
dari 3 varietas kakao berbeda; (A) tanpa starter (kontrol); (B) penambahan starter varietas TSH 858; (C)
penambahan starter varietas Scavina; (D) penambahan starter varietas ICS 60.

Pada Gambar
mikrobiota  dari

3 menunjukkan total
masing-masing  perlakuan

memperlihatkan jumlah yang berbeda. Pada awal
fermentasi terlihat peningkatan total mikrobiota
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indigenous pada masing-masing perlakuan, setelah
mencapai puncak total mikrobiotanya terus
mengalami penurunan hingga akhir fermentasi.
Jumlah dan jenis mikroorganisme yang terdapat
pada fermentasi biji kakao bervariasi, tergantung
pada waktu fermentasi. Perubahan jumlah total
mikrobiota selama fermentasi kakao
menggambarkan  bahwa terdapat perbedaan
aktivitas dan kondisi pertumbuhan masing-masing
mikroba yang berperan pada setiap perlakuan yang
telah diujikan. Permulaan proses fermentasi diawali
dengan aktifitas ragi. Tumpukan biji mengandung
kadar gula yang tinggi, pH dan oksigen rendah
sehingga merupakan media yang cocok bagi
pertumbuhan ragi. Ini terbukti pada saat
pengamatan awal fermentasi banyak terdapat
gelembung gas yang bergerak ke atas permukaan
gelas fermentasi. Hal tersebut terjadi akibat tekanan
yang dihasilkan oleh CO; yang terbentuk karena
perombakan gula oleh ragi. Selanjutnya pada hari
kedua proses fermentasi terjadi pemecahan alkohol
menjadi asam asetat yang dipengaruhi oleh aktivitas
bakteri asam asetat. Kresnowati et al. (2013)
menyatakan mikrobiota yang mendominasi dalam
proses fermentasi biji kakao adalah ragi, bakteri
asam laktat, dan bakteri asam asetat. Ragi dan asam
laktat mendominasi 2-3 hari pertama fermentasi,
dilanjutkan dengan bakteri asam asetat yang
mendominasi pada hari ke 4-5. Konsentrasi ragi
meningkat dan mencapai maksimum pada hari ke 3-
4 fermentasi (Schwan & Wheals, 2004). Tidak ada
perbedaan signifikan yang diamati dalam dinamika
populasi ragi antara perlakuaan tanpa starter dengan
penambahan starter bakteri asam laktat. Dengan
kata lain, pelakuan penambahan starter BAL tidak
mengubah secara signifikan dinamika konsentrasi
ragi diseluruh perlakuan fermentasi (Kresnowati, et
al., 2013).

Gula di dalam pulp merupakan substrat yang
dapat dirombak menjadi etanol, sedangkan
inokulasi ragi meningkatkan jumlah mikrobia yang
bekerja merombak gula menjadi etanol.
Peningkatan proses fermentasi yang terjadi akibat
inokulasi mikroorganisme banyak dilaporkan pada
beberapa penelitian. Apriyanto et al., (2017)
menyatakan pada penelitiannya penambahan biakan
Saccharomyces cerevisiae dan beberapa biakan
bakteri lain dapat meningkatkan kinerja fermentasi
biji kakao. Setelah 24 jam fermentasi populasi ragi
mengalami penurunan hal ini disebakan oleh
peningkatan jumlah etanol dan mulai membaiknya
aerasi pada tumpukan massa biji, selanjutnya peran
ragi dilanjutkan bakteri karena kondisi lingkungan
fermentasi mulai ideal untuk pertumbuhan bakteri
dan kandungan gula pulp masih tersedia meskipun
dalam jumlah kecil.

Nilai pH Pulp Selama Fermentasi

Kisaran pH pada fermentasi pulp kakao
selama fermentasi 12 hari adalah 3,55-4,08. Kisaran
nilai pH yang didapatkan tersebut merupakan
kondisi lingkungan yang optimal untuk proses
enzimatis. Keasaman yang tinggi (pH 3,5 — 4,5)
diperlukan untuk memberikan kondisi lingkungan
yang optimal bagi kelangsungan proses enzimatis
pembentukan komponen prekursor cita rasa (Putra,
et al., 2008). Di sisi lain, keasaman yang berlebihan
akan menimbulkan cita rasa asam yang tidak enak
(acidic off-flavor). Suhu fermentasi dan pH akan
mengaktifkan enzim-enzim yang diperlukan untuk
pembentukan karakterisik cokelat yaitu flavour,
aroma dan warna setelah disangrai (Laxiana &
Sugiarto, 2010). Perkembangan nilai pH pulp kakao
setiap perlakuan selama 12 hari fermentasi dapat
dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Profil perkembangan nilai pH setelah penambahan masing-masing starter yang berasal dari 3 varietas kakao
berbeda; A) tanpa starter (kontrol); B) penambahan starter varietas TSH 858; C) penambahan starter varietas

Scavina; D) penambahan starter varietas ICS 60
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Pada awal fermentasi semua perlakuan
menunjukkan nilai pH yang rendah yaitu berkisar
antara 3,55 — 3,64. Hal tersebut akan memberi
lingkungan yang cocok untuk ragi dalam merombak
gula. Selain itu pada Gambar 4 juga dapat dilihat
perkembangan nilai pH pulp kakao umumnya
mengalami peningkatan sejak awal fermentasi.
Peningkatan nilai pH pada fermentasi kakao
disebabkan oleh adanya peresapan asam asetat ke
dalam biji dari pulp kakao melalui kulit ari biji. Hal
ini mengakibatkan keasaman pada biji meningkat,
sedangkan pada pulp keasamannya menurun.
Semakin banyak asam asetat yang berdifusi ke
dalam biji menyebabkan pH pulp terus mengalami
peningkatan.

Selama fermentasi terjadi perubahan nilai pH
pada pulp kakao secara perlahan-lahan dan akan
meningkat hingga fermentasi sempurna. Perubahan
nilai pH pulp kakao dari awal sampai akhir
fermentasi pada perlakuan A (3,56-4,07), B (3,55-
3,90), C (3,64-4,05), dan D (3,56-4,08). Setelah
dilakukan uji statistik diperoleh perubahan nilai pH
pada masing-masing perlakuan menunjukkan hasil

tidak berbeda nyata dengan nilai p>0,05.
Peningkatan nilai pH pada pulp selama fermentasi
disebabkan karena alkohol dan asam organik yang
telah dihasilkan dari proses degradasi gula pada
pulp berdifusi kedalam biji untuk menghasilkan biji
kakao yang berkualitas. Produksi asam dari
degradasi pulp sangat penting dalam fermentasi,
dengan terdifusinya asam kedalam biji menjadi
awal reaksi bikimia dalam biji, yang akan
menghasilkan biji kakao fermentasi yang baik
(Apriyanto et al., 2017).

Kadar Gula selama Fermentasi

Gula merupakan senyawa yang dirombak
oleh mikrobiota selama proses fermentasi kakao
untuk menghasilkan senyawa lain seperti etanol dan
asam organik untuk meningkatkan kualitas Dbiji
kakao. Kadar gula total selama fermentasi perlu
diketahui untuk memperkirakan konsentrasi gula
reduksi yang dapat terbentuk. Perubahan
kandungan gula pada pulp kakao setiap perlakuan
selama 12 hari fermentasi dapat dilihat pada
Gambar 5.
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Gambar 5. Perubahan kandungan gula reduksi pada pulp setelah penambahan masing-masing starter yang berasal dari 3
varietas kakao berbeda; A) tanpa starter (kontrol); B) penambahan starter varietas TSH 858; C) penambahan
starter varietas Scavina; D) penambahan starter varietas ICS 60

Berdasarkan Gambar 5 tersebut dapat dilihat
kandungan kadar gula reduksi pada pulp selama
proses fermentasi pada masing-masing perlakuan.
Hal ini disebabkan oleh penguraian gula menjadi
alkohol oleh mikrobiota indigenous yang terdapat
pada pulp, vyang terjadi saat fermentasi.
Pengurangan kadar gula terbesar terdapat pada
perlakuan penambahan starter Scavina yaitu
sebanyak 6,1%, kemudian diikuti oleh perlakuan
penambahan starter TSH 858 terjadi penurunan
kadar gula sebanyak 5,7 %. Selanjutnya, diikuti oleh
perlakuan tanpa starter yaitu 5,6% dan yang terakhir
perlakuan penambahan starter ICS 60 yaitu 5,3%.
Setelah dilakukan uji statistik terhadap penurunan

kadar gula reduksi pada pulp selama proses
fermentasi pada masing-masing  perlakuan
menunjukkan hasil tidak berbeda nyata.

Pulp kakao kaya akan kandungan gula yang
berfungsi  sebagai substrat untuk mikroba
pemfermentasi. Kandungan gula pada pulp terdiri
dari glukosa, fruktosa dan sukrosa; dan konsentrasi
awalnya (sebelum fermentasi) berturut-turut 20,3
mg glukosa/g, 22,2 mg fruktosa/g, dan 6,1 mg
sukrosa/g (Kresnowati et al., 2013). Gula reduksi
adalah senyawa karbonil prekursor aroma dalam
biji kakao fermentasi, yang terutama dihasilkan dari
hidrolisis sukrosa oleh enzim invertase. Gula
reduksi merupakan hasil perombakan pektin, pati,
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dan sukrosa yang terkandung dalam pulp. Gula
reduksi selain berfungsi sebagai bahan mentah
pembentukan etanol juga berfungsi sebagai
senyawa calon rasa dalam biji kakao (Afoakwa et
al., 2013). Gula yang terdapat dalam keping biji
kakao sebelum fermentasi sebagian besar berupa
sukrosa. Hidrolisis sukrosa akan dimulai pada saat
awal fermentasi secara anaerob sampai selesai
proses fermentasi. Penurunan konsentrasi gula total
selama fermentasi terjadi karena hidrolisis gula
sukrosa oleh enzim invertase menjadi glukosa dan
fruktosa selama fermentasi. Fruktosa dan glukosa
adalah gula pereduksi utama dalam biji kakao
(Afoakwa et al., 2013). Kecukupan kandungan gula
reduksi dan juga ditambah asam amino dan peptida
dalam biji kakao saat akhir fermentasi menjadi
prekursor aroma kakao yang saling bereaksi selama
proses alkalisasi dan penyangraian (reaksi Maillard)

sehingga menghasilkan aroma biji kakao (Pasau,
2013).

Intensitas Fermentasi

Adanya gelembung gas CO, yang bergerak
kepermukaan mengindikasikan telah terjadinya
proses fermentasi dengan kemampuan mikrobiota
indigenous yang berbeda-beda pada masing-masing
perlakuan. Pengurangan berat tabung fermentasi
mengindikasikan banyaknya pelepasan gas CO.
keluar tabung. Parameter kontrol selama
berlangsung proses fermentasi etanol dilakukan
dengan cara tidak langsung, yaitu dengan cara
mengukur kehilangan berat dalam selang waktu
tertentu yang disebabkan oleh pelepasan gas CO;
(Muin, 2008). Intensitas fermentasi kakao yang
telah disajikan dalam bentuk grafik dapat dilihat
pada Gambar 6.
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Gambar 6. Intensitas fermentasi kakao setelah penambahan masing-masing starter yang berasal dari 3 varietas kakao
berbeda; A) tanpa starter (kontrol); B) penambahan starter varietas TSH 858; C) penambahan starter varietas

Scavina; D) penambahan starter varietas ICS 60

Berdasarkan Gambar 6 dapat dilihat bahwa
intensitas fermentasi dengan penambahan starter
menunjukkan  intensitas  fermentasi  sudah
meningkat pada hari ketiga. Hal ini menujukkan
fermentasi dengan menggunakan  starter
menunjukkan intensitas fermentasi yang lebih cepat
dibandingkan dengan fermentasi tanpa starter.
Fenomena ini sesuai dengan Kresnowati et al.
(2013) yang menyatakan bahwa fermentasi dengan
penambahan starter BAL memiliki indeks
fermentasi yang lebih cepat dibandingkan perlakuan
standar.

Menurut pemantauan terhadap berat tabung
fermentasi pada semua perlakuan, dapat diketahui
bahwa setiap perlakuan terjadi kehilangan berat
pada setiap harinya. Kehilangan berat pada
fermentasi ini disebabkan karena terjadinya
penguraian pulp pada kakao oleh mikrobiota

indigenous. Hal ini terlihat bahwa semakin hari pulp
yang menyelimuti biji semakin menipis pada setiap
perlakuan. Dari hasil penimbangan berat tersebut
maka dapat diketahui intensitas fermentasi anaerob
setiap hari pada masing-masing perlakuan.
Kehilangan berat tersebut menunjukkan besarnya
CO, vyang dibebaskan selama fermentasi
berlangsung (Muin, 2008). Laju pertumbuhan
bakteri asam asetat akan meningkat setelah
tersedianya oksigen dan alkohol hasil perombakan
bakteri asam laktat dan ragi. Oleh bakteri asam
asetat, alkohol dioksidasi menjadi asam asetat dan
asam asetat dioksidasi menjadi CO. dan air
(Sabahannur, 2018).

Kadar Alkohol
Di akhir fermentasi, dilakukan pengukuran
kadar alkohol dengan alat piknometer (Sabahannur,
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2018). Nilai kadar alkohol dapat diketahui dengan
mencocokkan dengan daftar bobot jenis kadar
alkohol (etanol) dalam air. Kadar alkohol dari

masing-masing perlakuan selama 12 hari fermentasi
dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Kadar alkohol dari masing-masing perlakuan selama 12 hari fermentasi

No Perlakuan % Etanol
1 Tanpa Starter 2,5%
2 Penambahan Starter TSH 858 1,3%
3 Penambahan Starter Scavina 2,5%
4 Penambahan Starter ICS 60 13%

Dari hasil penelitian ini juga dapat dilihat
bahwa perlakuan tanpa starter juga menunjukkan
kadar etanol yang lebih tinggi dengan penambahan
starter TSH dan ICS 60. Hal ini disebabkan karena
aktifnya mikrobiota indigenous pada media
perlakuan tanpa starter dalam menghasilkan etanol.
Kresnowati et al. (2013) menyatakan hasil
penelitiannya tanpa meningkatkan populasi ragi
selama fermentasi dengan penambahan starter BAL
dapat meningkatkan kadar etanol dalam fermentasi.
Kadar etanol yang meningkat menyediakan substrat
untuk pertumbuhan bakteri asam asetat yang pada
gilirannya meningkatkan tingkat asam asetat.

Peningkatan konsentrasi etanol mungkin diproduksi
oleh beberapa asam laktat heterofermentatif strain
bakteri, yang pertumbuhannya mungkin dipicu
dengan penambahan starter BAL.

Permukaan dan Warna Biji Kakao

Permukaan dan warna biji kakao juga
menentukan bagi kualitas biji kakao yang
dihasilkan pada proses fermentasi kakao.
Pengamatan ini dilakukan setelah biji dikeringkan.
Hasil pengamatan yang telah dilakukan dapat
dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Permukaan dan warna biji kakao yang dihasilkan pada setiap perlakuan setelah 12 hari fermentasi dan

pengeringan

No Perlakuan Permukaan Biji Warna

1  Tanpa starter (kontrol) Agak Kesat Coklat bata, tidak mengkilat
2 Penambahan starter TSH 858 Licin sekali Coklat tua, mengkilat

3 Penambahan starter Scavina Agak Kesat Coklat bata, mengkilat

4 Penambahan starter ICS 60 Licin Coklat tua, tidak mengkilat

Tabel 4 menunjukkan permukaan biji dan
warna biji yang dihasilkan pada setiap perlakuan
berbeda-beda. Permukaan biji yang paling halus
dihasilkan pada perlakuan penambahan starter TSH
858. Begitu juga dengan warna yang dihasilkan
penambahan starter TSH 858 memiliki warna yang
lebih khas yaitu coklat tua dan mengkilat.
Perbedaan permukaan biji dan warna biji pada
setiap perlakuan disebabkan karena perubahan
senyawa kimia yang terdapat dalam pulp dan biji
kakao selama fermentasi dari masing-masing
perlakuan juga berbeda-beda. Mikrobia akan
melakukan perombakan senyawa gula dalam pulp
menjadi asam-asam organik selama fermentasi.

Asam akan berdifusi masuk ke dalam biji dan
menginduksi reaksi enzimatik untuk membentuk
senyawa calon rasa, aroma, dan warna (Afoakwa et
al., 2014). Warna Kkotiledon biji kakao dapat
memprediksi potensi rasa dari coklat yang
dihasilkan. Kandungan antosianin pada warna biji
kakao direfleksikan sebagai penanda yang baik
dalam fermentasi biji kakao Perubahan biokimia
selama proses fermentasi dari warna ungu sampai
coklat tua menandakan kualitas fermentasi yang
baik (Sandhya et al., 2016). Perbedaan permukaan
dan warna biji kakao dari masing-masing perlakuan
yang sudah difermentasi dan dikeringkan dapat
dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Bentuk dan warna biji kakao setelah fermentasi 12 hari dan dikeringkan; A (tanpa starter / kontrol), B
(penambahan starter varietas TSH 858), C (penambahan starter varietas Scavina), D (penambahan starter

varietas ICS 60).

Berbeda halnya dengan biji kakao yang tidak
difermentasi, bijinya berkecambah pada saat
penjemuran dengan kata lain biji belum mati. Pada
biji kakao yang tidak difermentasi ini hanya
dilakukan pencucian biji dan kemudian langsung
dijemur sehingga tidak dapat menghentikan
perkecambahan pada biji. Sebagai perbandingan
biji kakao yang tidak difermentasi dapat dilihat pada
Gambar 8.

Gambar 8. Bentuk biji kakao yang tidak difermentasi

Pada Gambar 8 dapat dilihat bahwa biji kakao
yang tidak difermentasi tumbuh kecambah pada
saat penjemuran. Hal tersebut tidak ditemui pada
biji kakao yang mengalami fermentasi sempurna.
Karena pada saat fermentasi terjadi difusi alkohol,
asam asetat, dan asam laktat ke dalam biji sehingga
perkecambahan biji berhenti. De Vuyst & Weckx

(2016) menyatakan bahwa etanol, asam asetat dan
panas yang dihasilkan selama proses fermentasi biji
kakao akan masuk ke dalam biji melalui testa
sehingga menyebabkan terbunuhnya embrio biji
kakao.

Aroma Biji Kakao

Rata-rata nilai organoleptik terhadap aroma
biji kakao setelah pengeringan pada suhu 50 °C dari
semua perlakuan berkisar antara 2,46 (agak suka)
sampai 3,20 (suka). Aroma biji kakao kakao
tertinggi adalah 3,20 (suka) dari perlakuan
penambahan starter varietas ICS 60, dan terendah
adalah 2,46 (agak suka) dari perlakuan penambahan
starter varietas Scavina. Setelah dianalisa secara
statistik dengan Uji Jenjang Bertanda Wilcoxon
(Wilcoxon’s Signed Range Test) menunjukkan
hasil tidak berbeda nyata antar setiap perlakuan.

Dari hasil penelitian ini diketahui bahwa
penambahan starter varietas ICS 60 aromanya lebih
disukai dari pada perlakuan lain. Hal ini dipengaruhi
oleh proses kimia yang berlangsung pada saat
fermentasi pulp kakao untuk menghasilkan
prekursor aroma. Asam-asam organik yang
dihasilkan pada saat fermentasi pulp kakao ini akan
berdifusi kedalam biji sebagai prekursor aroma.
Prekursor aroma ini akan berkembang menjadi
aroma khas cokelat setelah proses pengeringan dan
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pengovenan pada suhu 50 °C. Berdasarkan aspek
kesukaan aroma, perlakuan penambahan starter
varietas ICS 60 mengalami fermentasi dan

pengeringan yang lebih baik dibanding perlakuan
lain sehingga menghasilkan aroma yang lebih
disukai.

Milai Kesukaan

Perlakuan

Gambar 9. Histogram nilai kesukaan terhadap biji kakao setelah fermentasi dan pengeringan pada setiap perlakuan; A)
tanpa starter; B) penambahan starter varietas TSH 858; C) penambahan starter varietas Scavina; D)

penambahan starter varietas ICS 60

Tinggi rendahnya tingkat kesukaan pada
aroma biji yang dihasilkan dipengaruhi oleh proses
fermentasi dan pengeringan biji. Biji kakao hasil
fermentasi dan pengeringan yang baik mengandung
cukup banyak senyawa calon pembentuk citarasa
dan aroma khas cokelat antara lain asam amino dan
gula reduksi. Jika dipanaskan pada suhu dan waktu
yang cukup, keduanya akan bereaksi membentuk
senyawa Maillard yang merupakan reaksi
pembentukan rasa dan aroma (Ramlah, 2016).
Kesalahan dalam proses fermentasi dapat
menyebabkan biji-biji hasil fermentasi kurang
beraroma dan memiliki keasaman yang tinggi
(Ariyanti,  2012). Banyak faktor  yang
mempengaruhi aroma kakao, seperti asal biji kakao,
proses pascapanen (fermentasi dan pengeringan),
pemanggangan, dan penyimpanan (Liu et al., 2017).

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat diambil
kesimpulan  potensi  fermentasi  mikrobiota
indigenous pulp dari tiga varietas kakao TSH 858,
ICS 60 dan Scavina sebagai starter dalam
menfermentasi biji kakao tidak berbeda nyata. Dari
hasil uji organoleptik, warna biji terbaik dihasilkan
olen penambahan starter varietas TSH 858.
Intensitas fermentasi terbaik pada perlakuan dengan
penambahan starter terjadi pada hari ke-3,
sedangkan pada perlakuan tanpa starter terjadi pada
hari ke-6. Sedangkan nilai rata-rata kesukaan
terhadap aroma biji tertinggi (3,2) dalam kategori
suka dihasilkan oleh penambahan starter varietas
ICS 60.
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