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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan ragi NKL dan
waktu fermentasi terhadap perubahan warna keping biji kakao yang dihasilkan selama
fermentasi. Penelitian menggunakan perlakuan pertama (AO) tanpa inokulasi (kontrol),
perlakuan kedua (A1) dengan penambahan ragi NKL 2% diberikan pada awal fermentasi,
perlakuan ketiga (A2) penambahan NKL 0,5% awal fermentasi kemudian ditambahkan
0,5% pada 24 jam selanjunya, dan 1% NKL ragi pada 48 jam sebagai persentase berat
ragi/berat biji kakao segar. Fermentasi dilakukan selama 120 jam. Populasi mikrobia
diukur menggunakan metode pour plate, perubahan warna keping biji menggunakan Cut
Test. Penelitian menghasilkan populasi S. cerevisiae, L. lactis dan A. aceti tertinggi
diantara ketiga perlakuan pada fermentasi 24, 48 dan 72 jam. Keping biji warna coklat
(A0), (Al) dan (A2) terbanyak pada perlakuan (A2) yaitu 97,01%.

Kata kunci: Fermentasi, Ragi NKL, S. cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti
ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the effect of NKL yeast addition and
fermentation time on discoloration to cocoa bean ping produced during fermentation.
The study used the first treatment (AO) without inoculation (control), the second treatment
(A1) with the addition of 2% NKL yeast given at the beginning of fermentation, the third
treatment (A2) the addition of NKL 0.5% initial fermentation then added 0.5% in the next
24 hours, and 1% NKL yeast at 48 hours as a percentage of yeast weight / weight of fresh
cocoa beans. Fermentation is carried out for 120 hours. Microbial populations were
measured using the pour plate method, discoloration of seed chips using the Cut Test.
The study resulted in the highest populations of S. cerevisiae, L. lactis and A. aceti among
the three treatments at 24, 48 and 72-hour fermentation. The most brown (Ao), (A1) and
(A2) seed chips in the treatment (A2) were 97.01%.
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PENDAHULUAN

Sulawesi (63,8%), Sumatera (16,3%), Jawa (5,3%), Nusa Tenggara Timur, Nusa
Tenggara Barat, dan Bali (4,0%), Kalimantan (2,6%), Maluku, dan Papua adalah
beberapa provinsi memiliki perkebunan kakao (Hartono, 2020). Pada tahun 2019
produksi biji kakao Indonesia turun drastis menjadi 340.000 ton dari 557. 000 ton di 20
18, kemudian di 20 2 0 lagi turun menjadi 2 40.000 ton, kemudian jumlah produksi di 20
19 1 naik sedikit menjadi 425,00 ton (Hartono, 2020). Biji kakao yang dihasilkan petani
tidak terfermentasi mengakibatkan rendahnya produktivitas saat dijual. Biji kakao segar
ditingkat petani terdiri 2 proses penanganan yaiu terfermentasi dan tidak terfermentasi
(Aprilia & Apriyanto, 2021, Hartuti et al., 2018).

Flavor khas kakao terbentuk saat fermentasi menjadikan fermentasi sebagai factor
terpenting dalam pembentukkan prekusor flavor (Hartuti et al., 2018; Parra et al., 2018).
Senyawa prekursor flaver akan terbentuk seiring proses mikobia meombak biomassa pada
biji kakao saat fermentasi. Sebelum dilakukan fermentasi maka biji kakao memiliki cita
rasa sepat (astrigent) dan pahit (bitter) dan tanpa ditandai oleh aroma coklat yang spesifik
(khas) (Misnawi et al., 2017).

Proses fermentasi terjadi dibagian luar dengan metabolisme mikrobia dan bagian
dalam biji merupakan proses enzamtis mendegradasi protein (Apriyanto & Novitasari,
2021; Camila et al., 2019). Tahap fermentasi dibagian luar biji terjadi pada bagian pulp
dan tahap ini merupakan tahap terjadinya perombakan massa pulp secara alami oleh
mikrobia kontaminan dari lingkungan tempat fermentasi. Mikrobia kontaminan antara
lain yeast, bakteri asam laktat dan bakteri asam asetat yang berperan terjadinya
fermentasi (Maigua, 2020; Sobotta, 2019).

Kegagalan fermentasi dapat disebabkan seperti 1). rendahnya populasi mikrobia
sehingga menurunkan keberhasilan suksesi mikrobia yang terlibat dalam fermentasi
(Masriany et al., 2020), 2). lama fermentasi mempengaruhi populasi dan proses
peruabhan selama fermentasi.

Sebuah penelitian telah menunjukkan bahwa keping biji kakao yang dihasilkan
selama fermentasi biji kakao mengandung berbagai macam mikroba, termasuk ragi dan
bakteri asam laktat (Rahmadi et al., 2020). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh penambahan ragi NKL dan waktu fermentasi terhadap perubahan warna keping
cokelat biji kakao.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2022 sampai dengan November 2022
di Laboratorium Teknologi Pangan, Universitas Islam Indragiri.

Alat dan Bahan

Buah kakao jenis lindak (bulk cacao) diperoleh dari Desa Pekan Kamis, Kecamatan
Batang Tuaka, Indragiri Hilir dengan karakteristik yang dimiliki seperti pada gambar 1
Ragi NKL didapat dari pasar tradisional di Kota Tembilahan Indragiri Hilir dalam bentuk
butiran.
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Gambar 1. Buah kakao masak optimal yang digunakan untuk penelitian

Buah kakao yang matang secara optimal dapat ditandai sebagai buah telah berubah
warna sepenuhnya, dari hijau menjadi kuning saat matang, atau dari yang saat mentah.
Kakao mengeluarkan suara jika dikocok atau dikocok dan mulai mengering dan
mengering. Bahan kimia yang digunakan kategori Pro Analyst (PA-Grade). Fermentasi
biji kakao kering menggunakan botol reagen duran tutup biru 250ml. MRS broth (Oxid),
agar-agar, NaCl, CaCO3, 90% etanol dan Pb asetat sebagai reagen.

Tahapan penetilian dan pengambilan sampel

Cara fermentasi biji kakao mengacu penelitian Apriyanto, (2016) yaitu pertama (A0)
tanpa inokulasi (kontrol), perlakuan kedua (Al) dengan penambahan ragi NKL 2%
diberikan pada awal fermentasi, perlakuan ketiga (A2) ragi NKL 0,5% dengan interval
awal fermentasi , 0,5% NKL ragi pada awal 24 jam dan 1% NKL ragi pada 48 jam sebagai
persentase berat ragi/berat biji kakao segar. Tahapan penelitian terlihat pada gambar 2.

Biji Kakako segar (3000 gram)

v
Fermentasi tanpa Fermentasi dengan penambahan Fermentasi dengan penambahan ragi
penambahan ragi ragi NKL sebanyak 2% dari ~ NKL 0,5% awal fermer_1tasi kemgdian
NKL (kontrol) berat biji kakao di awal ditambahkan 0,5% pgda 24 jam selanjunya, dan
(A0) fermentasi (A1) 1% NKL ragi pada 48 jam (A2)

} !

Sampel diambil pada iam ke 0. 12. 24. 36. 48. 60. 72. 84. 96. 108. 120

Analisis'.

1. Populasi mikrobia .

Biji kakao hasil 2. Indeks fermentasi
fermentasi

Gambar 2. Variasi teknik fermentasi dan evaluasi hasil fermentasi

Setiap variasi teknik fermentasi menggunakan biji kakao sebanyak 3000 gram
selanjutnya difermentasi selama 120 pada kotak fermentasi. Setiap 24 jam diambil 100
butir biji kakao hasil fermentasi, selanjutnya diukur populasi mikrobianya dan peruabhan
warna keping bijinya.
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Parameter Analisis

Parameter yang diamati adalah populasi mikrobia menggunakan pour plate (Kustyawati
et al., 2012), perubahan warna keping biji Cut Test (Mulato et al., 2005).

Penelitian menggunakan rancangan percobaan acak lengkap, data yang didapat uji
statistik menggunakan one way anova dengan signifikasi 95% jika berbeda dilakukan uji

lanjut menggunakan uji LSD (least Significant different) menggunakan program SPSS
17.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Populasi Mikrobia ( S. cerevisiae, L. lactis dan A. aceti )
Selama fermentasi pulp yang melapisi luar biji kakao yang kaya kandungan gula diubah

menjadi etanol oleh yeast yang diikuti oleh aktivitas, bakteri asam laktat dan bakteri asam
asetat.
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Gambar 3. Hubungan populasi S. cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti terhadap persen
keping biji selama fermentasi hasil perlakuan kontrol.

S. cerevisiae, L. lactis dan A. aceti naik 7,24 log (cfu/g) setelah 24 jam fermentasi
dan 6,71 log setelah 48 jam dalam percobaan 72 jam. Ada kemungkinan bahwa
pengaturan suhu sekitar akan optimal untuk pertumbuhan S. cerevisiae. Santos et al.,
(2021), Putra & Wartini (2019) dan Vuys & Leroy, (2020) menyatakan pergeseran
populasi terdeteksi pada S. cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti sebagai respon terhadap
perlakuan kontrol untuk fermentasi pulp biji kakao, menunjukkan bahwa suhu optimal
dan kondisi pH aktivitas enzim polygalaturonase (PG) akan mengakibatkan
depolimerisasi pulp biji kakao.

Berdasarkan gambar 3 diawali S. cerevisiae di awal fermentasi dengan populasi
tertinggi pada perlakuan Al dimana pertumbuhannya didukung oleh kondisi lingkungan
dengan oksigen terbatas dan tersedianya gula dalam pulp yang memadahi pH lingkungan
rendah, kandungan asam sitrat pulp relatif tinggi sejalan penelitian (Maigua, 2020)
mengevaluasi fermentasi biji kakao unfermented dengan tetes tebu, yeast dan bakteri
asam asetat.
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Fermentasi spontan dipengaruhi oleh mikrobia kontaminan dari lingkungan sesaat
biji kakao dikeluarkan dari podnya. Mikroba yang tumbuh dan berkembang biak selama
fermentasi biji kakao adalah S. cerevisiae, L. lactis dan A. aceti. Hal ini dikuatkan oleh
pendapat Afoakwa et al., (2014) dan Beckett, (2019).

Populasi S. cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti pada awal fermentasi dalam perlakuan
ragi NKL penelitian ini adalah 8,28, 8,58, dan 8,57 log (cfu/g) (Gambar 4). Setelah 24
jam fermentasi, populasi organisme ini meningkat seperti yang ditunjukkan pada Gambar
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Gambar 4. Hubungan populasi S. cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti dengan persen keripik
biji selama fermentasi sebagai hasil penambahan ragi NKL 2% pada awal fermentasi.

Setelah 24 jam fermentasi, lingkungan tidak lagi cocok untuk S. cerevisiae, dan
perannya digantikan oleh L. lactis dan A. aceti. Jumlah gula dalam substrat relatif rendah,
aerasi meningkat, dan konsentrasi etanol tinggi. Kustyawati et al. (2012) mengevaluasi
penambahan S. cerevisiae (FNCC 3056), L. lactis (FNCC 0086), dan A. aceti (FNCC
0016) dalam proses fermentasi biji kakao segar varietas lindak. Peningkatan populasi S.
cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti setuju dengan hasil mereka.

Temuan penelitian ini juga konsisten dengan temuan Afoakwa et al. (2016), yang
menyelidiki peningkatan proses fermentasi dengan menambahkan molase, ragi, bakteri
asam laktat, dan bakteri asam asetat. S. cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti mengalami
peningkatan log berurutan sebesar 6,54, 12,53, dan 8,73 setelah 48 jam fermentasi.
Populasi organisme ini meningkat sebesar 12,55, 8,23, dan 5,53 log pada 24 jam.

Perubahan populasi S. cerevisiae, L. lactis dan A. Aceti selama fermentasi
dipengaruhi oleh jumlah bahan yang dibutuhkan mikroorganime untuk pertumbuhannya
(Kustyawati et al., 2012). Di awal fermentasi sampai jam ke 24 populasi S. Cerevisiae
mengalami peningkatan hal ini karena kandungan gula pada pulp masih tinggi selanjutnya
mengalami penurunan seiring meningkatnya kandungan alkohol hasil metabolisme S.
Cerevisiae.
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Gambar 5. Hubungan populasi S. cerevisiae, L. lactis, dan A. aceti terhadap persen
keping biji selama fermentasi hasil perlakuan penambahan ragi NKL secara bertahap
selama 48 jam, dimulai dengan penambahan 0,5 persen di awal, 0,5 persen pada jam ke-
24, dan 1% pada jam ke-48.

Selanjutnya peran S. Cerevisiae digantikan oleh L. Lactis hal ini ditunjukan dengan
peningkatan populasi L. Lactis hingga jam ke 48 fermentasi selanjutnya L. Lactis
menunjukan penurunan seiring jumlah asam laktat meningkat (Afoakwa et al., 2014;
Racine et al., 2019). Populasi A. Aceti meningkat dimulai dari 48 jam hingga terjadi
peningkatan jumlah asam asetat sebagai hasil metabolism A. Aceti. S. cerevisiae, L. lactis
dan A. Aceti diakhir fermentasi mulai habis (Poveda et al., 2020).

S. cerevisiae mengubah lebih banyak gula pulp menjadi etanol di bawah perlakuan
A2, menghasilkan peningkatan produksi etanol. A. aceti secara bersamaan mengubah
etanol menjadi asam asetat, menghasilkan peningkatan suhu fermentasi. S. cerevisiae dan
L. lactis mungkin bertarung dengan Perlakuan Al untuk mencegah suhu kematian biji
(Putra et al., 2019).

Perubahan warna keping biji selama fermentasi (Cut Test)
Menurut percobaan yang tercantum di bawah ini, penambahan ragi NKL mempengaruhi
pertumbuhan populasi mikroba dan suhu fermentasi. Menambahkan S. cerevisiae, L.
lactis, dan A. aceti ke fermentasi biji kakao segar dapat meningkatkan suhu fermentasi,
sehingga mempercepat proses fermentasi (Putra et al., 2019; Kusuma et al., 2020). Oleh
karena itu, diharapkan penambahan ragi NKL akan mempercepat konversi gula menjadi
asam asetat, sehingga mempercepat suhu kematian benih (Andriani et al., 2020).
Proporsi keping biji kakao dengan warna slaty secara substansial berbeda antara
perlakuan kontrol dan penambahan inokulum untuk fermentasi biji kakao. Perawatan
kontrol adalah pengobatan terkontrol, menambahkan 2% NKL di awal dan penambahan
ragi NKL secara bertahap selama 48 jam. Hal ini sejalan dengan penelitian \Vuyst et al.,
(2021) yang menyatakan bahwa perubahan warna biji kakao pada akhir fermentasi
menjadi coklat.
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Tabel 1. Hasil analisis Anova warna keping biji pada perlakuan kontrol, A1 dan A2
setelah 120 jam fermentasi

Parameter Perlakuan
kontrol Al A2

Warna keping biji (%) :

Slaty 40,15 £ 0,20b 22,19 + 0,56a 17,78 £ 0,15a
Ungu kecoklatan 25,49 £ 0,43a 20,25 £+ 0,86a 17,70 £ 0,83a
Coklat 34,36 £ 0,15a 57,56 + 0,80a 64,52 £ 0,39a
S. cerevisiae (log cfu/g) 4,93 £ 0,35a 5,86 £ 0,95a 5,66 + 0,05a
L. lactis (log cfu/g) 6,90 + 0,37a 8,6+ 0,46b 8,55+ 0,66b
A. aceti (log cfu/g) 5,57 £0,27a 7,78 £ 0,48b 4,67 £0,81b

Warna ungu kecoklatan dari serpihan biji kakao kering sebagian besar tidak
terpengaruh oleh perbedaan dalam prosedur fermentasi. Proporsi biji coklat, A1, dan A2,
rata-rata, masing-masing adalah 34,36 persen, 57,56 persen, dan 64,52 persen. P<0,05
menunjukkan bahwa p=0,01 tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan antara
perlakuan.

Hasil penelitian sejalan dengan penelitian (Margono et al., 2020) penambahan
inokulum mikrobia dapat meningkatkan prosentase keping biji berwarna coklat, hal ini
diduga penambahan ragi meningkatkan jumlah mkrobia pembantu fermentasi.

Penambahan ragi NKL pada biji kakao dapat mempercepat reaksi gula terhadap
asam asetat sehingga mempercepat pencapaian suhu kematian benih (Kustyawati et al.,
2012; Ramlietal., 2012). Setelah kematian biji, proses reaksi enzimatik pada keripik biji
berlangsung seperti proses hidrolisis polifenol dapat mengubah warna. Jika terjadi
oksidasi senyawa tanin yang mengakibatkan terbentuknya warna coklat pada biji
merupakan tanda bahwa biji sedang mengalami tekanan (Aunillah et al., 2021; Djaafar et
al., 2019; Hinneh et al., 2019; Rojas & Guevara, 2021; Sobotta, 2019).

SIMPULAN

Prosentase keping biji berwarna slaty diakhir fermentasi dari perlakuan kontrol, Al
dan A2 berturut turut 40,15%, 22,19% dan 17,78% menunjukan bahwa penambahan ragi
NKL dapat menurunkan presentase keping biji slaty. Prosentase keping biji berwarna
ungu kecoklatan diakhir fermentasi dari perlakuan kontrol, Al dan A2 berturut turut
25,49%, 20,25% dan 17,70% menunjukan bahwa penambahan ragi NKL dapat
menurunkan presentase keping biji ungu kecoklatan. Prosentase keping biji berwarna
coklat diakhir fermentasi dari perlakuan kontrol, A1 dan A2 berturut turut 34,36%,
57,56% dan 64,52% menunjukan bahwa penambahan ragi NKL dapat meningkatkan
presentase keping biji coklat.

Populasi S. Cerevisiae seluruh perlakuan tidak menunjukan berbeda nyata antar
perlakuan. S. Cerevisiae pada perlakuan kontrol, Al dan A2 berturut-turut 4,9 (log cfu/g),
5,86 (log cfu/g) dan 5,66 (log cfu/g). Populasi S. Cerevisiae tertinggi ada di perlakuan Al
hal ini dikarenakan penambahan ragi NKL di awal fermentasi. Populasi L. lactis
perlakuan Al dan A2 menunjukan berbeda nyata terhadap perlakuan control. L. lactis
pada perlakuan kontrol, Al dan A2 berturut-turut 6,9 (log cfu/g), 8,6 (log cfu/g) dan 8,55
(log cfu/g). Populasi L. lactis tertinggi ada di perlakuan Al hal ini dikarenakan
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penambahan ragi NKL di awal fermentasi meningkatkan jumlah etanol yang
dimanfaatkan oleh L. lactis. Populasi A. aceti perlakuan Al dan A2 menunjukan berbeda
nyata terhadap perlakuan kontrol. A. aceti pada perlakuan kontrol, A1 dan A2 berturut-
turut 5,57 (log cfu/g), 7,78 (log cfu/g) dan 4.67 (log cfu/g). Populasi A. aceti tertinggi ada
di perlakuan Al hal ini dikarenakan penambahan ragi NKL di awal fermentasi
memberikan dampak S. Cerevisiae, L. lactis dan A. aceti, persaingan dalam melaksanakan
fermentasi.
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