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ABSTRAK. Fermentasi kakao merupakan suatu proses biokimia yang melibatkan bakteri indigenous 

potensial pada daging buah atau pulp kakao. Bakteri ini memanfaatkan nutrisi yang terkandung pada 

pulp kakao seperti sukrosa serta bahan organik lain untuk metabolism hidupnya. Tujuan dari penelitian 
ini adalah untuk mengetahui karakteristik bakteri indigenous pada pulp tiga varietas kakao unggul di 

Sumatera Barat, yaitu TSH 858, ICS 60 dan Scavina. Pada penelitian ini dilakukan karakterisasi 

morfologi koloni, morfologi sel serta uji amilolitik dan selulolitik dari bakteri indigenous pemfermentasi 

pulp kakao. Sembilan isolat bakteri yang diperoleh merupakan kelompok bakteri gram positif dan gram 

negatif, berbentuk basil dan kokus serta morfologi koloni yang berbeda-beda. Pada pengujian indeks 

amilolitik (IA), isolat C2 dari varietas ICS 60 menunjukkan nilai IA tertinggi yaitu 24, sedangkan untuk 

pengujian indeks selulolitik (IS), isolat C4 menunjukkan IS tertinggi yaitu 10. Dilihat dari segi nilai 

indeks dan zona beningnya, isolat C2 merupakan isolat yang berpotensi untuk untuk dijadikan starter 

penghasil enzim amilase. 

Kata kunci: amilolitik, bakteri indigenous, kakao, pulp, selulolitik 

 
ABSTRACT. Cocoa fermentation is a biochemistry process that involving some potential indigenous 

bacteria found in pulp of cocoa. These indigenous bacteria utilize nutrients contained in cocoa pulp such 

as sucrose and other organic materials for its metabolism. This investigation was conducted to determine 

the characteristics of indigenous bacteria from pulp of three superior cocoa varieties in West Sumatera, 

namely TSH 858, ICS 60 and Scavina. In this study, the colony and cell morphology of the indigenous 

isolates were characterized, amylolytic and cellulolytic tests were also conducted. Results showed that 

nine isolates obtained were gram positive and negative bacteria, bacilli and cocci, with different colony 
morphology. Isolate C2 from ICS 60 variety showed the highest Amylolytic Index (AI) with the value of 

24. Meanwhile, isolate C4 showed the highest Cellulolytic Index (CI) with the value of 10. Based on the 

index value and clear zone results, isolate C2 is the most potential isolate to become a starter that 

producing amylase. 

Keywords: amylolytic, celulolytic, cocoa, indigenous bacteria, pulp 

 

 

1. PENDAHULUAN 

Kakao (Theobroma cacao, L.) merupakan 

salah satu tanaman perkebunan yang menjadi 
komoditas  pertanian penting di Indonesia. 

Indonesia merupakan negara ketiga penyumbang 

kakao terbesar di dunia setelah Pantai Gading dan 
Gana dengan persentase 15 % dari produksi kakao 

global (International Cocoa Organization, 2012; 

Tresliyana et al., 2015). Selain itu, kakao menjadi 

salah satu komoditas utama program revitalisasi 

perkebunan. Pusat Penelitian dan Pengembangan 
Perkebunan (2008) menyebutkan target 

pengembangan kakao hingga tahun 2010 mencapai 

200 ribu ha dengan rincian program peremajaan 54 
ribu ha, rehabilitasi tanaman tua 36 ribu ha dan 

perluasan areal 110 ribu ha. Pada tahun 2025, 

sasaran Indonesia menjadi produsen utama kakao 

di dunia dengan perkiraan total areal perkebunan 
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kakao Indonesia mencapai 1,35 juta ha dengan 

produksi kakao mencapai 1,3 juta ton pertahun 

(Goenadi, 2005). Hal ini berkesinambungan 
dengan FAO State Data (2013) yang menyatakan 

bahwa Indonesia menjadi negara potensial 

penghasil kakao kedua secara global setelah Pantai 

Gading dengan produksi 712.200 ton/tahun 
(Depparaba & Karim, 2018). 

Sumatera Barat merupakan salah satu sentra 

perkebunan kakao di kawasan barat Indonesia. 
Produksi kakao di Sumatera Barat mengalami 

peningkatan dalam 10 tahun terakhir dimana pada 

tahun 2008 produksi kakao mencapai 29.824 ton 

pertahun. Sementara itu, tahun 2016-2017 produksi 
kakao Sumatera Barat meningkat menjadi 67.843 

ton pertahun. Kabupaten Pasaman merupakan 

daerah penghasil kakao tertinggi untuk daerah 
provinsi Sumatera Barat (Badan Pusat Statistik, 

2018). 

Terdapat berbagai varietas kakao yang 
dibudidayakan di Sumatera Barat dengan varietas 

utamanya adalah TSH 858, ICS 60 dan Scavina. 

Ketiga varietas ini adalah fenotip F0 dari varietas 

kakao pada umumnya dan sedang dikembangkan 
produktivitasnya di Sumatera Barat. Meningkatnya 

penanaman ketiga varietas ini disebabkan oleh 

varietas tersebut memiliki sifat unggul yaitu 
mampu hidup dengan kondisi Sumatera Barat yang 

memiliki kelembaban yang tinggi dengan rata-rata 

80-85%, serta dapat bertahan dari penyakit busuk 
buah yang disebabkan oleh jamur Phytophthora 

palmivora (Hutomo & Suhardjo, 1980). 

Proses fermentasi biji kakao adalah proses 

utama yang dilakukan untuk menghasilkan biji 
kakao berkualitas setelah proses pasca panen 

(Sandhya et al., 2016). Di Sumatera Barat, 

fermentasi kakao umumnya dilakukan secara 
spontan yaitu tanpa penambahan starter. Hal ini 

disebabkan oleh pulp kakao telah mengandung 

mikrobiota indigenous serta nutrisi yang 

dibutuhkan untuk metabolismenya. Pulp kakao 
diketahui mengandung 82-87% air, 10-15% gula 

(60% sukrosa dan 39% campuran dari fruktosa dan 

gluosa), 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). 

Sintesis nutrisi yang terdapat pada pulp oleh 

mikrobiota alami akan memberikan pengaruh yang 

sangat penting pada produk kakao akhir (Afoakwa 
et al., 2008; Crafack et al., 2014). 

Bakteri indigenous merupakan 

mikroorganisme alami yang berperan dalam proses 

fermentasi biji kakao. Selain bakteri, aktivitas 

enzim endogen yang terdapat pada pulp biji kakao 

juga berperan pada proses fermentasi. Tujuan 
penelitian ini adalah untuk mengetahui 

karakteristik dari bakteri indigenous yang terdapat 

pada pulp tiga varietas kakao serta potensi 

enzimatis isolat tersebut dalam hidrolisa 
polisakarida seperti amilum dan selulosa. 

 

2. METODE PENELITIAN 

Buah kakao dari tiga varietas induk (ICS 60, 
TSH 858 dan Scavina) diperoleh dari perkebunan 

kakao di Kabupaten Agam, Sumatera Barat. Buah 

kakao yang diambil adalah buah dengan kondisi 

kematangan yang sempurna yang dilihat dari 
warna kulit buah yang sudah matang. Medium 

Glukosa Tripton Agar Kalsium Karbonat 

(GTA+CaCO3) digunakan sebagai media selektif; 
penambahan kalsium karbonat bertujuan sebagai 

indikator bakteri penghasil asam (Balogu & 

Onyeagba, 2017). Bahan-bahan utama lain yang 
digunakan antara lain: medium Agar Pati Beras 

(APB), medium Carboxymethyl Celulose (Daichi 

CMC) 1%, cristal violet, safranin, aquadest, 

alkohol, lugol iodine 0,5%, congo red 1% dan 
spirtus.  

 

Isolasi Isolat Bakteri Indigenous  
Daging buah (pulp) kakao dari masing-

masing varietas induk ditimbang sebanyak 10 g 

secara aseptis lalu dimasukkan ke labu ukur dan 
dicukupkan volumenya dengan akuades menjadi 

100 mL. Kemudian dilakukan pengenceran 

bertingkat sampai 10
-11

, dari pengenceran 10
-3

 

sampai 10
-11

 dipipet 1 mL. Selanjutnya, 
dimasukkan kedalam cawan petri dan dituang pada 

medium GTA+CaCO3 dan diinkubasi pada suhu 38 
o
C. Pengamatan zona bening (halo zone) yang 

terbentuk dilakukan setelah 36 jam. Diameter zona 

bening paling luas dari bakteri yang berbeda jenis 

pada masing-masing varietas kakao diisolasi dan 

dibuat biakan miringnya pada medium GTA 
modifikasi (20 g/L glukosa, 5 g/L tripton, dan 20 

g/L agar) (Fardiaz, 1993 dan Nurmalinda et al., 

2013). 

 

Karakterisasi Morfologi Sel dan Koloni Isolat 

Bakteri Indigenous Terpilih 
Sembilan isolat yang diperoleh dari tiga 

varietas kakao, dilakukan pengamatan morfologi 

sel melalui pewarnaan gram. Pewarnaan gram 

menggunakan larutan crystal violet, lugol’s iodine 
dan safranin. Bakteri gram positif akan bewarna 

ungu, sedangkan gram negatif bewarna merah. 
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Pengamatan morfologi koloni dilakukan dengan 

mengamati bentuk, warna dan permukaan koloni 

dari masing-masing isolat (Assani, 1993).   

 

Indeks Amilolitik dan Indeks Selulolitik Bakteri 

Indigenous Terpilih  
Kemampuan bakteri indigenous dalam 

menghidrolisa amilum dilakukaan dengan 

menumbuhkan isolat bakteri yang berumur 48 jam 

pada medium agar pati beras (20/L g pati beras, 
1/L g ekstrak khamir dan 20 g/L agar) (Periadnadi, 

2005), sedangkan untuk hidrolisis selulosa 

dilakukan pada medium CMC 1% (10 g/L CMC, 

20 g/L agar, dan 1/L g Pepton) (Hidayat, 2005). 
Kultur murni isolat bakteri indigenous 

ditumbuhkan pada masing-masing medium dengan 

metode pour plate sebanyak 1 mL. Setelah 
diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37 

o
C, 

visualisasi daerah halo isolat bakteri indigenous 

pada medium APB dilihat dengan penambahan 
larutan lugol’s iodine  (1 g iodine dan 2 g kalium 

iodat dalam 300 mL akuades) (Pelczar and Reid, 

1958). Sementara itu, isolat pada medium CMC 

ditetesi larutan 1% (b/v) congo red (Pointing, 
1999).  Penghitungan indeks amilolitik (IA) dan 

Indeks Selulolitik (IS) bakteri indigenous sesuai 

dengan Persamaan 1 (Jamilah et al., 2009).  
 

      

 
 

  

    

(IA)  atau (IS) =    ................................ (1) 

Keterangan :  
IA  : Indeks Amilolitik 

IS   : Indeks Selulolitik   

HZ : Diameter Daerah Halo (halo zone) 

CZ  : Diameter Koloni 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Total Mikrobiota Indigenous Pulp Kakao 

Mikrobiota indigenous merupakan 

sekelompok konsorsium mikroba lokal alami yang 

terdapat pada suatu ekosistem tertentu. Buah-
buahan tropis mengandung mikrobiota indigenous 

yang keberadaannya memiliki peran pada saat 

pematangan buah. Apabila buah telah matang, 
maka mikrobiota indigenous akan beraktivitas 

dalam menghidrolisis bahan organik dalam bentuk 

proses fermentasi. Studi yang dilakukan 

Paramithiotis (2017) menunjukkan bahwa proses 
fermentasi sayuran bergantung pada mikroba 

indigenous karena adanya variabilitas komposisi 

substrat yang sangat baik. 

 

 

 
 

Gambar 1. Daerah halo (halo zone) bakteri indigenous 

pada pulp tiga varietas kakao (bakteri penghasil asam 

ditunjukkan tanda panah); a) Varietas ICS 60; b) 
Varietas Scavina; c) Varietas TSH 858; d) Kontrol 

 

Gambar 1 menunjukkan bahwa terdapat 

mikrobiota indigenous pada pulp kakao. Salah satu 

buah tropis yang telah dilacak keberadaan bakteri 
indigenous adalah buah durian (Nurmalinda et al., 

2013). Adanya bakteri indigenous pemfermentasi 

kakao dibuktikan dengan penambahan kalsium 
karbonat (CaCO3) dalam medium GTA dengan 

terbentuknya daerah halo (halo zone) sebagai hasil 

dari hidrolisa bakteri tersebut terhadap asam. 

Kalsium karbonat berfungsi dalam menetralisir 
kapur yang ada pada daerah koloni sehingga 

terbentuklah daerah halo. Selain bakteri pembentuk 

asam, keberadaan khamir juga terlacak pada 
medium yang sama (Tabel 1). Mikrobiota 

indigenous pemfermentasi hadir dan memiliki 

aktivitas yang lebih tinggi apabila proses 

pematangan pada buah telah terjadi secara 
sempurna (Iflah et al., 2015). 

Proses fermentasi kakao melibatkan peranan 

dari mikrobiota indigenous yang terdapat pada 
pulp masing-masing varietas. Tahapan sintesa 

bahan organik yang akan dicapai selama proses 

fermentasi kakao bergantung pada jenis dan total 
mikrobiota yang dominan pada proses tertentu. 

Perhitungan total mikrobiota pada tiga varietas 

kakao bertujuan melihat dominasi mikrobiota 

tertentu pada tahap awal fermentasi kakao. Pada 
perhitungan total mikrobiota diketahui bahwa 

c d 

a b 

HZ 

CZ 
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dominasi bakteri indigenous melebihi khamir 

(Tabel 1). 
  

Tabel 1. Total Mikrobiota Indigenous Pulp Tiga 

Varietas Kakao 

Varietas 

Kakao 

Total mikrobiota Indigenous (10
9  

cfu mL
-1

) 

Bakteri 

Pembentuk 

Asam 

Khamir 

TSH 858 156 5 

ICS 60 87 20 

Scavina 63 28 

 

Total mikrobiota indigenous masing-masing 
pulp dari tiga varietas kakao menunjukkan bahwa 

kakao varietas TSH 858 memiliki total bakteri 

pembentuk asam yang tertinggi, diikuti oleh 

varietas ICS 60 serta varietas scavina (Tabel 1). 
Varietas TSH 858 mengandung total bakteri dua 

kali lipat dari total bakteri indigenous varietas 

lainnya sedangkan untuk total khamirnya, varietas 
ini mengandung 4 sampai 5 kali lebih sedikit dari 

dua varietas lain. Perbedaan total mikrobiota 

indigenous yang ditemukan pada masing-masing 

varietas disebabkan karena perbedaan jumlah serta 
kandungan senyawa organik yang terdapat pada 

pulp kakao. Beberapa klon nasional memiliki 

kadar senyawa organik yang bervariasi, pada 
varietas TSH 858 mengandung kadar lemak 

sebesar 56% sedangkan pada varietas scavina 

mengandung 49,6% (Iswanto et al., 2001). 
Kehadiran mikrobiota indigenous akan tergantung 

pada keberadaan senyawa organik tersebut, 

sedangkan khamir, bakteri asam laktat dan bakteri 

asam asetat merupakan mikrobiota utama dalam 
proses keberhasilan fermentasi biji kakao (Lima et 

al., 2011). Tahap awal dari fermentasi kakao akan 

didominasi oleh mikrobiota aerobik mesofilik 
seperti khamir dan bakteri asam asetat dengan total 

1.5 x 10
6
 cfu g

-1
 dan 9.7 x 10

5
 cfu g

-1
, kemudian 

disusul oleh bakteri asam laktat (Galves et al., 

2007). 

Kondisi lingkungan serta nutrisi yang 
terdapat pada pulp kakao menjadi salah satu faktor 

kecendrungan aktivitas mikrobiota indigenous 

dalam proses metabolism pulp. Tiga varietas kakao 

yang diambil merupakan kakao yang ditanam pada 
waktu dan lahan yang sama serta dipanen pada saat 

kondisi matang sempurna dan siap dilakukan 

fermentasi. Kondisi matang penuh atau sempurna 
pada buah kakao ditandai dengan perubahan warna 

kulit kakao dimana kakao berkulit hijau berubah 

menjadi kuning dan kakao berkulit merah berubah 

menjadi jingga serta mengeluarkan bunyi nyaring 
apabila diketuk (Iflah et al., 2015).  Varietas 

Scavina (Tabel 1) memiliki total khamir tertinggi 

(yaitu 28 x 10
9
 cfu mL

-1
) dibandingkan dua 

varietas lain. Hal ini diduga berhubungan karena 

varietas Scavina memiliki pulp dengan rasa yang 

lebih manis dari pada varietas TSH 858 dan 
varietas ICS 60. Taiga (2010) melaporkan pada 

pulp kakao yang panaskan selama 10 menit 

memiliki komposisi gula yang sebanding dengan 

madu. Rasa manis yang lebih mengindikasikan 
bahwa khamir juga akan berpotensi besar dalam 

proses fermentasi kakao. Khamir akan 

memfermentasi karbohidrat yang terdapat pada 
pulp kakao dan merubah gula menjadi alkohol dan 

karbondioksida (Galves et al., 2007). 

 

Karakterisasi Morfologi Sel dan Koloni Isolat 

Bakteri Indigenous Terpilih 

Berdasarkan pengamatan perwarnaan gram 

dan morfologi sel, isolat A3, B1, B4 dan C4 
termasuk bakteri gram negatif, berbentuk bulat dan 

sel berwarna orange sampai merah. Camu et al., 

(2007) melaporkan bahwa 382 isolat bakteri yang 
diisolasi pada fermentasi kakao spontan 240 

diantaranya diketahui termasuk pada golongan 

bakteri asam asetat dengan ciri fenotip bakteri

 
Tabel 2. Karakteristik isolat bakteri indigenous terpilih 

Kode 

Isolat 

Morfologi Koloni  
Pewarnaan Gram Morfologi Sel 

Margin Permukaan Warna Koloni 

A1 Rata Licin  dan datar Kuning Gram (+) Basil 

A3 Rata Licin dan cembung Kuning kehijauan Gram (-) Kokus 

A4 Rata Licin dan cembung Krem Gram (+) Basil 

B1 Rata Licin dan cembung Putih Gram (-) Kokus 

B2 Rata Licin dan cembung Krem Gram (+) Basil 

B4 Rata Licin dan datar Putih Gram (-) Kokus 

C2 Rata Licin dan datar Putih Gram (+) Basil 

C4 Rata Licin dan cembung Krem kekuningan Gram (-) Kokus 
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gram negatif dan morfologi sel berbentuk batang 

atau bulat. Selama proses fermentasi kakao, bakteri 

asam asetat melakukan biokonversi etanol yang 
diproduksi khamir menjadi asam asetat (Camu et 

al., 2008). Genus Acetobacter merupakan 

golongan bakteri asam asetat yang berperan dalam 

proses fermentasi biji kakao (Galves et al., 2007). 
Bakteri asam asetat merupakan bakteri gram 

negatif, umumnya berbentuk bulat panjang dan 

dapat ditemukan dalam keadaan soliter, 
berpasangan atau berantai. Bakteri asam asetat ini 

terdapat pada substrat yang mengandung gula, 

beralkohol dan sedikit asam seperti pada buah-

buahan, bir, anggur, cuka, dan madu. Pada substrat 
ini, bakteri asam asetat mengoksidasi gula dan 

alkohol dan menghasilkan suatu timbunan asam 

organik sebagai produk akhir. Ketika substratnya 
adalah etanol, maka asam asetat akan terbentuk. 

Akan tetapi, kelompok bakteri ini juga dapat 

mengoksidasi glukosa menjadi asam glukonat, 
galaktosa menjadi asam galaktonoat, arabinosa 

menjadi asam arabinoat (Benito, 2005).  

Lima isolat lainnya yaitu A1, A4, B2, C2 

dan C5 dari ketiga varietas kakao menunjukkan 
ciri-ciri bakteri gram positif bentuk morfologi sel 

batang dan berwarna ungu. Camu et al., (2007) 

menyatakan 132 isolat bakteri dari 170 yang 
diisolasi pada fermentasi kakao spontan termasuk 

pada golongan bakteri asam laktat dengan ciri-ciri 

bakteri gram positif, morfologi sel berbentuk 
batang atau kokus. Bakteri ini mensintesis glukosa 

dan asam sitrat yang terdapat pada pulp kakao 

menjadi asam laktat dan manitol. Bakteri asam 

laktat akan menghasilkan asam laktat dengan 
mengkonsumsi gula sebagai molekul penting pada 

saat fermentasi yang ada pada pulp kakao (Adler et 

al., 2014). Golongan bakteri asam laktat yang 
berperan pada fermentasi kakao adalah genus 

Lactobacillus (Galves et al., 2007). Bakteri asam 

laktat merupakan bakteri yang bersifat gram 

positif, tidak membentuk spora, basil atau batang, 

katalase negatif, non-motil atau sedikit motil, 

mikroaerofilik sampai anaerob dan toleran 

terhadap asam (Pabanga et al., 2019).   
 

Potensi Amilolitik dan Selulolitik Bakteri 

Indigenous Terpilih 

Kandungan gula yang dominan pada pulp 
kakao mengindikasikan bakteri yang dominan 

berperan pada fementasi kakao adalah bakteri 

penghidrolisis gula. Untuk itu, pada isolat bakteri 
terpilih dilakukan uji potensi amilolitik dan 

selulolitik untuk mengetahui potensi enzimatis 

serta preferensi bakteri dalam hidrolisis kedua jenis 

gula tersebut. Pengujian potensi amilolitik terhadap 
sembilan isolat bakteri pulp tiga verietas kakao 

dilakukan pada medium APB. Visualisasi 

kemampuan amilolitik bakteri ini diketahui dengan 
menggunakan larutan lugol iodine 0,5% sebagai 

larutan indikator, sedangkan untuk pengujian 

potensi selulolitik dilakukan pada medium CMC. 
Visualisasi selulolitik bakteri ini diketahui dengan 

menggunakan larutan congo red 1% sebagai 

larutan indikator. 

Kemampuan amilolitik sembilan isolat 
bakteri tiga varietas kakao berada kisaran 17 

sampai 24 (Tabel 3).  Isolat C2 (varietas ICS 60) 

memiliki nilai indeks amilolitik tertinggi yaitu 24 
diikuti oleh isolat A1 dan A3 (varietas TSH 858) 

dengan nilai indeks amilolitik 20. Kesembilan 

isolat ini memiliki kemampuan memecah amilum 
akan tetapi besarnya kemampuan tersebut 

tergantung pada masing-masing jenis.  Dalam hal 

ini, semua bakteri indigenous dapat menggunakan 

amilum sebagai sumber energi. Pemanfaatan 
amilum oleh bakteri indigenous dengan cara 

menghasilkan enzim amilase ekstraseluler yang 

dikeluarkan ke medium fermentasi untuk 
keberlangsungan hidup bakteri tersebut. Aktivitas 

enzim amilase diketahui dengan adanya daerah 

halo pada medium pati setelah ditetesi cairan 

indikator (Gambar 2). Sutiamiharja (2008) 
 

 

Gambar 2. Visualisasi potensi amilolitik dari tiga isolat tertinggi pulp tiga varietas kakao di Sumatera Barat A1 

(TSH 858), B1 (Scavina), dan C2 (ICS 60) 

C2 A1 B1 
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Tabel 3. Nilai Indeks Amilolitik isolat bakteri indigenous pulp tiga varietas kakao (TSH 858, ICS 60 dan Scavina) 

Varietas Kakao Isolat 
Diameter (cm) 

Indeks Amilolitik 
Koloni Zona Bening 

TSH 858 

A1 0,05 1,0 20 

A3 0,10 2,0 20 

A4 0,07 1,2 17 

Scavina 

B1 0,10 1,9 19 

B2 0,10 1,8 18 

B4 0,05 0,9 18 

ICS 60 

C2 0,10 2,4 24 

C4 0,05 0,9 18 

C5 0,10 2,0 20 

 
menyatakan kemampuan amilolitik suatu isolat 

ditandai dengan terbentuknya zona bening pada 

medium yang mengandung pati. 
Besarnya diameter daerah halo yang 

dihasilkan pada pendegradasian amilum oleh tiga 

isolat bakteri indigenous pulp kakao A1, A3, C2 
dan C5 adalah ≥2 cm (Tabel 3). Hal ini 
mengindikasikan bahwa ketiga isolat ini berpotensi 

besar dalam menghasilkan enzim amilase. Menurut 

Jamilah (2011) apabila disekitar koloni 
menghasilkan daerah bening ≥2 cm, maka dapat 
dikatakan bakteri tersebut termasuk galur yang 

baik untuk menghasilkan enzim. Oleh karena itu, 
ketiga isolat ini perlu dilakukan pengujian lanjutan 

untuk mengetahui kemampuan produksi 

amilasenya. 

Degradasi pati yang dilakukan oleh bakteri 
indigenous dilakukan melalui enzim amilase 

ekstraseluler yang dihasilkannya (Gambar 2). 

Enzim ini memecah ikatan polimer pati yang 
terdapat pada medium agar pati beras menjadi 

rantai yang lebih pendek. Ikatan polimer yang 

lebih pendek ini menyebabkan warna pada 

penambahan medium dengan iodin akan menjadi 
transparan atau lebih muda (Murphy, 2000). 

Perubahan warna transparan atau zona bening 

disebabkan karena perubahan ikatan kompleks 
antara iodin dengan pati pada daerah yang telah 

terhidrolisis oleh isolat bakteri indigenous. 

 

 

Gambar 3. Visualisasi potensi selulolitik dari tiga isolat tertinggi masing-masing varietas kakao pada medium CMC 1%, 

zona bening selulolitik (lingkaran hitam); A1 (Isolat dari TSH 858), B1 (Isolat dari Scavina), C2 (Isolat dari ICS 60) 

 
Besarnya nilai indeks selulolitik isolat 

bakteri pulp kakao berada pada kisaran nilai 1,33 

sampai 10. Isolat C4 dari pulp varietas ICS 60 

memiliki indeks selulolitik tertinggi yaitu 10. Isolat 
A4 dari varietas TSH 858 memiliki indeks 

selulolitik terendah yaitu 1,33. Perbedaan 

kemampuan dari isolat bakteri dalam sintesis 
selulosa disebabkan karena pada masing-masing 

isolat bakteri menghasilkan kadar enzim yang 

berbeda-beda. Setiap bakteri selulolitik 
menghasilkan komplek enzim selulase yang 

berbeda-beda tergantung dari gen yang dimiliki 

dan sumber karbon yang digunakannya 

(Meryandini et al., 2009). Sumber karbon yang 

digunakan oleh isolat bakteri terpilih adalah 

substrat CMC yang merupakan sumber selulosa 
murni berbentuk amorphous sehingga aktivitas 

enzim selulase pada substrat tersebut merupakan 

aktivitas enzim endo-1,4-β-glukanase. Enzim 
endo-1,4-β-glukanase bekerja pada rantai dalam 

substrat CMC yang menghasilkan oligosakarida 

atau rantai selulosa yang lebih pendek (Lynd et al., 
2002).

A1 B1 C4 



S. Y. Rahmadani, Periadnadi, Nurmiati / JBI 11(1) 2020, 49-57 

 

e-ISSN 2502 2962 / ©Biopropal Industri – Baristand Industri Pontianak 55 

 

Tabel 4. Nilai Indeks Selulolitik Isolat Bakteri Indigenous Pulp Tiga varietas kakao (TSH 858, ICS 60 dan Scavina) 

Varietas Kakao Isolat 
Diameter 

Indeks Amilolitik 
Koloni (cm) Zona Bening 

TSH 858 

A1 0,01 0,3 3,00 

A3 0,30 0,5 1,67 

A4 0,30 0,4 1,33 

Scavina 

B1 0,10 0,7 7,00 

B2 0,05 0,2 4,00 

B4 0,05 0,2 4,00 

ICS 60 

C2 0,20 1,1 5,50 

C4 0,10 1,0 10,0 

C5 0,05 0,4 8,00 

 

Berdasarkan kemampuan hidrolisa selulosa, 

isolat bakteri indigenous terpilih pulp kakao tidak 

bisa dijadikan galur yang baik untuk menghasilkan 

enzim selulase. Ukuran diameter daerah bening 

yang dihasilkan oleh sembilan isolat bakteri 

indigenous selulolitik kurang dari 2 cm.  Ukuran 

diameter daerah bening ≥2 cm merupakan standar 
yang digunakan untuk menentukan bakteri tersebut 

baik untuk di jadikan galur bakteri penghasil enzim 

(Kurniawan, 2011). 

 

4. KESIMPULAN 

 Pigmen Pada pulp tiga varietas kakao (TSH 
858, ICS 60 dan Scavina) telah diisolasi bakteri 

indigenous yang berperan pada proses fermentasi 

spontan biji kakao. Berdasarkan pengamatan 
morfologi sel, pewarnaan gram dan morfologi 

koloni karakteristik isolat A3, B1, B4 dan C4 yang 

diperoleh dari tiga veritas kakao memiliki ciri-ciri 

bakteri gram negatif berbentuk bulat dan berwarna 
orang sampai merah. Sementara itu, lima isolat 

lainnya A1, A4, B2, C2 dan C5 adalah bakteri 

gram positif berbentuk batang dan sel berwarna 
ungu. Dilihat dari indeks amilolitik dan ukuran 

diameter daerah halo, isolat C2 dari varietas ICS 

60 merupakan isolat galur potensial penghasil 
enzim amilase. 
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