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Abstrak

Kakao merupakan salah satu hasil pertanian Indonesia yang cukup potensial dalam menyumbang devisa negara. Indonesia
berada di posisi ketiga dunia sebagai produsen setelah Pantai Gading dan Ghana. Namun, karena didominasi oleh biji tanpa
fermentasi, maka kakao Indonesia terkena diskon sebesar 10-15% di pasar internasional. Biji kakao tanpa fermentasi akan
bermutu rendah karena tidak mempunyai calon cita rasa cokelat. Oleh karena itu, untuk mendapatkan biji dengan kualitas tinggi
dan memiliki cita rasa khas cokelat, dibutuhkan metode fermentasi yang baik dan benar. Tujuan dari penelitian adalah untuk
mengetahui pengaruh variasi fermentasi dengan optimasi suhu dan penambahan S. cerevisiae, L. plantarum, A. aceti, enzim
bromelain, sistein secara eksogen terhadap komponen nutrisi dan polifenol penyusun biji kakao setelah empat dan lima hari
fermentasi. Biji kakao hasil fermentasi dianalisis komponen nutrisinya meliputi kadar karbohidrat, protein, lemak, serta
kandungan total polifenolnya menggunakan reagen Folin—Ciocalteu. Berdasarkan profil kandungan nutrisinya, fermentasi
dengan penambahan S. cerevisiae, L. plantarum, A. aceti, enzim bromelain, dan sistein mampu mempercepat proses fermentasi
dari lima hari menjadi empat hari dengan hasil meningkatnya kandungan nutrisi dan dapat dipertahankannya kandungan
polifenol biji kakao.

Katakunci: fermentasi, nutrisi, polifenol, Theobroma cacao L

Abstract

Cocoa is one of Indonesia's agricultural potential in contributing to foreign exchange. At world level, Indonesian cocoa came in
third after Ivory Coast and Ghana. Until recently, production of Indonesian cocoa is dominated by unfermented beans. This leads
to application discounts to Indonesia’s cacao up to 10-15% in international markets. Unfermented cocoa beans will have a low
quality bean because it has no chocolate flavor potential. Therefore, to obtain seeds with high quality and have high chocolate
flavor, it needs a good and right fermentation method. The purpose of this study is investigating the effect of variations in the
fermentation with temperature optimation and addition of S. cerevisiae, L. plantarum, A. aceti, bromelain enzyme, cysteine by
incubation fermentation method toward nutritional components, free amino acids, and polyphenol of cacao beans. The purpose
of this study is investigating the effect of variations in the fermentation with temperature optimation and addition of S.
cerevisiae, L. plantarum, A. aceti, bromelain enzyme, cysteine by incubation fermentation method toward nutritional
components and polyphenol of cacao beans. We analyzed the nutritional components i.e levels of carbohydrates, protein, fat,
and the content of total polyphenol compound using Folin-Ciocalteu reagent in cocoa beans after fermentation four dan five
days. Based on the nutrition profile, fermentation with the addition of S. cerevisiae, L. plantarum, A. aceti, bromelain enzyme,
and cysteine can accelerate the fermentation process from five days to four days and increase nutrient content and
concentration cocoa polyphenols content in beans after fermentation.

Keywords: fermentation, nutrition, poliphenol, Theobroma cacao L

Pendahuluan

Fermentasi adalah salah satu tahapan yang harus
dilewati dalam pengolahan biji kakao. Tahapan ini
sangat penting, karena akan menentukan kualitas
aroma kakao. Menurut Biehl & Passern (1982) dalam
Abbe & Amin (2008), proses fermentasi biji kakao
terdiri atas dua tahapan, yakni fermentasi eksternal dan
fermentasi internal. Fermentasi eksternal merupakan
proses fermentasi secara mikrobiologis yang meliputi
proses perombakan gula pada pulp oleh mikro-
organisme, sedangkan fermentasi internal merupakan
proses fermentasi secara enzimatis di dalam biji yang
meliputi perubahan biokimia di dalam kotiledon biji.

Mikroorganisme berperan penting dalam proses
fermentasi eksternal kakao. Ardhana & Fleet (2003) dan
Schwan & Wheals (2004) telah melakukan penelitian
untuk mengetahui keragaman mikroorganisme yang
terlibat dalam fermentasi kakao di Indonesia.
Berdasarkan pengamatan diketahui bahwa mikro-

organisme dominan yang hadir dalam fermentasi kakao
di Indonesia antara lain, ragi pada jam ke-24 sampai 36
yang dapat mencapai populasi maksimal sebanyak 107-
108 cfu/g. Ragi yang paling dominan pertumbuhannya
adalah jenis S. cerevisiae dan Candida tropicalis. Selain
ragi, mikroorganisme lain yang dominan hadir dalam
fermentasi kakao adalah jenis bakteri asam laktat, dan
bakteri asam asetat. Jumlah populasi maksimal bakteri
asam laktat adalah 108-109 cfu/g pada jam ke-36
dengan spesies dominan ialah Lactobacillus cellobiosus
dan L. plantarum. Mikroorganisme selanjutnya ialah
bakteri asam asetat yang dapat mencapai populasi
maksimal sebanyak 10 - 10 cfu/g. Ragi yang paling
dominan pertumbuhannya adalah jenis S. cerevisiae
dan Candida tropicalis. Selain ragi, mikroorganisme lain
yang dominan hadir dalam fermentasi kakao adalah
jenis bakteri asam laktat, dan bakteri asam asetat.
Jumlah populasi maksimal bakteri asam laktat adalah

42|



Vol. 3 Nomor 1 | Edisi April 2013 |JAS

10%- 10°cfu/g pada jam ke-36 dengan spesies dominan
ialah Lactobacillus cellobiosus dan L. plantarum.
Mikroorganisme selanjutnya ialah bakteri asam asetat
yang dapat mencapai populasi maksimal sebanyak 10°-
10° cfu/g dengan spesies dominan Acetobacter
pasteurianusdan A. aceti.

Mikroorganisme ini akan tumbuh membentuk
suatu urutan yang menyebabkan terjadinya proses
fermentasi. Etanol dan asam organik (asam laktat dan
asam asetat) yang dihasilkan oleh mikroorganisme
tersebut akan berdifusi ke dalam biji dan menyebabkan
kematian biji. Perubahan ini menginduksi reaksi
biokimia (reaksi enzimatik) di dalam biji dan
menghasilkan prekursor kimia dari cita rasa coklat,
aromadanwarna (Ardhana & Fleet, 2003).

Salah satu enzim yang berperan penting dalam
reaksi enzimatik di biji adalah enzim protease. Enzim
protease berperan dalam memecah protein menjadi
asam-asam amino bebas sebagai prekursor cita rasa
biji kakao (Thompson et al., 2001). Penambahan enzim
eksogen pada penelitian ini bertujuan untuk
membantu proses pemecahan protein menjadi asam-
asam amino bebas. Enzim protease ini akan memecah
protein menjadi asam amino dan peptida yang
merupakan salah satu prekursor cita rasa kakao.

Berbagai usaha modifikasi fermentasi telah
dilakukan untuk dapat meningkatkan kualitas kakao.
Penelitian pendahuluan yang dilakukan di Jurusan
Kimia FMIPA Unpad oleh Aulani (2010) menunjukkan
bahwa fermentasi kakao dengan penambahan isolat S.
cereviciae, A. aceti, dan ditambahkan enzim protease
campuran bromelain dan papain dapat meningkatkan
kandungan nutrisi dan asam amino bebas biji kakao
hasil fermentasi. Namun, sebagai konsekuensi dari
fermentasi ialah menurunnya kandungan polifenol
kakao akibat reaksi enzimatik polifenol oksidase.
Walaupun konsentrasi polifenol yang lebih tinggi akan
mengurangi cita rasa coklat (Misnawi et al., 2004),
berbagai usaha telah dilakukan untuk memper-
tahankan jumlahnya karena senyawa polifenol
bermanfaat untuk kesehatan (Schroeter et al., 2006).
Beberapa inhibitor kimia telah diuji kemampuannya
dalam menghambat reaksi enzimatik polifenol
oksidase, antara lain seperti asam askorbat (Sapers &
Miller, 1995) dan sistein (Richard et al., 1992).
Senyawa-senyawa ini dapat berinteraksi langsung
dengan enzim polifenol oksidase, kompleks enzim-
substrat polifenol, atau produk dari reaksi yang
dihasilkan.

Berdasarkan latar belakang di atas, maka penulis
tertarik untuk meneliti kombinasi modifikasi
fermentasi kakao dengan menggunakan mikro-
organisme eksogen, enzim protease, dan inhibitor
polifenol oksidase dalam mencari bagaimana metode
fermentasi kakao yang tepat, guna menghasilkan biji
kakao yang berkualitas baik. Biji yang dihasilkan dari
proses tersebut diharapkan memiliki karakteristik yang
baik yaitu memiliki nilai nutrisi dan kandungan
polifenol yang tinggi.

Metode

Bahan yang digunakan adalah buah trinitario klon
UAH dari perkebunan di Ciamis, S. cerevisiae, L.
plantarum, A. aceti, enzim bromelain dan sistein.
Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah antron,
asam klorida 0,1 N, asam oksalat 0,1 N, asam sulfat,
asam trikloro asetat 30%, aseton, buffer fosfat pH 7,5,
indikator fenoftalien, indikator Toshiro, kalium sulfat,
kasein 1%, larutan glukosa standar, natrium hidroksida
0,1 N, natrium hidroksida 30%, n-heksana, tembaga
sulfat, natrium klorida fisiologis 95%. Semua bahan
kimia yang digunakan memiliki kualitas proanalis.

Variasi Perlakuan

Variasi perlakuan yang diterapkan adalah sebagai
berikut : A: nonfermentasi; B: fermentasi alami; C:
fermentasi dengan enzim bromelain hari ke-3; D:
fermentasi dengan sistein hari ke-3; E: fermentasi
dengan S. cerevisiae hari ke-0, L. plantarum hari ke-1,
A. aceti hari ke-2; F: fermentasi dengan S. cerevisiae
hari ke-0, L. plantarum hari ke-1, A. aceti hari ke-2,
enzim bromelain hari ke-3; G: fermentasi dengan
fermentasi dengan S. cereisiae hari ke-0, L. plantarum
hari ke-1, A. aceti hari ke-2, enzim bromelain dan sistein
hari ke-3.

Analisis Nutrisi

Analisis nutrisi dilakukan untuk biji hasil fermentasi
hari keempat dan kelima. Analisis yang dilakukan
meliputi analisis kandungan karbohidrat dengan
metode Antron (Hedge & Hofreiter, 1962), kandungan
protein dengan metode Kjeldahl (AOAC, 1975), dan
kandungan lemak dengan metode Soxlet (AOAC, 1975).

Analisis Kandungan Polifenol

Persiapan ekstrak kasar senyawa fenolik dilakukan
dengan prosedur pada Elwers et al (2009). Total
polifenol ditentukan dengan prosedur Folin-Ciocalteu
(Singleton & Rossi, 1965). Ekstrak kasar senyawa fenolik
dilarutkan dengan 2,5 mL asam asetat. Sebanyak 1 mL
larutan ini dipindahkan ke dalam labu ukur 10 mL dan
ditambahkan 0,5 mL reagen Folin-Ciocalteu dan 2 mL
larutan natrium karbonat, kemudian dilarutkan dengan
akuades hingga tanda batas. Setelah itu, sampel
diinkubasi selama 10 menit dalam penangas air pada
suhu 70°C. Setelah didinginkan pada suhu kamar,
absorbansi sampel diukur pada panjang gelombang
730 nm. Total polifenol yang ditentukan equivalen
dengan asam galat.

Hasil dan Pembahasan

Kadar Nutrisi Biji Kakao Hari Keempat Fermentasi

Hasil analisis nutrisi hari keempat pada Gambar 3.1
menunjukkan bahwa fermentasi dengan penambahan
tiga mikroorganisme dan enzim mampu meningkatkan
kadar nutrisi, terutama kadar lemak biji kakao.
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Gambar 3.1. Kurva hubungan antara karbohidrat, lemak dan
protein biji kakao yang difermentasi selama 4 hari dengan
berbagai variasi perlakuan. A: nonfermentasi; B: fermentasi
alami; C: fermentasi dengan enzim bromelain hari ke-3; D:
fermentasi dengan sistein hari ke-3; E: fermentasi dengan S.
cerevisiae hari ke-0, L. plantarum hari ke-1, A. aceti hari ke-2; F:
fermentasi dengan S. cerevisiae hari ke-0, L. plantarum hari ke-1,
A. aceti hari ke-2, enzim bromelain hari ke-3; G: fermentasi
dengan fermentasi dengan S. cerevisiae hari ke-0, L. plantarum
hari ke-1, A. aceti hari ke-2, enzim bromelain dan sistein hari
ke-3.

Kadar protein pada biji kakao oleh adanya kegiatan
enzim protease akan dipecah menjadi asam-asam
amino, dengan demikian melalui fermentasi, maka
kandungan protein akan berkurang, tetapi sebaliknya
jumlah nitrogen terlarut akan meningkat. Kadar asam
amino bebas pada biji kakao yang sudah difermentasi
pun akan meningkat akibat aktivitas enzim protease ini.

Penambahan S. cerevisiae akan meningkatkan
kadar lemak karena S. cerevisiae akan mengoptimalkan
kerja ragi yang akan meningkatkan jumlah glukosa yang
dihasilkan. Semakin banyak glukosa yang dihasilkan
maka akan semakin banyak pula glukosa yang akan
mengalami glikolisis sehingga didapat piruvat yang
semakin banyak. Selanjutnya piruvat yang ada akan
diubah menjadi asetil KoA.

L. plantarum akan memaksimalkan perubahan
piruvat menjadi asetil KoA, karena L. plantarum
memiliki gen yang dapat mengkode lebih banyak
protein yang terlibat dalam interkonversi atau
degradasi gula dibandingkan dengan spesies
Lactobacillus lain, sehingga mampu menjalani
mekanisme konversi piruvat yang lebih luas. L.
plantarum mampu mensintesis enzim piruvat
dehidrogenase kompleks dan enzim-enzim lain yang
dibutuhkan untuk konversi piruvat menjadi asetat,
asetaldehida, dan asetil koenzim-A (Boekhorst et al.,
2004), sehingga semakin banyak asetil KoA yang
dihasilkan, maka akan meningkatkan kadar lemak
kakao karena asetil KoA merupakan prekusor lemak
pada jalur metabolisme pembentukan lemak.

Peran bakteri asam asetat pada fermentasi biji
kakao lebih utama bertanggung jawab terhadap
pembentukan prekursor aroma coklat (Schwan &
Wheals, 2004). Bakteri asam asetat akan segera
menghilang populasinya dari pulp ketika suhu
fermentasi meningkat diatas 50°C (Schwan, 1998).
Sebagian asam asetat yang terbentuk akan menguap
dan sebagiannya lagi berpenetrasi ke dalam biji (kurang
lebih sebanyak 2% asam asetat) yang akan membunuh
embrio biji (Lopez & Dimick, 1991).

Kadar Nutrisi Biji Kakao Hari Kelima Fermentasi
Gambar 3.2 menunjukkan kadar nutrisi biji kakao pada
hari kelima fermentasi. Kadar nutrisi pada hari kelima

tidak memiliki perbedaan yang signifikan dengan kadar
nutrisi pada hari keempat, sehingga bisa disimpulkan
bahwa fermentasi dengan modifikasi pada penelitian
ini dapat mempersingkat waktu fermentasi menjadi
empat hari.

70.00
60.00
50.00
g 4000
5 30.00
€ 20.00
10.00
0.00

m Lemak
Karbohidrat

M Protein

Perlakuan

Gambar 3.2. Kurva hubungan antara karbohidrat, lemak dan
protein biji kakao yang difermentasi selama 5 hari dengan
berbagai variasi perlakuan. A: nonfermentasi; B: fermentasi
alami; C: fermentasi dengan enzim bromelain hari ke-3; D:
fermentasi dengan sistein hari ke-3; E: fermentasi dengan S.
cerevisiae hari ke-0, L. plantarum hari ke-1, A. aceti hari ke-2; F:
fermentasi dengan S. cerevisiae hari ke-0, L. plantarum hari ke-1,
A. aceti hari ke-2, enzim bromelain hari ke-3; G: fermentasi
dengan fermentasi dengan S. cerevisiae hari ke-0, L. plantarum
harike-1, A. aceti hari ke-2, enzim bromelain dan sistein hari ke-3.

Kenaikan kadar lemak pada biji kakao yang
mengalami proses fermentasi dipengaruhi karena
adanya penurunan kadar karbohidrat. Hubungan
antara karbohidrat, lemak, dan protein dengan jelas
dapat dilihat pada Gambar 3.1 dan 3.2, dimana jika
karbohidrat mengalami penurunan yang signifikan,
maka kadar lemak dan protein akan meningkat. Hal ini
disebabkan karena metabolisme karbohidrat
cenderung membentuk asetil KoA sebagai prekusor
lemak atau membentuk asam-asam amino sebagai
prekusor protein.

Peningkatan nilai nutrisi pada biji kakao secara
otomatis akan meningkatkan kualitas dari biji kakao.
Semakin tinggi lemak kakao semakin mahal pula harga
jual kakao, karena lemak merupakan komponen yang
penting pada biji kakao. Selain itu peningkatan
kandungan asam-asam amino bebas akibat aktivitas
enzim proteolitik juga akan memperbaiki cita rasa
kakao karena asam amino bebas, terutama asam amino
hidrofobik merupakan prekusor cita rasa coklat.

Kandungan Total Polifenol Biji Kakao

Sebagai akibat dari aktivitas polifenol oksidase
selama fermentasi adalah menurunnya kandungan
polifenol biji kakao. Menurut Baba et al. (2007a),
polifenol kakao mampu dapat mengurangi resiko
penyakit kardiovaskular dengan cara mencegah
oksidasi LDL. Marthur et al. (2002) dan Baba et al.
(2007b) telah melakukan penelitian yang menunjukkan
bahwa suplemen polifenol kakao mampu mengurangi
oksidasi LDL. Penurunan kandungan polifenol biji kakao
merupakan akibat dari aktivitas enzim polifenol
oksidase dalam biji kakao selama fermentasi yang mulai
aktif bekerja ketika biji kakao terpapar oksigen.
Aktivitas enzim ini akan mendegradasi polifenol
menjadi pigmen berwarna coklat (Gacche et al., 2006).
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Untuk menghambat aktivitas polifenol oksidase dalam
mendegradasi polifenol biji kakao, maka dilakukan
penambahan inhibitor polifenol oksidase sejak hari
pertama fermentasi yakni ketika buah kakao
berinteraksi dengan udara, segera setelah kulit buah
dipecah. Kandungan polifenol biji kakao terfermentasi
ditunjukkan pada Tabel 3.1

Kadar Total Polifenol/ %

Harike- —— C D E F G
4 805 489 487 651 428 426 526
5 805 497 4,10 561 429 416 502

Tabel 3.1. Perbedaan kandungan polifenol pada biji kakao yang
difermentasi selama 4 dan 5 hari dengan berbagai variasi
perlakuan. A: nonfermentasi; B: fermentasi alami; C: fermentasi
dengan enzim bromelain hari ke-3; D: fermentasi dengan sistein
hari ke-3; E: fermentasi dengan S. cerevisiae hari ke-0, L.
plantarum hari ke-1, A. aceti hari ke-2; F: fermentasi dengan S.
cerevisiae hari ke-0, L. plantarum hari ke-1, A. aceti hari ke-2,
enzim bromelain hari ke-3; G: fermentasi dengan fermentasi
dengan S. cerevisiae hari ke-0, L. plantarum hari ke-1, A. aceti
harike-2, enzim bromelain dan sistein hari ke-3.

Beberapa inhibitor kimia telah diuji kemampuan-
nya dalam menghambat enzim polifenol oksidase,
seperti asam askorbat (Sapers & Miller, 1995), sistein
(Richard et al., 1992), asam kojik (Kahn et al., 1995) dan
asam glutamat (Dogan et al., 2007). Berdasarkan
interaksinya, inhibitor polifenol oksidase dibagi
menjadi dua kategori yakni inhibitor yang berinteraksi
dengan sisi tembaga atau sisi tertentu pada enzim dan
inhibitor yang mengganggu sisi aktif enzim. Sistein
sebagai inhibitor polifenol oksidase pun berinteraksi
dengan dua cara tersebut. Secara umum, rantai
samping tiol dari sistein akan berikatan ke suatu
tempat yang sangat spesifik pada polifenol oksidase
atau kompleks polifenol oksidase-substrat sehingga
menyebabkan enzim menjadi tidak aktif (Gacche et al.,
2006)

Penambahan sistein pada perlakuan D dan G
memiliki kandungan polifenol yang paling baik karena
mendekati kadar polifenol perlakuan A. Penambahan
inhibitor sistein berfungsi untuk menghambat kerja
enzim polifenol yang akan mengoksidasi polifenol
menjadi melanin yang berwarna cokelat yang biasanya
disebut reaksi pencokelatan. Sedangkan dengan
adanya penambahan mikroorganisme eksogen,
ternyata menurunkan kandungan polifenol, seperti
yang terlihat pada perlakuan E dan F. Hal ini
dimungkinkan karena adanya tambahan enzim —enzim
tambahan yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang
juga dapat menurunkan kandungan polifenol dalam biji
kakao.

Berdasarkan penelitian ini dapat diperoleh
kesimpulan bahwa modifikasi fermentasi biji kakao
dengan menggunakan campuran S. cerevisiae, L.
plantarum, A. aceti, dan enzim bromelin terbukti
meningkatkan kandungan nutrisi dan mempercepat
waktu fermentasi menjadi empat hari, dan
penambahan inhibitor sistein dapat mempertahankan
kadar polifenol secara efektif.
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