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RINGKASAN

Penelitian Pengaruh Penambahan Isolat Khamir pada Pola
Pembentukan Asam Asectat selama Fermentasi Biji Kakao
(Theobroma cacao L.) dilaksanakan di Laboratorium Pengendalian
Mutu, Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengciahui adanya
pengaruh inokulasi biakan khamir murni terhadap pembentukan
asam asctat selama fermentasi biji kakao.

Hasil penelitian ini dianalisa menggunakan Rancangan Acak
Kelompok Faktorial dimana terdiri atas 2 faktor. Faktor A sebagai
penambahan isolat khamir dan faktor B yaitu lama fermentasi yang
dilakukan sampai 6 hari. Kombinasi perlakuan sebanyak 14
perlakuan dan masing-masing perlakuan dianalisa 3 kali. Beda nyata
yang diperoleh dari analisa sidik ragam dianalisa menggunakan uji
Tukey. Analisa diskriptif digunakan untuk parameter mikroba
dimana data-data yang diperoleh diinterpretasikan menjadi suatu
bentuk grafik kemudian dilakukan pembahasan terhadap grafik
tersebut. Selanjutnya pengaruh penambahan khamir dalam
fermentasi biji kakao dapat dilihat pada parameter-parameter
pengamatan yaitu parameter mikrobiologis berupa pertumbuhan
mikroba, khamir dan bakteri. Parameter fisik dan kimia yaitu suhu,

pH pulp, pH kotiledon, dan total asam.
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Kesimpulan dari penelitian ini menunjukkan bahwa
penambahan khamir dalam fermentasi biji kakao berpengaruh
terhadap pertumbuhan mikroba yang berperan dalam fermentasi.
Logaritmik juinlah (m.o/ml) untuk mikroba optimal terjadi pada hari
ke-2 dan ke-5 sebesar 8-8,178; khamir optimal pada hafi ke-1 dan
ke-5 sebesar 8,25 dan 8,35; bakteri asam asetat optimal pada hari ke
3-4 sebesar 7,8-7,91. Pertumbuhan mikroba yang lebih besar dari
kontrol menyebabkan aktivitasnya dalam melakukan reaksi-reaksi
kimia dalam biji kakao lebih tinggi. Sehingga perubahan-perubahan
kimia dalam fermentasi cepat terjadi seperti pembentukan asam

asetat yang maksimal pada hari ke-5 sebesar 1,67%.

Jurusan Teknologi Hasil Pertanian

Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember

XV
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LPENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia saat ini merupakan produsen kakao terbesar ketiga di dunia
bersama-sama Ghana dengan produksi pada tahun 1993/1994 sebesar 245.000 ton.
Prospek yang cerah tersebut diantisipasi dengan semakin luasnya areal pertanaman,
semula pada tahun 1982 areal kakao seluas 42.429 Ha dengan produksi sebesar
17.260 ton, dan 10 tahun kemudian berkembang menjadi 387.102 Ha, dengan
produksi 191.528 ton (Atmawinata,1994). Tahun 1997 areal pertanaman
meningkat menjadi 529.057 Ha dengan produksi 330.219 ton (Anonim, 1998).

Produksi kakao Indonesia selama ini didominasi oleh kakao rakyat yang
secara umum masih bermutu rendah yang dicirikan dengan : kadar air yang tinggi,
kandungan lemak rendah, cita rasa kurang, dan mutu biji tidak konsisten (Wahyudi,
1994). Kondisi semacam itulah yang menyebabkan diberlakukannya pengenaan
diskon atas nilai ekspor biji kakao Indonesia (Aziz, 1996).

Dalam era perdagangan bebas, persaingan akan semakin ketat, schingga
mutu akan menjadi perhatian utama. Kondisi ini dapat menyebabkan kakao
Indonesia tidak dihargai dan tldak diterima oleh konsumen. Guna mengatasi dan
mengantisipasi masalah tersebut, perlu dilakukan upaya perbaikan dan peningkatan
mutu biji kakao rakyat (Aziz, 1996).

Menurut Utami (1995) rendahnya mutu biji kakao disebabkan rendahnya
kadar lemak dan kandungan asam yang relatif tinggi yang berakibat rendahnya
intensitas aroma. Salah satu cara untuk memperbaiki mutu biji kakao dapat
dilakukan melalui proses fermentasi yang berlangsung optimal dimana terjadi proses
pembentukan flavor yang baru dimulai setelah biji mati. Kematian biji ini
disebabkan adanya asam asetat, alkohol dan panas yang timbul secara bersama-
sama akibat adanya aktivitas mikroba yang berperan dalam proses fermentasi.

Menurut Susijahadi er a/ (1998), Biji yang sudah mati akan menyebabkan
rusaknya permeabilitas sel pada biji. Kerusakan permeabilitas pada sel biji akan
menycbabkan terjadinya difusi senyawa polifenol dari senyawa sel keseluruh bagian
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kotiledon. Difusi polifenol akan menyebabkan kontak antara polifenol dengan
enzim polifenol oksidase sehingga terjadi perubahan senyawa polifenol. -

Fermentasi biji kakao ini hanya mengandalkan aktivitas mikroba yaitu
khamir dan bakteri yang ber;msal dari inokulasi spontan dari lingkungan, tangan
pekerja, dan buah kakao itu sendiri sehingga proses-proses kimia dalam biji kakao
berlangsung lama. Fermentasi yang terlalu lama akan menyebabkan penurunan
kandungan lemak dan berat serta menambah biaya produksi. Hal ini dapat dihindari
dengan memperpendek waktu fermentasi (Rohan, 1963).

Khamir merubah protopektin yang tidak larut dalam air menjadi pektin yang
larut dalam air, sehingga pulp berubah menjadi masa bubur yang selanjutnya gula
yang terkandung didalamnya akan dihidrolisa menjadi alkohol. Pada tahap
berikutnya dalam keadaan aerob alkohol dihidrolisa oleh bakteri asam asetat
menjadi asam asetat. Dalam biji kakao yang difermentasi banyak tumbuh bakteri
diantaranya bakteri asam laktat, tetapi populasi bakteri asam asetat lebih menonjol
dari pada bakteri yang lain (Susijabadi et a/, 1998). Memperpendek waktu
fermentasi dapat dilakukan dengan menambahkan sejumlah mikroba dalam bentuk
starter pada awal fermentasi misalnya khamir yang merupakan mikroba yang
dominan pada awal fermentasi karena pH pulp biji kakao cukup rendah (pH 4),
kandungan gula tinggi (10%) dan terbatasnya oksigen merupakan kondisi substrat
yang baik untuk pertumbuhan khamir (Rohan, 1963).

1.2 Permasalahan

Mikroba di alam selalu ditemukan dalam bentuk asosiasi (kehidupan
bersama). Bentuk asosiasi antara lain sinergisme dan antibiose. Sinergisme adalah
suatu bentuk kehidupan bersama dimana masing-masing mikroba dapat bel:erja
sama dengan baik sehingga dapat melakukan perubahan-peruvahan kimia.
Antibiose terjadi jika salah satu mikroba yang bekerja sama tersebut terhambat
aktivitasnya atau bahkan terbunuh.(Jutono et a/ dalam Mutmainah, 1999).

Pada fermentasi kakao terdapat kehidupan bersama beberapa jenis mikroba
seperti khamir, bakteri asam laktat, bakteri asam asetat, dan kapang. Penambahan
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isolat khamir pada awal fermentasi belum diketahui aktivitas dan pertumbuhannya
dalam fermentasi kakao. Permasalahan disini timbul apabila penambahan isolat
khamir pada fermentasi mempengaruhi bentuk asosiasi mikroba yang ada.
Perubahan bentuk asosiasi tersebut juga akan mempengaruhi pembentukan asam

asetat selama fermentasi biji kakao.

1.3 Batasan Permasalahan

Korelasi antara pertumbuhan mikrcba dengan pembentukan asam asetat

dalam fermentasi biji kakao.

1.4 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya pengaruh inokulasi biakan
murni khamir terhadap pertumbuhan khamir dan bakteri yang berperan dalam -

fermentasi, serta untuk mengetahui pembentukan asam asetat selama fermentasi biji
kakao.

1.5 Kegunaan Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang proses

pembentukan asam asetat selama fermentasi biji kakao dengan penambahan isolat

khamir.
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I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Buah Kakao

Biji kakao komersial adalah biji yang dihasilkan tanaman spesies
Theobroma cacao L. yang dibagi dalam 2 grup utama yaitu Criollo dan Forastero,
tetapi ada grup ke-3 yang dikenal sebagai Trinitario yang merupakan persilangan -
antara Crillo dan Forastero. Forastero dikenal dalam perdagangan sebagai bulk
kakao dan Trinitario dan Criolo dikenal sebagai fine atau flavor kakao (Minifie,
1980).

2.2 Komposisi Biji Kaka6
Biji kakao yang telah masak terdiri dari pulp, kulit biji, dan kotiledon yang

masing-masing memiliki komponen sendiri.

2.2.1 Komposisi Pulp

Pulp merupakan jaringan yang berupa lendir yang melekat pada biji kakao
sebagai media yang baik bagi pertumbuhan mikroba, karena kaya akan bahan-
bahan organik antara lain glukosa dan sukrosa. Komposisi pulp secara lengkap
dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Komposisi kimia pulp biji kakao

Komponen Prosentase (%)
Air 80 -90
Glukosa 8-13
Sukrosa 0,4-1,0

Pati sedikit

Asam tidak menguap 0,2-0,4

Besi Oksida 0,03

Garam 0,4 - 0,45

Sumber : Rohan (1963)

Menurut Quesnel (1982), kandungan gula baik sukrosa maupun glukosa
yang tinggi di dalam pulp merupakan medium yang baik untuk pertumbuhan
khamir. Kandungan asam yang ada pada pulp memberikan kondisi pH yang sesuai
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untuk aktivitas khamir. Ketika buah dibuka dengan pisau, pulp terkontaminasi
oleh bermacam-macam mikroba yang berperan dalam proses fermentasi. Mikroba
yang didapat berasal dari tangan pekerja, pisau, keranjang yang tidak dicuci yang
digunakan selama transportasi biji dan lendir yang tertinggal pada bak fermentasi
sebelumnya (Schwan et ali 1995)

2.2.2 Komposisi Biji

Biji kakao terdiri atas dua bagian utama yaitu kulit biji yang presentasinya
10% - 14% dari berat biji kering dan keping biji (kotiledon) yang presentasinya
86% - 90% dari berat biji kering (Nasution et al, 1976). Secara lengkap komposisi -
kimia biji kakao dapat dilihat pada Tabel 2.
Tabel 2. Komposisi kimia biji kakao

Komponen Besar Kandungan (%)
Kotiledon Kulit biji

Air 2.1 3,8
Lemak 54,1 3,43
Abu 2,7 8,1
Total N 4.2 2,6
Protein 1.3 2.1
Teobromin 1,4 13
Kafein 0,7 0,1
Glukosa 0,1 0,1
Sukrosa 0 8,1
Pati 6,1 -
Pektin 4,1 8,0
Serat Kasar ' 2,1 18,6
Selulosa 1,9 13,6
Pentosan 152 7,0
Mucillage dan gums 1,8 9,1
Cocoa purple / cocoa brown 4,2 2,0
Asam asetat 0,1 0,1
Asam sitrat - 0,7
Asam oksalat 0,3 0,3

Sumber : Minifie dalam Susijahadi et a/, 1998.

2.3 Fermentasi

Fermentasi adalah suatu proses perombakan senyawa organik yang

dikatalisa oleh enzim. Proses fermentasi berlangsung di dalam suatu sistem
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untuk aktivitas khamir. Ketika buah dibuka dengan pisau, pulp terkontaminasi
oleh bermacam-macam mikroba yang berperan dalam proses fermentasi. Mikroba
yang didapat berasal dari tangan pekerja, pisau, keranjang yang tidak dicuci yang
digunakan selama transportasi biji dan lendir yang tertinggal pada bak fermentasi
sebelumnya (Schwan et alii995)

2.2.2 Komposisi Biji

Biji kakao terdiri atas dua bagian utama yaitu kulit biji yang presentasinya
10% - 14% dari berat biji kering dan keping biji (kotiiedon) yang presentasinya
86% - 90% dari berat biji kering (Nasution et al, 1976). Secara lengkap komposisi -
kimia biji kakao dapat dilihat pada Tabel 2.
Tabel 2. Komposisi kimia biji kakao

Komponen Besar Kandungan (%)
Kotiledon Kulit biji

Air 2,1 3,8
Lemak 54,1 3,43
Abu 2,7 8,1
Total N % 2,6
Protein 1.3 21
Teobromin 1,4 1.3
Kafein 0,7 0,1
Glukosa 0,1 0,1
Sukrosa 0 8,1
Pati 6,1 -
Pektin 4,1 8,0
Serat Kasar ‘ 2y 18,6
Selulosa 1,9 13,6
Pentosan 152 7.0
Moucillage dan gums 1,8 21
Cocoa purple / cocoa brown 4,2 2,0
Asam asetat 0,1 0,1
Asam sitrat - 0,7
Asam oksalat 0,3 0,3

Sumber : Minifie dalam Susijahadi et a/, 1998.

2.3 Fermentasi

Fermentasi adalah suatu proses perombakan senyawa organik yang

dikatalisa oleh enzim. Proses fermentasi berlangsung di dalam suatu sistem


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

biologi yang melibatkan reaksi hidrolisa , reaksi oksidasi reduksi, dan juga dapat
menghasilkan energi (Winarno, 1983).

Proses fermentasi biji kakao terdiri dari 2 macam proses yaitu fermentasi
eksternal dan internal. Pada fermentasi eksternal bertujuan untuk melepaskan pulp
dari keping biji, melonggarkan kulit biji sehingga setelah proses pengeringan kulit
mudah dilepaskan dari kulit biji. Menurut Susijahadi et al (1998) Protopektin di
dalam pulp oleh kegiatan enzim protopektinase akan diubah menjadi pektin yang
larut dalam air. Selanjutnya oleh Wood & Lass (1984) pektin oleh pektase akan.
dihidrolisa menjadi asam pektin. Enzim pektinase akan menguraikan asam pektin
menjadi galaktosa, asam cromat, arabinose dan asetat. Fermentasi internal
bertujuan untuk mematikan keping biji sehingga terjadi pcruba'ihan penting dalam
biji dapat dengan mudah terjadi. Perubahan tersebut antara lain perubahan warna
keping biji, meningkatnya aroma, rasa, dan memperbaiki penampakan fisik biji
(Nasution ef al, 1976). :

Pulp yang masih segar pHnya relatif rendah yaitu 3,6, kandungan gula
yang tinggi serta rendahnya jumlah oksigen meunyebabkan kondisi tersebut sesuai
untuk pertumbuhan khamir (Haryadi & Soepriyanto, 1991). Pertumbuhan khamir
bertambah banyak selama 12 Jjam pertama fermentasi kemvdian konstan pada 12
Jjam berikutnya (Ostovar & Keeney, 1973). Khamir dalam kondisi anaerob secara
aktif mengkonsumsi gula dan merubahnya menjadi alkohol. Perubahan oH dan
suhu yang terjadi selama fermentasi akan mempengaruhi kehidupan khamir, Pada
saat kondisi lingkungan kurang cocok untu pertumbuhan khamir maka pada fase
fermentasi selanjutnya bakteri asam asetat mulaj aktif mengoksidasi alkohol
menjadi asam asetat (Said, 1987). Menurut Susijahadi et al (1998) penurunan
khamir selama fermentasi disebabkan karena tidak toleran terhadap alkohol pada
konsentrasi diatas 4%.

Selama fermentasi biji kakao terjadi perubahan kimia dan fisik karena
bekerjanya mikroba. Perubahan tersebut meliputi perubahan luar dan dalam biji.
Perubahan tersebut menyebabkan suasana massa yang difermentasi menjadi aerob

dan suhu menjadi lebih tinggi. Perubahan kimia di dalam biji terjadi apabila asam
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2.4.2 Khamir

Pulp dari buah kakao yang masak optimal mengandung gula sekitar 10%
dan asam sitrat 2% (Quesnel dalam Zulkifli, 1978). Kondisi pulp tersebut sangat
cocok untuk pertumbuhan khamir sehingga pada permulaan fermentasi biji kakao
mikroba yang paling dominan adalah khamir. Menurut Rombauts hampir 90%
dari mikroba yang tumbuh adalah khamir (Haryadi & Supriyanto, 1 991).

Peranan khamir antara lain mendegradasi pulp, merubah gula menjadi
alkohol, membentuk asam asetat dan sebagainya. Diantaranya terdapat jenis
pektinolotik yaitu khamir yang dapat mendegradasi pektin (Wood, 1985).

Menurut Quesnel dalam Mansyur (1978), khamir dapat menghasilkan
beberapa enzim yaitu pektase dan pektinase. Pektase dapat menguraikan pektin
menjadi alkohol dan asam pektin. Dengan terurainya protopektin yang merupakan
bahan perekat dari lamela tengah sel, menyebabkan jaringan pulp hancur sehingga
tebih mudah dipisahkan dari keping biji.

Tipe khamir yang tumbuh pada fermentasi kakao bervariasi tergantung
pada situasi geografis, lama fermentasi dan jenis kakao yang difermentasi. Pada
Fermentasi di Jawa dite;rlukan jenis khamir Saccharomyces apicalatus dan
Saccharomyces ellipsoides (Knapp dalam Haryadi & Supriyanto, 1991).

Aktivitas khamir merubah gula menjadi alkohol dengan reaksi yang
bersifat eksothermis, selain menghasilkan alkohol dan CO, juga menghasilkan
panas. Akibat panas yang dibebaskan tersebut suhu masa kakao yang diperam
menjadi lebih tinggi, sedangkan pulp sebagian sudah hancur menyebabkan supplai
oksigen lebih baik. Kondisi ini sangat cocok untuk pertumbuhan mikroba lain
yaitu bakteri (Rohan, 1963).

2.4.3 Bakteri

Bakteri yang ditemukan dalam fermentasi kakao menurut Knapp, 1937
dan Rohan, 1963 dalam Haryadi & Supriyanto, 1991 adalah : 1) Bakteri asam
laktat genus Beta bakterium, Coli aerogenes, Bacillus undulatus, Bacillus

megatherium; 2) Bakteri asam asetat genus Bacillus xylinum, Bacillus xylinoides,
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Bacillus orleanense, dan B. ascedense; 3) Bakteri perusak yaitu B. subtilis jika
fermentasi berlangsung relatif lama.

Desimilasi asam sitrat pada pulp oleh khamir menyebabkan kenaikan pH,
bersamaan dengan terjadinya kenaikan suhu sebagai hasil fermentasi alkohol.
Kondisi tersebut ditunjang dengan aerasi yang lebih sesuai untuk pertumbuhan
bakteri asam laktat yang dapat menghasilkan asam laktat (Rohan, 1963).

Adanya aerasi sclama pembalikan dan kenaikan suhu sampai 37°C
mendorong pertumbuhan dan aktivitas bakteri asam asetat. Pada periode ini,
bakteri asam asetat akan menurunkan konsentrasi alkohol dan asam. laktat, tetapi
akan meningkatkan asam asetat. Reaksi eksotermis oleh bakteri asam asetat akan
meningkatkan suhu fermentasi menjadi 50°C atau lebih. Kenaikan suhu pada
massa biji yang difermentasi akan menyebabkan penurunan jumlah bakteri karena
bakteri ini inaktif pada suhu 40-45°C. (Susijahadi et a, 1998).

Selama proses fermentasi berlangsung akan terjadi kenaikan suhu, oksigen
dan pH dari massa fermentasi biji kakao yang merupakan kondisi yang sesuai
untuk pertumbuhan bakteri pembentuk spora dalam keadaan aerob. Bakteri
pembentuk spora yang aerob sudah tumbuh pada awal fermentasi dengan jumlah
yang tidak bcrubah. Setelah fermentasi berjalan 3 hari, bakteri mendominasi
populasi mikroba yang ada dan Jjumlahnya melampaui 80% dari seluruh
mikroflora (Schwan ez a/ dalam Susijahadi et al, 1998). Pada pH diatas 5 mulai
tampak adanya pertumbuhan bakteri yang menghasilkan senyawa amin dan amino
dari hasil perorbakan asam amino (Hariyadi & Supriyanto,1991)

2.4.4 Kapang

Pertumbuhan kapang pada pengolahan biji kakao merupakan suatu hal
yang harus dihindari karena dapat mengakibatkan kakao mempunyai rasa pahit.
Kapang yang tumbuh selama fermentasi biji kakao dapat dikelompokkan menjadi
dua, yaitu kapang yang tumbuh selama fermentasi berlangsung dan kapang yang
tumbuh selama pengeringan dan penyimpanan. Kapang yang tumbuh selama
fermentasi kakao sulit dihindarkan karena spora kapang terscbut merupakan
kontaminan dari sekeliling,
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Kakao terkontaminasi oleh kapang ketika aerasi terbatas seperti timbunan
yang tidak dilakukan pembalikan. Kapang yang tumbuh pada permukaan kulit
tidak menimbulkan kerugian tetapi bila penetrasi hingga ke keping biji akan
berakibat merusak warna dan flavor (Chatt, 1953).

Beberapa kapang yang tumbuh selama fennen_tasi kakao adalah
Penicillium, Sterigmatocyses niger, Aspergillus flavus, - Steraigmatocystis-

Iuteoniger, Aspergillus tamari, dan A. fumigatus (Haryadi & Supriyanto,1991).

2.5 Perubahan Suhu Selama Fermentasi

Fermentasi pulp kakao disertai dengan kenaikan suhu pada biji. Aksi
mikrobiologis yang menyeﬁabkan terjadinya kenaikan suhu (Quesnel ef al, 1960).
Sack’s (1913) dalam Mutmainah (1999), juga menyimpulkan bahwa kenaikan
suhu pada biji kakao dalam kotak fermentasi disebabkan oleh reaksi fermentasi.
Khamir akan merombak gula menjadi alkohol dan CO, dan juga dapat memecah
asam sitrat menjadi asam asctat dan asam laktat. Reaksinya bersifat eksotermis
sehingga akan menghasilkan panas.

Reaksi hidrolisa etanol menjadi asam asetat bersifat eksotermis sehingga
akan menghasilkan energi dalam bentuk panas yang menyebabkan suhu
fermentasi akan meningkat sampai 48-50°C. Pada suhu sekitar 50°C sebagian
besar bakteri asam asetat akan mati schingga aktivitasnya akan turun dan untuk
menurunkan suhu dapat dilakukan dengan pembalikan biji dalam tumpukan
fermentasi. Pembalikan biji selama fermentasi juga berfungsi untuk menurunkan
pH (Susijahadi ez a/, 1998). Hal ini discbabkan karena asam asetat merupakan
asam lemah yang mudah menguap dengan adanya O,.

2.6 Perubahan pH Selama Fermentasi

Gula yang ada dalam pulp dirubah menjadi alkohol oleh khamir dan
kemudian dioksidasi menjadi asam asetat oleh bakteri asam asetat. Sehingga

terjadi perubahan pH yang dimulai dari pH 3,6-3,7 menjadi pH 4,5 selama waktu |
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sekitar 2,5 hari , dan selanjutnya pH akan naik menjadi sekitar 6,5 pada hari ke
tujuh (Lopez dalam Susijahadi et al, 1998),

Hasil metabolisme bakteri asam asctat (Acetobacter aceti) akan
mempengaruhi tingkat keasaman di dalam pulp maupun di dalam biji. Asam
asetat sendiri berperan dalam proses kematian biji kakao. Apabila produksi asam
asetat berlebihan dan b‘anyak yang masuk ke dalam biji maka PH biji akan rendah
sehingga menghasilkan flavor yang rendah (Said dalam Susijahadi et al, 1998).

2.7 Pembentukan Asam Asetat Selama Fermentasi

Bakteri yang berperan dalam pembentukan asam asetat menurut Haryadi
& Supriyanto (1991) adalah bakteri genus Beta bacterium yang bersifat
heterofermentif yang dapat menghasilkan asam laktat Jjuga asam asetat. Selain itu
Juga terdapat bakteri asam asetat yang mengoksidasi alkohol ‘menjadi asam asetat,
dengan melepaskan sejumlah panas, :

Setelah fermentasi berlangsung 18 jam akan teljadi kenaikan suhu yang
tajam dimana menunjukkan aerasi dini. Suhu tinggj pada saat fermentasi
disebabkan oleh reaksi eksotermis yang terjadi pada saat perubahan gula menjadi
etanol dan ctanol menjadi asam asetat. Perubahan pertama karena terjadi aktivitas
khamir sedangkan perubahan kedua oleh aktivitas bakteri asam asetat (Effendi,
1994),

Reaksi pembentukan asam asetat menurut Haryadi & Supriyanto, 1991 :

CeH 1,06 - 2C,H;0OH + 2CO; + 18 kkal

2C;H50H + 20, —» 2CH;COOH + 2H,0 + 236 kkal

Pertumbuhan bakteri asam asetat sangat diharapkan karena asam asetat
yang dihasilkan sangat diperlukan dalam fermentasi kakao yaitu : 1) dapat
mendifusi ke dalam keping biji secara cepat; 2) dapat menyebabkan kematian biji;
3) membantu distribusi senyawa polifenol dari kantong-kantong sel tertentu ke
seluruh jaringan keping biji; 4) membantu hidrolisis yang berhubungan dengan :
pembentukan flavor; 5) dengan senyawa alkohol dapat membentuk ester,

beberapa diantaranya dapat menimbulkan aroma yang segar (Haryadi &
Supriyanto,1991).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

12

2.8 Hipotesis

1. Penambahan isolat khamir mumi pada fermentasi biji kakao dapat
mempengaruhi pertumbuhan mikroba yang berperan dalam fermentasi.

2. Penambahan isolat khamir dapat mempercepat pembentukan asam asetat

dalam pulp biji kakao.
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ITII. BAHAN DAN METODE PENELITIAN

3.1 Bahan dan Alat
3.1.1 Bahan

Bahan yang diguﬁakan biji kakao segar jenis Forastero, biakan khamir
murni yang telah ditumbuhkan 18 jam, Potatoe Dextrose Agar (PDA), Potatoe
Dextrose Broth (PDB), PCA, oxtetracyclin, cyclohexamide, aquadest, NaOH 0,01
N, phenol phtalin (PP), dan buffer pH 4 dan pH 7.

3.1.2 Alat

Alat-alat yang digunakan meliputi kotak fermentasi mini, petridish,
erlenmeyer, jarum ose, labu ukur, pipet volume dan pipet tetes, corong, kertas
whatman no 4, pH meter, stirer, kompor magnetik, gelas ukur, pemanas,

thermometer, biuret, tabung reaksi, bunsen, dan macra.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari — April 2000 dan dilaksanakan
di laboratorium Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Jember serta laboratoirum
Pengendalian Mutu, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Jember.

3.3 Metode Penelitian
Metode penelitian yang digunakan yaitu :
Menggunakan Rancangan Acak Kelompok Faktorial terdiri dari 2 faktor yaitu:
1) Faktor A {penambahan isolat khamir) terdiri dari 2 taraf :
AQ = tanpa penambahan biakan khamir
Al = dengan penambahan biakan khamir

13
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ii) Faktor B (lama fermentasi) terdiri dari tujuh taraf yaitu:

B0 = fermentasi 0 hari

B1 = fermentasi 1 hari

B2 = fermentasi 2 hari

B3 = fermentasi 3 hari

B4 = fermentasi 4 hari

BS5 = fermetnasi 5 hari

B6 = fermentasi 6 hari

Kombinasi perlakuan :

AOBO AOB1 AOB2 AOB3 AOB4 AOB5 AO0B6
AlBO AIB1 Al1B2 A1B3 AlB4 AIBS AlB6
Dimana masing-masing perlakuan dianalisa 3 kali. Adapun model

matematis yang digunakan :

Yik=p + o4+ B+ (aB)y + sy

Keterangan :
Y = hasil/nilai pengamatan untuk faktor Alevel ke-i , fﬁktor B
level ke-j dan pada ulangan ke-k |
W = nilai tengah umum
od = pengaruh faktor A pada level ke-i
Bj = pengaruh faktor B level j

(P)ij = interaksi AB pada level A ke-i, level B ke-j
eijk = galat percobaan untuk level ke-i (A), level le-j (B)
ulangan ke-k
Data yang diperoleh dianalisa secara sidik ragam (analisa varian). Beda
nyata yang diperoleh dianalisa menggunakan uji Tukey (BNJ). Parameter mikroba
dianalisa secara deskriptif kemudian data yang diperoleh diinterprestasikan
kedalam suatu grafik. Kemudian dilakukan pembahasan dari grafik tersebut,
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3.4 Pelaksanaan Penelitian
1. Penggandaan Isolat Khamir
a. Menyiapkan 1 tabuflg biakan khamir dan diambil 1 ose
b. Menggoreskan pada medium PDA dan diinkubasi 2 hari
¢. Menggoreskan khamir dari medium PDA ke PDB dan diinkubasi 2 hari
2. Fermentasi biji kakao
a. Fermentasi menggunakan 2 kotak fermentasi kecil dan jumlah biji. kakao
segar masing-masing 40 kg
b. Menyiapkan inokulan dengan ukuran 20 ml biakan khamir untuk setiap
10 kg biji kakao dan disemprotkan dalam biji kakao segar yang digunakan
sebagai perlakuan
¢. Fermentasi selama 6 hari dan dilakukan pembalikan sctiap 2 hari sekali

d. Pengamatan dilakukan setiap hari

3.5 Parameter Pengamatan
Pengamatan yang dilakukan meliputi
1. Pengamatan mikrobiologis meliputi :
a. Total mikroba
b. Total khamir
¢. Total bakteri
2. Pengamatan fisik dan kimia meliputi :
a. Suhu fermentasi
b. pH pulp
¢. pH kotiledon
d. Total asam
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3.6 Prosedur Analisa

3.6.1 Total Mikroba dengan Metode Hitungan Cawan (Hadioetomo, 1993)

1.

3.6.2

1 g sampel (pulp kakao) diencerkan dengan 9 ml aquades dan dibuat
pengenceran 1: 100; 1: 1000; 1: 10000; 1; 100000; 1:1000000;1:10000000
Medium PCA diencerkan dalam penangas kemudian didinginkan sampai -
suhu 50°C

Sampel yang digunakan 1:100000;1:1000000;1:10000000 digojok sampai
homogen dan diaml;il masing-masing 1 ml dan dituang secara aseptik
dengan mediumnya "'ke dalam petridish, digoyang perlahan-lahan agar
suspensi bahan dapat tercampur.

Inkubasi selama 2 hari pada suhu 35°C.

Menghitung koloni yang tumbuh pada masing-masing petridish.
Perhitungan :

Jumlah mikroba : Jumlah koloni x 1

mg sampel pengenceran

Total Khamir dengan Plate Count Method (Hadioetomo,1993) -

1 g sampel (pulp kakao) diencerkan dengan 9 ml aquades dan dibuat
pengenceran 1: 100; 1: 1000; 1: 10000; 1: 100000;1:1000000;1:10000000
Medium PDA diencerkan dalam penangas kemudian didinginkan sampai
suhu 50°C

Sampel yang digunakan dengan pengenceran 1: 100000 ; 1:1000000 ;
1:10000000 digojok sampai homogen dan diambil masing-masing 1 ml dan
dituang secara aseptik dengan mediumnya ditambah dengan oxytetracyclin
ke dalam petridish, digoyang perlahan-lahan agar suspensi bahan dapat
tercampur.

Inkubasi selama 2 hari pada suhu 35°C.,

Menghitung koloni yang tumbuh pada masing-masing petridish.
Perhitungan :

Jumlah mikroba : Jumlah koloni  x 1

mg sampel pengenceran
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3.6.3 Total Bakteri dengan Metode Hitungan Cawan ( Hadioetomo, 1993)

1. 1 g sampel (pulp kakao) diencerkan dengan 9 ml aquades dan dibuat
pengenceran 1: 100; 1: 1000; 1: 10000; 1: 100000;1:1000000;1:10000000

2. Medium PDA diencerkan dalam penangas kemudian didinginkan sampai
suhu 50°C

3. Sampel yang digunakan dengan pengenceran 1: 100000 1:1000000 ;
1:10000000 dlngOk sampai homogen dan diambil masing-masing 1 ml dan
dituang secara aseptik dengan mediumnya ditambah dengan cycloheximide
ke dalam petridish, digoyang per’ahan-lahan agar suspensi bahan dapat
tercampur.

4. Inkubasi selama 2 hari pada suhu 35°C,

5. Menghitung koloni yang tumbuh pada masing-masing petridish.

6. Perhitungan :
Jumlah mikroba :_Jumlah koloni  x 1

mg sampel pengenceran

3.6.4 pH pulp dengan Metode AOAC (Anonim, 1996)
1. 5 g pulp kakao ditambah 45 m] aquades yang sudah dididihkan dan
dihomogenkan menggunakan homoginizer selaina 20 detik.
2. Campuran disaring menggunakan kertas Whatman no 4 :
3. pH larutan diukur menggunakan pH meter yang sudah dikalibrasi
menggunakan buffer pH 4 dan pH7.

3.6.5 pH kotiledon dengan Metode AOAC (Anonim, 1996)
1. 5 g biji kakao ditambah 45 m] aquades yang sudah dididihkan dan
dihomogenkan menggunakan homoginizer selama 20 detik.
2. Campuran disaring menggunakan kertas Whatman no 4
3. pH larutan diukur menggunakan pH meter yang sudah dikalibrasi.
menggunakan buffer pH 4 dan pH7.
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b'vv

3.6.6 Suhu Fer mentasi

Diukur dengan menggunakan thermometer yang dimasukkan dalam bagian
permukaan, tengah dan bawah biji kakao. ,

3.6.7 Total Asam dengan Metode AOAC (Anonim, 1996)
1. 5 g pulp kakao dilarutkan dalam aquades ke labu ukur 250 ml dan disaring,
2. Filtrat diambil 25 ml ditambih 2-3 tetes Phenol Phtalin (PP) dan dititrasi
dengan NaOH 0,01 N sampai mencapai pH 8 (berwarna merah Jjambu).
3. Perhitungan :
Kadar total asam =  ml NaOH x N NaOH x BM asam asetat X FP  x 100%

1000 x berat sampel
Keterangan :
N = normalitas
BM = berat molekul
FP = faktor pengenceran


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Total Mikroba
Pertumbuhan mikroba selama fermentasi dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Pertumbuhan mikroba selama fermentasi

Perlakuan Logaritmik jml mikroba/ml sampel pada hari ke-
0 1 2 3 4 5 6
Tanpa Khamir 6.86 7.01 03 6.83 6.72 8.19 6.51
Khamir 02 73 8 7.8 7.15 8.178 6.69

Tabel 3 menunjukkan pertumbuhan mikroba pada fermentasi dengan
penambahan khamir optimal pada hari ke 2 dan ke 5 scbesar 8 - 8.178.

Hasil pengamatan total mikroba selama fermentasi dapat dilihat pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Grafik pertumbuhan mikroba selama fermentasi
Fermentasi dengan inokulasi khamir akan memperbanyak jumlah mikroba
yang berperan dalam fermentasi bila dibandingkan kontrol. Meningkatnya jumlah

mikroba menyebabkan aktivitasnya Jjuga meningkat.

19
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4.2 Total Khamir

Pertumbuhan khamir selama fermentasi biji kakao dapat dilihat pada
Tabel 4.

Tabel 4. Pertumbuhan i(llamir selama fermentasi

Perlakuan Logaritmik jml khamir/ml sampel pada hari ke-

0 1 2 3 . S 5 6
Tanpa Khamir 682 | 733 | 6.65 6.48 6.77 7.28 | 6.95
Khamir 6.96 | 8.25 6.9 6.58 7.98 835 | 7.95

Tabel 4 menunjukkan pertumbuhan khamir optimal terjadi pada hari ke-1
dan hari ke-4 sebesar 8,25 dan 8,35.

Hasil pengamatan pertumbuhan khamir selama fermentasi dapat dilihat
pada Gambar 2.

S
o

Log Jml Khamir/ml sampel

Lama Fermentasi (hari)
E4— Tanpa Khamir —a— Khamir

Gambar 2. Grafik pertumbuhan khamir selama fermentasi

Fermentasi dengan penambahan isolat khamir menyebabkan jumlah
khamir yang berperan dalam fermentasi lebih banyak dari kontrol. Sehingga dapat
mempercepat perombakan gula menjadi alkohol. Pada hari ke-1 terlihat
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pertumbuhan khamir maksimum dan kemudian turun drastis yang disebabkan
banyaknya khawir yang mati. Setelah khamir merombak gula menjadi aikohol
meyebabkan peningkatan suhu dan aerasi pada biji sehingga khamir tidak dapat
tumbuh. Anonim (1983) menyebutkan alkohol pada kadar diatas 5% volume
hanya sedikit mempengaruhi aktifitas khamir dalam fermentasi. Tetapi adanya
alkohol berantai panjang bersifat toksin. Umumnya aktifitas fermentasi terhenti
bila kadar alkohol mencapai 12%-18% volume.

Kenaikan jumlah khamir pada hari ke-4 menunjukkan bahwa Khamir yang
tumbuh adalah khamir aerophillik. Menurut Forsyth & Rombouts dalam Rohan
(1963), hari ke-3 fermentasi terjadi kerjasama antara bakteri asam asetat, khamir
aerophilik, dan Bacillus aerophillus. Khamir aerophillik ini dapat tumbuh karena
adanya konsentrasi gula yang rendah, kondisi yang sangat aerobik menyebabkan
gula direspirasi menjadi CO, dan H,O (Hadioetomo, 1993).

4.3 Total Bakteri

Fermentasi alkohol yang dilakukan oleh khamir pada fermentasi biji kakao
menyebabkan pertumbuhan bakteri asam asetat lebih dominan daripada bakteri
lain. Oleh sebab itu pengamatan pertumbuhan bakteri selama fermentasi
diasumsikan sebagai pertumbuhan bakteri asam asetat. Pertumbuhan bakteri asam
asetat selama fermentasi dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Pertumbuhan bakteri asam asetat selama fermentasi

Perlakuan Logaritmik jumlah bakteri asam asetat pada bari ke-

0 1 & 3 4 ] 6
Tanpa Khamir 6.73 6.56 6.6 232 7.67 7.26 | 6.67
Khamir o7 s nt04..l 7.34 7.8 W11 1235 | T8

Tabel 5 menunjukkan pertumbuhan bakteri asam asetat optimal pada hari
ke 3-4 sebesar 7,8-7,91.Hasil pengamatan pertumbuhan bakteri asam asetat
selama fermentasi dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Grafik pertumbuhan bakteri asam asetat selama fermentasi

L}

Grafik diatas n;enunjukkan pertumbuhan bakteri maksimal terjadi pada
hari 3-4. Jumlah bakteri asam asetat pada fermentasi dengan penambahan isolat
khamir lebih banyak bila dibandingkan kontrol. Hal ini disebabkan dengan
penambahan khamir menyebabkan pembentukan alkohol lebih cepat dan lebih
banyak. Kondisi yang optimal (suhu dan aerasi ) serta jumlah substrat yang lebih

banyak menyebabkan pertumbuhan bakteri asam asetat lebih tinggi daripada
kontrol. ‘
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4.4 Suhu Fermentasi
Hasil analisa sidik ragam perubahan suhu selama fermentasi dapat dilihat
pada Tabel 6.

Tabel 6. Sidik ragam suhu selama fermentasi

Sumber dB Jumlah Kuadrat F-hitung - F-tabel
Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Blok 2 0,15 0,07 0,78 ns: 3,37 .. 5,93
Perlakuan 13 606,71 - 46,67 492,92 iy B R S
Faktor A 1 33,70 33,70 355,90 w422 LI
FaktorB 6 539,93 89,99 950,46 $E504T 3,38
Interaksi 6 33,08 5,51 58,23 #¥ 047 358
Galat 26 2,46 0,095
Total 41 609,32
Keterangan :  ** Berbeda sangat nyata

*  Berbeda nyata
ns Berbeda tidak nyata

Tabel € menunjukkan bahwa masing-masing faktor mempunyai pengaruh
yang nyata terhadap suhu fermentasi sehingga perlu dilakukan uji lanjutan.

Hasil uji Tukey pengaruh penambahan khamir terhadap suhu fermentasi
dapat dilihat pada Tabel 7.
Tabel 7. Hasil uji Tukey pengaruh penambahan khamir terhadap suhu

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
Al 34,83 1 a
AO 33,03 2 b
Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak nyata pada Uji
Tukey taraf 5%.

Hasil uji Tukey menunjukkan kedua perlakuan memberikan pengaruh
yang berbeda, fermentasi dengan inokulasi khamir mempunyai nilai lebih besar
dari kontrol yaitu 34,83. Menurut Lopez (1986) dalam Susijahadi et al (1998), -
khamir merombak gula menjadi alkohol dan CO, serta dapat memecah asam sitrat
menjadi asam laktat dan asam asetat. Reaksinya bersifat eksotermis schingga juga
menghasilkan panas. Fermentasi dengan inokulasi khamir menyebabkan

perubahan kimia dalam pulp cepat berlangsung bersamaan dengan kenaikan suhu
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selama fermentasi. Karena dengan bertambahnya jumlah mikroba maka aktivitas
metabolismenya juga semakin tinggi.

Pengaruh lama fermentasi terhadap perubahan suhu dapat dilihat pada
Tabel 8.

Tabel 8. Hasil uji Tukey pengaruh lama fermentasi terhadap suhu

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi-
B6 38.52 1 a
B5 38.13 2 a
B4 o 3 b
B3 33005 4 c
B2 31.67 5 d
Bl 30.57 6 e
BO 28.83 2 E
Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

Nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Dari Tabel 8 dapat dilihat, bahwa dengan bertambahnya ‘waktu fermentasi
maka semakin banyak terjadi reaksi kimia di dalam pulp dimana ditunjukkan
dengan kenaikan suhu selama fermentasi.

Pengaruh interaksi antara penambahan khamir dengan lama fermentasi
terhadap suhu fermentasi dapat dilihat pada Tabel 9.

Tabel 9. Hasil uji Tukey interaksi antara penambahan khamir dengan lama
fermentasi terhadap suhu

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
A1BS 3973 1 a
AlB4 39.47 2 a
Al1B6 39.12 3 a
A0B6 3TN 4 b
AOBS 36.5 5 c
AOB4 34.07 6 d
AlB3 33.85 i d
A0B3 32.21 8 e
Al1B2 31.87 9 e
A0B2 31.47 10 of
AlB1 30.87 (5 fg
AOB1 30.27 12 g
A1BO 28.84 13 h
A0BO 28.82 14 h

Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

Nyata pada Uji Tukey taraf 5%.
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Tabel 9 menunjukkan interaksi kedua faktor penelitian memberikan
pengaruh yang nyata terhadap suhu fermentasi. Suhu maksimal terjadi pada hari
ke-5 sebesar 39,77°C yang ditunjukkan pada perlakuan A1BS5.

Hasil pengamatan suhu selama fermentasi dapat dilihat pada Gambar 5.

Suhu ( C)

0 1 2 3 4 5 6

Lama Fermentas| (harl)

L—Q—Tanpa Khamir —-—Khamﬂ

Gambar 1. Grafik perubahan suhu selama fermentasi

Perbedaan suhu fermentasi terjadi pada hari 3-6 yang menunjukkan
bahwa perubahan -perubahan kimia dalam pulp lebih cepat terjadi pgda fermentasi
dengan inokulasi khamir daripada kontrol. Kedua perlakuan menunjukkan pola
kenaikan yang sama. Hal ini disebabkan karena reaksi kimia dalam pulp bersifat
cksotermis dimana juga mengahasilkan panas. Menurut Haryadi & Supriyanto
(1991), rekasi-reaksi dalam fermentasi kakao bersifat cksotermis yaitu perubahan-
perubahan gula menjadi alkohol oleh khamir dan alkohol menjadi asam asetat

oleh bakteri asam asetat.
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4.5 pH Pulp

Hasil analisa sidik ragam perubahan pH pulp selama fermentasi dapat
dilihat pada Tabel 10.

Tabel 10. Sidik ragam pH pulp selama fermentasi

Sumber DB Jumlah Kuadrat F-hitung F-tabel
Keragaman Kuadrat Tengah 3% 1% °
Blok 2 0,0005 0,0003 0,12 ns 3,37 5,53
Perlakuan 13 2,50 0,19 89,87 21250291

Faktor A 1 0,098 0,098 45,82 "”. 42 1
Faktor B 6 2,19 0,37 170,66 . 247 359
Interaksi 6 10,21 0,04 16,41 o247
Galat 26 0,056 0,002
Total 41 2,56

Keterangan : % Berbeda sangat nyata
* Berbeda nyata
ns Berbeda tidak nyata

Dari Tabel 10 dapat dilihat masing-masing faktor memberikan pengaruh
nyata terhadap pH pulp selama fermentasi, sehingga perlu dilakukan uji lanjutan,

Pengaruh faktor pemberian khamir terhadap pH pulp dapat dilihat pada
Tabel 11.

Tabel 11. Hasil uji Tukey pengaruh penambahan khamir terhadap pH pulp

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
Al 4,299048 1 a
A0 4,202381 2 b
Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak
nyata pada Uji Tukey taraf 5%,

Penambahan khamir pada fermentasi biji kakao menyebabkan nilai pH
pulp Iebih tinggi dari kontrol, karena dengan semakin banyaknya jumlah khamir
maka jumlah asam sitrat yang dirubah menjadi asam asetat dan asam laktat.

Pengaruh lama fermentasi terhadap pH pulp dapat dilihat pada Tabel 12.
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Tabel 12. Hasil uji Tukey pengaruh lama fermentasi terhadap pH pulp

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
BS 4,53 1 a
B6 : 4,53 2) a
B4 ¥ 4,402 3 b
B3 : 4,25 4 c
B2 4,12 5 d
BO 4,02 6 e
Bl 3,91 7 f
Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Tabel 12 menunjukkan pH pulp semakin meningkat de'ngan bertambahnya
lama fermentasi. Menurut Roelofsoen dalam Rohan (1963), kenaikan pH pulp
sclama fermentasi biji kakao disebabkan karena konsumsi asam sitrat oleh khamir
dan bakteri asam laktat menjadi asam laktat dan asam asetat.

Pengaruh interaksi antara penambahan khamir dengan lama fermentasi
terhadap pH pulp dapat dilihat pada Tabel 13.

Tabel 13. Hasil uji Tukey interaksi penambahan khamir dengaa lama
fermentasi terhadap pH pulp

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
AlBS5 4.63 1 a
AlB6 4.597 2 a
AlB4 4.58 3 ab
AOB6 4.45 4 be
AOBS 4.44 5 cd
Al1B3 4.3 6 de
AOB4 4.22 7 ef
AOB3 4.19 8 ef
AO0B2 4.14 9 fg
AlB2 4.1 10 fg
Al1BO 4.02 11 gh
AO0BO 4.01 12 gh
AOB1 3.95 13 hi
AlBl1 3.87 14 i

Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Tabel 13 menunjukkan pH pulp maksimal terjadi pada hari ke-5 sebesar
4,63. Hasil pengamatan pH pulp selama fermentasi dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Grafik perubahan pH pulp selama fermentasi

Nilai pH pulp pada fermentasi dengan inokulasi khamir terjadi kenaikan
drastis dimulai hari 1-5 bila dibandingkan kontrol. Hal ini menunjukkan
fermentasi dengan penambahan khamir mempunyai aktivitas mikroba lebih tinggi
dalam merombak asam sitrat bila dibandingkan kontrol. Jumlah mikroba yang
berperan dalam fermentasi lebih banyak menyebabkan kecepatan merobak
substrat lebih tinggi bila dibandingkan dengan kontrol. Kedua perlakuan
menunjukkan pola kenaikan yang sama sebab selam fermentasi terjadi konsumsi
asam sitrat oleh khamir dan bakteri asam laktat menjadi asam laktat dan asam

asetat.
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4.6 pH Kotiledon

Hasil analisa sidik ragam pH kotiledon selama fermentasi dapat dilihat
pada Tabel 14. "
Tabel 14. Sidik ragam pH kotiledon selama fermentasi

Sumber dB Jumlah Kuadrat F-hitung F-tabel
Keragaman Kuadrat Tengah X 5% 1%
Blok 2 0,004 0,002 057 s 33T 55
Perlakuan 13 23,76 1,83 523,94 "% 2125 2591
Faktor A A 0,20 0,20 86,98  ** 422 7,72
Faktor B 6 23,50 3,92 YRZIa2 - 247 3,59
Interaksi 6 0,062 0,01 2,95 ¥ 3,59
Galat 26 0,09 0,0035
Total 41 23,86

Keterangan : **  Berbeda sangat nyata
. Berbeda nyata
ns  Berbeda tidak nyata

Dari Tabel 14 dapat dilihat masing-masing faktor memberikan pei.garuh
nyata terhadap nilai pH kotiledon selama fermentasi. Oleh sebab itu perlu
dilakukan uji lanjutan.

Pengaruh pemberian: khamir terhadap pH kotiledon dapat dilihat pada
Tabel 15.

Tabel 15. Hasil uji Tukey pengaruh penambahan khamir terhadap pH

kotiledon
Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
A0 5,30 1 a
Al 5,16 2 b

Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak
nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Fermentasi dengan penambahan khamir mempunyai pH kotiledon yang
lebih rendah dari kontrol yaitu 5,16. Hal ini disebabkan dengan jumlah mikroba
yang lebih besar maka aktivitas dalam merombak substrat semakin cepat daripada
kontrol. Akibatnya asam asetat dalam pulp cepat terbentuk schingga penetrasi ke
dalam biji lebih cepat dibandingkan kontrol. Menurut Schwan et al (1995), selama
fermentasi biji kakao hasil metabolisme akan masuk kedalam biji dan menstimulir

reaksi biokimia dalam kotiledon..
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Pengaruh lama fermentasi terhadap pH kotiledon dapat dilihat pada Tabel

16.
Tabel 16. Hasil uji Tukey pengaruh lama fermentasi terhadap pH kotiledon
Perlakuan Rata-rata Rank Notasi

BO 6,35 1 : a
B1 6,11 & b
B2 5,54 3 c
B3 J 521 4 d
B4 ‘ 4,68 5 ¢
BS5 4,38 6 f
B6 4,35 7 £

Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Semakin lama fermentasi maka pH kotiledon semakin rendah untuk kedua
perlakuan. Hal ini disebabkan karena jumlah asam asetat yang berpeneirasi ke
dalam biji kakao semakin banyak. Penetrasi asam asetat ini menyebabkan biji
mati schingga akan terjadi perubahan secara enzimatis dalam biji.

Interaksi pengaruh penambahan khamir dengan lama fermentasi terhadap
pH kotiledon dapat dilihat pada Tabel 17.

Tabel 17. Hasil uji Tukey interaksi penambahan khamir dengan lama
fermentasi terhadap pH kotiledon

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
AO0BO 6.35 1 a
Al1BO 6.35 2 a
A0B1 6.22 3 a
AlBl1 3.997 4 b
A0B2 5.6 5 c
AlB2 5.47 6 cd
AOB3 7% 7 de
AlB3 b 2 8 (5
AOB4 4.72 9 T
AIB4 4.65 10 fg
AOB5 4.49 11 gh
AOB6 4.41 12 hi
AlB6 4.28 13 i
AlB5 4.26 14 i

Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

nyata pada Uji Tukey taraf 5%.
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Tabel 17 menunjukkan pH kotiledon terendah pada hari ke-5 dan ke-6
yaitu antara 4,26 sampai dengan 4,28. Hasil pengukuran pH kotiledon sclama
fermentasi untuk kedua perlakuan dapat dilihat pada Gambar 6.

T
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[ 5-‘-
5]
sS4t
°
= 37—
s
Q.
21-
16+
0 } } + } f 1
0 1 2 3 4 0 6
Lama Fermrentasi (hari)
—— Tanpa Kremir —@— Kharrir

Gambar 6. Grafik perubahan pH kotiledon selama fermentasi

Dari Gambar 6 dapat dilihat pola penurunan pH kotiledon antara kontrol
dengan perlakuan sama. Fermentasi dengan penambahan isolat Kkhamir
mempunyai nilai yang lebih rendah bila dibandingkan kontrol yang disebabkan
karena dengan penambahan khamir pemecahan gula menjadi alkohol lebih cepat
terjadi sehingga pembentukan asam asetat cepat. Hal ini menyebabkan asam asetat
yang terdapat pada pulp cepat berpenetrasi ke dalam biji kakao. Menurut Quesnel
et al (1995), penetrasi asam asetat ke dalam biji dan adanya panas menyebabkan
kematian biji. Kematian biji ini menyebabkan penghalang biologis yang
memisahkan zntara substrat dan enzim rusak schingga komponen sel mudah
bercampur dengan mudah. Etanol, asam-asam dan air berdifusi ke dalam

kotiledon berupa larutan dan berpindah ke bagian sisi aktif enzim. Masuknya
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oksigen ke dalam biji menyebabkan reaksi enzim oksidatif dimulai, hasil reaksi

ini berupa pencoklatan kotiledon.

4.7 Total Asam

Akibat adanya :;pertumbuhan mikroba paada pulp biji kakao selama
fermentasi terbentuk beberapa macam asam, disamping adanya asam-asam yang
secara alami terdapat dalam pulp. Tetapi asam yang dominan di dalam pulp dan
menyebabkan keasaman biji yaitu asam asetat (Sulistyowati, 1988). Oleh sebab
itu pengamatan penelitian terhadap total asam diasumsikan sebagai asam asetat.

Hasil analisa sidik ragam pembentukan asam asetat selama fermentasi

dapat dilihat pada Tabel 18.

Tabel 18. Sidik ragam asam asetat selama fermentasi

Sumber dB  Jumlah Kuadrat F-hitung F-tabel
Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Blok 2 0,003 0,0013 0,96 ng 3,37 5,53
Perlakuan 13 10,22 0,79 593710 *F 2,125 2,91
Faktor A 1 0,108 0,108 SLG6 " "n 4,22 7,72
Faktor B 6 10,03 1,67 1262,69 ** 2,47 3,59
Interaksi 6 0,08 0,013 1006 ¥ 247 3,99
Galat 26 0,03 0,001
Total 41 10,26

Keterangan : ** Berbeda sangat nyata
*  Berbeda nyata
ns Berbeda tidak nyata

Tabel 18 menunjukkan masing-masing faktor menunjukkan berbeda nyata
terhadap pembentukan asam asetat di dalam pulp, schingga diperlukan uwji
lanjutan. -

Pengaruh pemberian khamir terhadap pembentukan asam asetat dapat
dilihat pada Tabel 19.



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

B

Tabel 19. Hasil uji Tukey pengaruh penambahan Kkhamir terhadap
pembentukan asam asetat

Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
Al . 1,011 1 a
A0 a9 7 b
Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Fermentasi dengan inokulasi khamir mempunyai nilai rata-rata yang lebih
tinggi dari kontrol yaitu 1,011 menunjukkan bahwa dengan penambahan khamir v
memberikan pengaruh yang berbeda nyata pada pcrr{bcntukan asam asetat.
Semakin tinggi jumlah alkohol yang dihasilkan oleh khamir mal:a akan
berpengaruh pula terhadap jumlah asam asetat yang dihasilkan oleh bakteri asam
asetat. Menurut Schwan et al (1995), asarn asetat terbentuk dalam pulp melalui
proses oksidasi alkohol yang dilakukan oleh bakteri asam asetat.

Pengaruh lama fermentasi terhadap pembentukan asam asetat dapat dilihat
pada Tabel 20.
Tabel 20. Hasil uji Tukey pengaruh lama fermentasi terhadap pembentukan

asam asetat
Perlakuan Rata-rata Rank Notasi
B5 1,54 1 a
B6 1,49 2 a
B4 132 3 b
B3 1,13 4 ¢
B2 0,52 5 d
B1 0,39 6 e
BO 0,34 7 e
Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Semakin lama fermentasi berlangsung maka jumlah asam asctat yang
dihasilkan semakin banyak dan pada akhir fermentasi hari ke-6. Jumlah asam
asetat menurun sesuai dengan kemampuan bakteri asam asetat uatuk
mengoksidasi asam tersebut. Selain itu juga disebabkan karena jumlah alkohol
menurun.

Interaksi antara penambahan khamir dengan lama fermentasi terhadap

pembentukan asam asetat dapat dilihat pada Tabel 21.
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Tabel 21. Hasil uji Tukey interaksi penambahan khamir dengan lama
fermentasi terhadap pembentukan asam asetat

Perlakuan __ Rata-rata Rank Notasi
AlBS 1.67 1 a
Al1B6 ; 1.56 2 a
AOB6 1.42 3 b
AOBS 1.41 4 b
AlB4 1.38 5 b
A0OB4 1.25 6 c
AlB3 1.17 7 cd
AO0B3 1.1 8 d
AlB2 0.57 9 e
A0B2 0.46 10 el
AOB1 0.4 11 fg .
AlBl1 0.38 12 fg
A0BO 0.34 13 g
A1BO 0.34 14 g

Keterangan : Huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

nyata pada Uji Tukey taraf 5%.

Tabel 21 menunjukkan interaksi kedua faktor untuk masing-masing
perlakuan memberikan pengaruh yang nyata terhadap pembentukan asam asetat.
Jumlah asam asetat maksimal terjadi pada perlakuan A1B5 sebesar 1,67 %.

Hasil pengamatan asam asctat sclama fermentasi dapat dilihat pada

Gambar 7.
18 1
1.6 +
1.4 4

==Y
N
I

Total Asam (%)

Lama Fermentasl (hari)

L—Q—Tanpa Khamir —— Kham'r‘|

Gambar 7. Grafik hubungan antara asam asetat dengan lama fermentasi
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Selama fermentasi kenaikan jumlah asam asetat untuk kedua perlakuan
menunjukkan pola yang sama. Fermentasi dengan inoknlasi khamir menunjukkan
jumlah asam asetat lebih .tinggi dari kontrol. Hal ini sesuai dengan hipotesa
penelitian yang dimiliki.

Dari Gambar 1 sampai 7 dapat dilihat hasil penelitian sesuai dengan
hipotesa penelitian. Fermentasi dengan penambahan khamir akan menyebabkan
perbedaan komposisi dari mikroba yang berperan dalam fermentasi. Hal ini
mempengaruhi kemampuan mikroba dalam melakukan reaksi-reaksi kimia dalam

biji seperti pembentukan asam asetat.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka kesimpulan yang dapat

diambil adalah :

1. Penambahan isolat khamir pada fermentasi kakao mempengaruhi
pertumbuhan mikroba.

2.  Logaritmik jumlah mikroba/ml sampel untuk total mikroba optimal terjadi
pada hari ke-2 dan ke-5 sebesar 8-8,178; Khamir optimal pada hari ke-1 dan
ke-5 sebesar 8,25 dan 8,35 ; bakteri asam asetat optirﬁal pada hari ke 3-4
sebesar 7,8-7,91.

3.  Penambahan isolat khamir pada fermentasi menyebabkan Apembentukan
asam asetat sehingga jumlah asam asetat yang terbentuk lebih tinggi
daripada kontrol.

4.  Jumlah asam asetat tertinggi yaitu ,67% yang dapat dicapai pada hari ke-5.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang penambahan isolat khamir

terhadap mutu biji kering yang dihasilkan sehingga diketahui akhir fermentasi

yang optimal.

36
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Lampiran 1.

1. Tabel Data Pengamatan Suhu Fermentasi

Hari Suhu (°C)
R R 5 1 kontrol Perlakuan
0 28.82 28.84
1 30.27 30.87
2 31.47 31.87
3 32.21 33.85
4 34.07 39.47
< 2010 39.77
6 37.91 39.12
2. Tabel Data pH Pulp selama Fermentasi
Hari pH Pulp
Kontrol Perlakuan
0 4.01 4.02
1 3.95 3.87
= 4.14 . 41
3 419 4.3
4 422 4.58
5 4.44 4.63
6 4.45 4.6
3. Tabel Data pH Kotiledon selama Fermentasi
Hari pH Kotiledon
Kontrol Perlakuan
0 6.35 6.35
1 6.22 )
?. 5.6 5.47
3 0.3 5.12
4 4.72 465
o 45 4.26
6 4.41 428
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4. Tabel Data Total Asam selama Fermentasi

[ Hari Asam Asetat
: Kontrol Perlakuan

0 0.344 0.344

o - 1: 0.404 0.28
2 0.464 0.568
3 1.0€8 1.172
“ 1.255 1.38
5 1.408 1.67
6 1.424 1.56
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