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ABSTRACT 

 

 

THE EFFECT OF SUGAR ADDITION ON THE CHARACTERISTICS OF 

NATA DE CACAO (Theobroma cacao L.) DURING FERMENTATION 

 

By 

 

 

MENTARI ROSSALINE 

 

 

Nata de kakao was a bioselulose produced from the fermentation of cocoa pulp 

waste. The production process utilized the natural sugars in cocoa pulp as a carbon 

source for bacterial growth. This study aimed to examine the effects of sugar 

addition and fermentation duration on the characteristics of nata de kakao. The 

research employed a Completely Randomized Design (CRD) with two factors: 

sugar concentration (10°brix, 12°brix, 14°brix, 16°brix, and 18°brix) and 

fermentation time (0, 7, and 14 days). The results showed that increasing sugar 

concentration affected total sugar, pH, thickness, yield, and moisture content, but 

had no significant effect on whiteness index, color index values L*, a*, b*, and 

hedonic tests for taste, aroma, color, texture, and overall acceptance. Longer 

fermentation time increased the thickness and yield of nata de kakao, while 

moisture content, color index values L*, a*, b*, whiteness index, sensory hedonic 

scores, total sugar, and pH of the fermentation medium decreased. The best 

treatment based on sensory tests and the De Garmo method was obtained at a sugar 

concentration of 18°brix and 7 days of fermentation. Overall, the combination of 

sugar addition and fermentation duration significantly influenced the 

characteristics of the nata de kakao produced. 

 

Keywords : fermentation, sugar, cocoa pulp kombucha, nata de cacao, cocoa 

pulp. 

 

 

 



 

 

ABSTRAK 

 

 

PENGARUH PENAMBAHAN GULA TERHADAP KARAKTERISTIK 

NATA DE KAKAO (Theobroma cacao L.) SELAMA FERMENTASI  

 

Oleh 

 

 

MENTARI ROSSALINE 

 

 

Nata de kakao merupakan bioselulosa yang dihasilkan dari fermentasi limbah pulpa 

kakao. Proses pembuatannya memanfaatkan gula alami dalam pulpa kakao sebagai 

sumber karbon bagi pertumbuhan bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji 

pengaruh penambahan gula dan lama fermentasi terhadap karakteristik nata de 

kakao. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) 

dengan dua faktor, yaitu konsentrasi gula (10°brix, 12°brix, 14°brix,16°brix, dan 

18°brix)  serta lama fermentasi (0, 7, dan 14 hari). Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa peningkatan konsentrasi gula berpengaruh terhadap total gula, pH, 

ketebalan, rendemen, dan kadar air, tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap indeks 

keputihan dan indeks warna nilai L*, a*, b* dan uji hedonik rasa, aroma, warna , 

tekstur serta penerimaan keseluruhan.. Semakin lama fermentasi, ketebalan dan 

rendemen nata de kakao meningkat, sedangkan kadar air, indeks warna nilai L*, a*, 

b*, indeks keputihan, dan sensori hedonik nata de kakao serta total gula, dan pH 

media fermentasi menurun. Perlakuan terbaik berdasarkan uji sensoris dan metode 

De Garmo diperoleh pada kombinasi konsentrasi gula 18°brix dan lama fermentasi 

7 hari. Secara keseluruhan, kombinasi penambahan gula dan lama fermentasi 

memberikan pengaruh signifikan terhadap karakteristik nata de kakao yang 

dihasilkan. 

 

Kata kunci : fermentasi, gula, kombucha pulpa kakao, nata de kakao, pulpa 

kakao. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

 

Nata adalah salah satu produk fermentasi menggunakan mikroba Acetobacter 

xylinum (Alfarisi dkk., 2021).  Lapisan nata terbentuk melalui proses fermentasi 

oleh Acetobacter xylinum, yang memanfaatkan glukosa dari larutan gula. Di 

dalam sel bakteri, glukosa dikonversi menjadi UDP-glukosa sebagai prekursor, 

yang kemudian dipolimerisasi oleh enzim selulosa sintase menjadi rantai selulosa. 

Rantai selulosa ini diekstrusi ke luar sel dan membentuk fibril-fibril tipis. Fibril-

fibril tersebut akan saling berikatan membentuk jaringan tiga dimensi, yang terus 

menebal seiring waktu hingga membentuk lapisan nata (Ross dkk., 1991).  Salah 

satu contoh produk nata adalah nata de kakao (Zulfa dan Rismayanti, 2017). 

 

Pada dasarnya pembuatan nata de kakao menggunakan limbah pulpa kakao 

sebagai media fermentasi dengan memanfaatkan gula yang terkandung dalam 

pulpa kakao sebagai sumber karbon selama pertumbuhan bakteri Acetobacter 

xylinum yang kemudian dibentuk menjadi nata atau bioselulosa (Tenriawaru dkk., 

2020).  Pulpa kakao memiliki kandungan gula (10%-15%) (Yuliana dkk., 2023).  

Kandungan gula yang tinggi menjadikan pulpa kakao dapat digunakan sebagai 

media fermentasi.  

 

Selain nata de kakao, pemanfaatan pulpa kakao sebagai media fermentasi telah 

dilakukan untuk memproduksi berbagai produk seperti cuka kakao (Adrista dkk., 

2016), minuman kesehatan cuka coklat (Hasanah dkk., 2015), jus pulpa kakao-

nanas (Afolabi dkk., 2015) dan nata de kakao (Zulfa dan Rismayanti, 2017).  Pada 

penelitian nata de kakao (Zulfa dan Rismayanti, 2017) tersebut starter yang 

digunakan adalah bakteri Acetobacter xylinum dan hanya menganalisis kandungan 
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kimia karbohidrat termasuk serat serta karakteritik sensori nata de kakao.  Nata de 

kakao selain diperoleh dari fermentasi Acetobacter xylinum dapat juga diperoleh 

dari hasil biomassa SCOBY pada pembuatan kombucha.  Penelitian kombucha 

pulpa kakao terdahulu belum melakukan pemanfaatan nata de kakao biomassa 

SCOBY yang dihasilkan.  SCOBY terdiri dari bakteri (Gluconicum, Acetobacter 

ketogenium, Pichia, Toluvarietas, Lactobacillus sp, Pediococcus sp) dan 

Sacharomyces ludwigii, S. apiculatus varietas dan Schizosaccharomyces pombe) 

(Jamilah, 2019; Azizah dkk., 2020).  Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian 

pembuatan nata de cacao dengan starter SCOBY dan pemanfaatannya.  

 

Selain gula, pulpa kakao juga mengandung senyawa asam organik diantaranya 

asam asetat dan asam laktat.  Asam-asam organik tersebut berasal dari fermentasi 

gula yang terkandung dalam pulpa biji kakao (Putra dkk., 2017), sehingga 

menyebabkan cairan pulpa kakao memiliki pH yang rendah (asam).  Menurut 

Putra dan Wartini (2014), pulpa kakao memiliki pH asam (2,90-3,67), dan pulpa 

kakao yang bersifat asam dapat menghambat produksi lapisan nata.  Menurut 

Putri dkk (2021) pH media untuk memproduksi nata yaitu 4,0-6,41.  Sehingga 

media pulpa kakao perlu penyesuaian agar dapat dimanfaatkan menjadi media 

fermentasi nata menggunakan SCOBY sebagai starter.  Kondisi lingkungan dan 

gizi sebagai sumber karbon yang ideal akan mendukung aktivitas SCOBY.  Untuk 

menghasilkan nata de kakao yang optimal, maka perlu dilakukan pengenceran 

cairan pulpa kakao untuk menurunkan tingkat keasamannya.  Namun pengenceran 

pulpa mengakibatkan berkurangnya kandungan gula dalam pulpa kakao.  

Penurunan kadar gula dapat mempengaruh aktivitas mikroorganisme, oleh karena 

itu diperlukan penambahan gula yang optimal pada proses pembuatan media 

fermentasi produk nata de kakao.  

 

Menurut penelitian Rizal dkk (2013) pembuatan nata de corn  dengan 

penambahan gula 3%, 5%, 7%, 9%, 11%, 13%, diperoleh hasil terbaik pada 

penambahan gula 13%.  Sedangkan pada penelitian Ummiyati dkk. (2015) nata de 

ocha diberi perlakuan penambahan gula 10%, 15%, dan 25% dengan hasil terbaik 

penambahan gula 15%.  Selain itu pada penelitian Lestari dan Fatimah (2021) 

tentang nata de soya, dengan perlakuan penambahan gula 60 (g/l) dan 80 (g/l) 
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mendapatkan hasil terbaik pada penambahan gula 80 (g/l).  Pada penelitian 

Herawaty dan Moulina (2015), pada nata timun suri dengan perlakuan 

penambahan gula dengan konsenrasi 4%, 6%, 8%, 10%, dan 12% mendapatkan 

hasil terbaik dengan perlakuan konsentrasi gula 10%. Hasil-hasil penelitian 

terdahulu menunjukkan bahwa penambahan gula mempengaruhi hasil pada 

fermentasi nata de kakao.  Selain penambahan gula , lama fermentasi juga 

menjadi faktor untuk memaksimalkan produksi nata de kakao.  Najri dkk., (2022) 

melakukan fermentasi 7 hari, 14 hari dan 21 hari pada fermentasi selulosa bakteria 

dari kulit pisang kepok, sedangkan Nurdin dkk. (2023) melakukan lama 

fermentasi 6 hari, 10 hari dan 14 hari, dan Hasanela dkk,. (2023) melakukan lama 

fermentasi 7 hari dan 14 hari pada pembuatan nata de coco.  Berdasarkan 

penelitian terdahulu mengenai nata/selulosa maka penelitian ini menguji pengaruh 

penambahan gula (10°brix ; 12°brix; 14°brix; 16°brix; dan 18°brix) terhadap 

karakteristik nata de kakao dengan lama fermentasi 7 dan 14 hari  

 

 

1.2. Tujuan 

 

 

Tujuan dari penelitian ini yaitu : 

 

1. Mengetahui pengaruh penambahan gula terhadap karakteristik nata de kakao 

menggunakan starter SCOBY. 

2. Mengetahui pengaruh lama fermentasi terhadap karakteristik nata de kakao 

yang dihasilkan. 

3. Mengetahui pengaruh kombinasi penambahan gula dan lama fermentasi yang 

menghasilkan karakteristik terbaik nata de kakao. 

 

 

1.3. Kerangka pemikiran 

 

 

Cairan pulpa kakao adalah salah satu limbah pengolahan kakao yang belum 

banyak dimanfaatkan.  Pemanfaatan cairan pulpa kakao sebagai media fermentasi 

nata de kakao perlu penyesuaian lingkungan dan nutrisi.  Permasalahan pada 

pulpa kakao terlalu asam dikarenakan pH berkisar antara 2,96-3,67 (Putra dkk., 
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2014).  Berdasarkan hal tersebut maka perlu dilakukan pengenceran pada cairan 

pulpa kakao, namun pengenceran cairan pulpa kakao menyebabkan berkurangnya 

kandungan nutrisi pada cairan pulpa kakao.  Kandungan nutrisi utama yang 

dibutuhkan yaitu kandungan gula sebagai sumber karbon.  Oleh karena itu perlu 

penambahan gula pada pembuatan media fermentasi nata de kakao. 

 

Media fermentasi nata de kakao dengan kandungan gula (nutrisi) yang cukup akan 

mendukung aktivitas mikroorganisme yang berperan dalam pembentukan lapisan-

lapisan nata.  Kandungan gula beragam tergantung bahan baku pembuatan nata.  

Penelitian nata de ocha diberi perlakuan penambahan gula terbaik adalah 15% 

(Ummiyati dkk., 2015).  Pada penelitian nata de soya mendapatkan hasil terbaik 

pada penambahan gula 80 g/l (Lestari dan Fatimah, 2021).  Pada penelitian nata 

timun suri, mendapatkan hasil terbaik dengan perlakuan konsentrasi gula 10% 

(Herawaty dan Moulina, 2015).  Berdasarkan hasil dari beberapa penelitian 

tersebut, dapat disimpulkan bahwa penambahan gula secara signifikan 

mempengaruhi kualitas nata yang terbentuk.  Oleh karena itu, dalam penelitian ini 

dilakukan variasi penambahan gula sebesar 10°brix , 12°brix, 14°brix, 16°brix, 

dan 18°brix untuk mengetahui perlakuan terbaik dalam menghasilkan nata de 

kakao berkualitas.  Selain itu, lama fermentasi juga menentukan karakteristik nata 

yang dihasilkan (Putri dkk., 2021).  Secara umum lama fermentasi yang dilakukan 

yaitu 7 hari dan 14 hari, misalnya nata dari kulit pisang kepok 7-21 hari (Najri 

dkk., 2022) dengan hasil terbaik pada fermentasi 14 hari.  Fermentasi nata de coco 

selama 6-14 hari (Nurdin dkk., 2022) dan 7-14 hari (Hasanela dkk., 2023) dengan 

hasil terbaik 14 hari.  Media fermentasi mempengaruhi nata de kakao yang 

dihasilkan.  

 

Aktivitas mikroorganisme optimal pada media yang ideal akan menghasilkan nata 

de kakao dengan karakteristik yang sesuai.  Cairan pulpa kakao 

sebagai media fermentasi akan dilakukan pengamatan terlebih dahulu meliputi 

total gula dan pH.  Karakteristik nata de kakao yang akan dianalisis pada 

penelitian ini yaitu rendemen, ketebalan, indeks keputihan, kadar air ,dan uji 

sensori hedonik (warna, aroma, rasa), penentuan perlakuan terbaik dan uji SEM.  
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1.4. Hipotesis 

 

 

Hipotesis pada penelitian ini yaitu : 

1. Penambahan gula berpengaruh signifikan terhadap karakteristik nata de kakao 

yang dihasilkan. 

2. Lama fermentasi 7 hari dan 14 hari berpengaruh signifikan terhadap 

karakteristik nata de kakao yang dihasilkan.  

3. Kombinasi penambahan gula dan lama fermentasi yang sesuai menghasilkan 

karakteristik terbaik nata de kakao.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1. Pulpa Kakao dan Produk Olahannya 

 

 

Pulpa kakao merupakan lapisan lendir berwarna putih atau kuning pucat yang 

menyelimuti permukaan biji kakao.  Pulpa kakao didapat dari proses pemanenan 

buah kakao yang kemudian buah dibuka dan biji dikeluarkan bersama pulpanya 

yang berlendir (Rojo-Poveda dkk., 2020).  Pada saat pemanenan, buah dipecah 

dan dikeluarkan kemudian biji kakao yang diselimuti pulpa ditempatkan ke 

dalam keranjang atau wadah berlubang.  Biji kakao yang sudah ada didalam 

wadah kemudian diberi beban berat diatas tumpukan biji kakao, sehingga cairan 

pulpa kakao menetes terpisah dari biji kakao (Yuliana dkk., 2022). 

 

Cairan pulpa kakao yang keluar berwarna putih sedikit keruh.  Cairan pulpa 

kakao memiliki karakteristik dan sensori rasa manis dan rasa asam.  Cairan 

pulpa kakao memiliki berbagai kandungan nutrisi seperti 80-86% pulpa kakao 

terdiri dari air dan sisanya adalah padatan dengan komposisi utama karbohidrat, 

Biji yang diselimuti pulpa 

berwarna putih 

Kulit Kakao 

Gambar 1. Buah kakao dengan biji yang diselimuti pulpa 
Sumber : Dokumentasi Pribadi 
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lemak, dan mineral (Yuliana dkk., 2022). Kandungan nutrisi pulpa kakao 

disajikan pada Tabel 1.  

 

Tabel 1. Komposisi nutrisi pulpa kakao  
 

Sumber: Anvoh dkk., (2009), **Nunes dkk., (2020), ***Yuliana dkk., (2022) 

 

Cairan pulpa kakao memiliki kandungan air 80-86% dan sisanya padatan dengan 

komposisi utama karbohidrat berupa gula total, serat kasar, pektin, sedikit lemak, 

dan mineral yang dinyatakan sebagai kadar abu.  Produk olahan yang dihasilkan 

dari cairan pulpa kakao yaitu : kombucha, nata de kakao, bioethanol, asam 

asetat, dan cuka pulpa kakao.  

 

1. Kombucha 

Menurut penelitian Yuliana dkk. (2019), pulpa kakao mengandung gula 

alami seperti glukosa, fruktosa, dan sukrosa, yang mendukung fermentasi 

dengan menyediakan nutrisi bagi mikroorganisme.  Gula membantu 

produksi asam organik, yang memberikan rasa asam khas kombucha.  

Proses pembuatan kombucha melibatkan SCOBY (Symbiotic Culture of 

Bacteria and Yeast), yang merupakan campuran simbiotik antara bakteri 

dan khamir.  Proses pembuatan kombucha pulpa kakao meliputi 

pengenceran pulpa kakao, penambahan gula pasir, sterilisasi, pendinginan, 

penambahan starter, fermentasi, pemanenan dan pasteurisasi.  

Diverfisikasi kombucha pulpa kakao dilakukan oleh Ninda (2022), dengan 

Komponen Kandungan Rata-rata (%) 

Air 80-86 

Glukosa 2,13-21,4 

Sukrosa 2,13-4,06 

  Fruktosa 1,06-4,42- 

Karbohidrat 19,50 

Lemak 1,45 

Protein 0,62 

pH 3,50 

Kalsium (mg/L) 171,5 

Magnesium (mg/L) 82,5 

Fosfor (mg/L) 62,47 

Pektin  0,51 
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penambahan rempah jahe merah dan Syari (2022), dengan penambahan 

rempah kayu manis. 

 

2. Nata de kakao 

Menurut penelitian Nurfaillah dkk. (2018), pengolahan pulpa biji kakao 

dapat menjadi produk pangan Nata de kakao yang memiliki nilai 

ekonomis.  Proses pembuatan Nata de kakao melibatkan kultur bakteri 

asetat asetat untuk mengubah gula dalam pulpa kakao menjadi asam 

asetat, yang selanjutnya membentuk selulosa yang padat dan transparan, 

lapisan jeli yang kenyal, yang disebut nata de kakao.  Menurut Biyantoro 

(2017), proses pembuatan nata de kakao meliputi pengenceran pulpa 

kakao, penyaringan pulpa, perebusan pulpa, penambahan nutrien, 

pendinginan, penambahan starter, fermentasi, pemanenan nata de kakao, 

dan penetralan nata de kakao. 

 

3. Bioetanol 

Menurut penelitian Saputri dkk. (2021), pulpa kakao memiliki kandungan 

gula yang cukup tinggi, sehingga dapat digunakan sebagai bahan dasar 

aternatif dalam pembuatan bioetanol.  Pada tahap fermentasi, ragi 

Saccharomyces cerevisiae berperan dalam memecah glukosa menjadi 

etanol dan karbon dioksida.  

 

4. Asam asetat 

Menurut penelitian Mahadewi dkk. (2014), cairan pulpa kakao mengandung 

asam asetat, asam laktat, dan alkohol yang berasal dari fermentasi gula 

dalam pulpa biji kakao.  Kandungan asam asetat tersebut menjadikan cairan 

pulpa kakao berguna sebagai sumber asam asetat sehingga memiliki nilai 

ekonomis yang tinggi.  

 

5. Cuka pulpa kakao 

Menurut penelitian Putra dkk. (2017), pulpa kakao mengandung asam 

asetat dan alkohol, dapat dimanfaatkan untuk menghasilkan cuka 

fermentasi (vinegar). Menurut Lehninger (1982), proses pembuatan 
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vinegar ini melibatkan dua tahap fermentasi. Tahap pertama melibatkan 

konversi gula menjadi etanol (alkohol) melalui jalur fermentasi alkohol, 

yang dipandu oleh khamir Saccharomyces cerevisiae. Tahap kedua, etanol 

dioksidasi menjadi asetaldehida dan kemudian mengalami oksidasi lebih 

lanjut oleh asetaldehida dehidrogenase untuk membentuk asam asetat, 

tahap ini dilakukan oleh bakteri Acetobacter aceti 

 

 

2.2. Fermentasi  

 

 

Fermentasi merupakan suatu proses terjadinya perubahan kimia pada suatu 

substrat organik melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme 

(Suryani, 2017).  Mikroorganisme membutuhkan sumber energi untuk hidup dan 

menjalani metabolismenya.  Bahan baku energi yang banyak digunakan oleh 

mikroorganisme adalah glukosa.  Beberapa mikroorganisme membutuhkan 

oksigen untuk memecah glukosa dan menghasilkan air, karbondioksida dan 

sejumlah besar energi (ATP) yang digunakan untuk tumbuh disebut 

mikroorganisme aerobik.  Pada beberapa mikroorganisme ada juga yang tidak 

membutuhkan oksigen untuk mencerna bahan baku energinya (Suprihatin, 

2010), mikroorganisme ini disebut mikroorganisme anaerobik.  

 

Beberapa jenis mikroorganisme yang umumnya terlibat pada fermentasi bahan 

pangan adalah bakteri, khamir, dan kapang.  Mikroorganisme yang 

memfermentasi bahan pangan dapat menghasilkan produk-produk fermentasi 

yang diinginkan seperti produk fermentasi yogurt, tempe, kombucha, dan 

tempoyak.  Proses fermentasi bahan pangan umumnya menghasilkan produk 

akhir metabolik seperti asam laktat, asam asetat, yang dihasilkan bakteri 

pembentuk asam dan beberapa alkohol yang dihasilkan khamir.   

 

Jenis - jenis mikroorganisme yang berperan dalam teknologi fermentasi adalah:  

 

1. Bakteri Asam Laktat  

Bakteri asam laktat terdiri dari 4 genera, yaitu Lactobacillus, Leoconostoc, 

Pediococcus, dan Streptococcus.  Keempat genera membentuk genera-genera 
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baru, antara lain Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, 

Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus, dan Weisella (Bintsis, 2018).  Bakteri asam laktat menggunakan 

gula sebagai sumber karbon dan sumber energi utama. Dalam metabolism 

glukosa, BAL diklasifikasikan berdasarkan jalur fermentasinya yaitu 

homofermentatif atau heterofermentatif.  BAL homofermentatif memfermentasi 

gula melalui jalur Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) menjadi piruvat yang 

selanjutnya dikonversi oleh enzim laktat dehydrogenase (LDH) menjadi asam 

laktat.  BAL yang tergolong homofermentatif berasal dari genus Streptococcus, 

Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, dan sejumlah spesies dari 

Lactobacillus.  BAL homofermentatif hanya menghasilkan asam laktat.  Hal 

tersebut berbeda dengan BAL heterofermentatif yang tidak hanya menghasilkan 

asam laktat, tetapi menghasilkan produk lain seperrti etanol, asetat atau glukosa.  

Fermentasi BAL heterofermentatif berlangsung melalui jalur pentosa fosfat.  

Contoh BAL heterofermentatif yaitu Leuconostoc, Oenococcus, dan beberapa 

spesies Lactobacillus.  Media yang mengandung BAL heterofermentatif akan 

menampakkan gelembung, sedangkan media yang memngandung BAL 

homofermentatif tidak menampakkan gelembung (Halasz, 2009).  

 

Reaksi kimia fermentasi glukosa diubah menjadi piruvat selama glikolisis dan 

menghasilkan 2ATP dan reduksi-NAD menjadi NADH. Piruvat direduksi 

menjadi laktat oleh NADH dan dihasilkan NADH+.  Jalur fermentasi glukosa 

pada bakteri asam laktat homofermentatif dan heterofermentatif dapat dilihat 

pada Gambar 2.  
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Gambar 2. Jalur fermentasi glukosa pada bakteri asam laktat homofermentatif 

dan heterofermentatif (Nuraida dkk., 2022) 

 

2. Bakteri Asam Asetat 

Bakteri asam asetat merupakan kelompok bakteri Gram negatif yang mampu 

mengoksidasi etanol menjadi asam asetat.  Bakteri asam asetat juga digunakan 

untuk memproduksi metabolit lain misalnya asam glukonat, L-sorbosa, dan 

selulosa.  Oksidasi etanol menjadi asam asetat seperti pada wine, bir, dan 

minuman beralkohol lainnya sehingga menyebabkan rasa asam.  Bakteri asam 

asetat diklasifikasikan menjadi 19 genera, meliputi Acetobacter, Acidomonas, 

Ameyamaea, Asaia, Bombella, Commensalibacter, Endobacter, Glucon 

Acetobacter, Gluconobacter, Granulibacter, Saccharibacter, Swaminathania, 

Swingsia dan Tanticharoenia (Gomes dkk., 2018).  Bakteri asam asetat 

ditemukan dalam golongan Acetobacter sebagai contoh Acetobacter aceti.  

Metabolisme bakteri asam asetat lebih bersifat aerobik.  Bakteri asam asetat 

memiliki kemampuan dalam mengoksidasi alkohol dan karbohidrat lainnya 

menjadi asam asetat contohnya dalam pembuatan cuka. Reaksi kimia 

pembentukan asam asetat oleh bakteri asam asetat sebagai berikut : 

 
 

3. Khamir 

Khamir berperan dalam fermentasi dengan metabolismenya adalah etanol.  

Contoh jenis mikroorganisme khamir adalah Saccharomyces cerevisiae, 

Glukosa 

Homofermentatif      Heterofermentatif 

 

Glucose-6-P        Glucose-6-P 

Frucose-6-P               6-fosfoglukonat 

Frucosse-1,6-DP       Ribulosa-5-P 

 

Gliseraldehida-3-P  Dihidroksida        Gliseraldehida-3-P           Asetil-P 

  H2O 

2 Piruvat      Piruvat     Asetaldehida 

2 Laktat      Laktat          Etanol 
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merupakan jenis khamir utama yang berperan dalam produksi minuman 

beralkohol seperti roti, bir dan anggur.  Saccharomycess cereviciae merubah 

gula menjadi etanol dan CO2.  Pada proses fermentasi (respirasi anaerobik).  

Selain gas CO2 dan alkohol, perombakan gula oleh khamir selama fermentasi 

juga menghasilkan produk metabolit sekunder berupa komponen flavor yang 

apat menimbulkan dampak signifikan terhadap aroma dan rasa.  Menurut Mehta 

dkk (2012) proses fermentasi alkohol diawali dengan degradasi heksosa 

(glukosa, fruktosa) menjadi asam piruvat melalui proses glikolisis oleh khamir.  

Selanjutnya, asam piruvat tersebut diubah menjadi asetilodehid melalui proses 

dekarboksilasi oleh enzim dekarboksilase piruvat.  Asetildehid kemudian diubah 

menjadi etanol dengan bantuan enzim alkohol dehydrogenase.  Reaksi 

pemecahan gula menjadi alkohol eksotermis dapat dilihat pada Gambar 3.  

 

Gambar 3. Fermentasi alkohol dari glukosa oleh Khamir 

(Kustyawati, 2018) 

 

4. Kapang 

Kapang merupakan fungi multiseluler yang membentuk filamen dan 

pertumbuhannya pada makanan tampak seperti kapas.  Kapang membentuk 

jalinan filamen yang disebut hifa.  Hifa kemudian berkembang membentuk 

filamen, kemudian filamen-filamen tersebut membentuk satu kesatuan yang 

disebut miselium.  Kapang tumbuh dengan cara memperpanjang hifa dan 

menembus substart.  Selain miselium, tubuh/ badan vegetative kapang yang 

disebut thallus juga terdiri dari bagian yang disebut spora.  Pembentukan spora, 

baik secara seksual ataupun aseksual, dapat diamati pada beberapa bagian hifa.  

Ribuan spora aseksual dapat dihasilkan dari satu hifa.  Suhu pertumbuhan 

kapang sekitar 20-30oC dengan pH 5-6 (Uraz dan Ozer, 2014; Kuka dkk., 2022).   
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Menurut Uraz dan Ozer (2014) bahwa kapang dapat dibagi menjadi 2 kelompok 

besar yaitu hifa bersekat contohnya penicillium glaucoma dan tanpa sekat 

contohnya Mucor muceda.  Kapang memerlukan air, mineral, sumber karbon , 

dan nitrogen untuk pertumbuhannya.  Produk fermentasi pangan yang 

menggunakan kapang contohnya tauco memanfaatkan spesies Rhizopus 

oligosporus, Rhizopus Oryzae, dan Aspergillus oryzae (Nuraida, 2019).  Selain 

itu kapang juga berperan dalam pembuatan produk kecap adalah Aspergillus 

sojae (Meutia, 2015). Produk tempe juga memanfaatkan spesies Rhizopus yaitu 

Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus arrhizua, dan Rhizopus  

stolonifera (Nuraida, 2019).  

 

Berdasarkan sumber mikroorganisme, proses fermentasi dibagi menjadi dua yaitu: 

fermentasi spontan dan fermentasi tidak spontan.  Fermentasi spontan adalah 

fermentasi yang dalam terjadi tanpa ditambahkan mikroorganisme dalam bentuk 

starter atau ragi, tetapi mikroorganisme yang berperan aktif dalam proses 

fermentasi berkembang baik secara spontan karena lingkungan hidupnya dibuat 

sesuai untuk pertumbuhan mikroorganismenya, contohnya fermentasi sayur asin.  

Sedangkan fermentasi tidak spontan adalah fermentasi yang terjadi ketika 

ditambahkan mikroorganisme dalam bentuk starter atau ragi.  Mikroorganisme 

akan tumbuh dan berkembangbiak secara aktif merubah bahan yang difermentasi 

menjadi yang diinginkan, contohnya pada pembuatan tempe dan oncom  

(Suprihatin, 2010). 

 

 

2.3. Jenis-Jenis Kultur Starter  

 

 

Kultur starter merupakan mikroorganisme hidup yang digunakan untuk proses 

fermentasi, mengubah komposisi kimia, menghasilkan senyawa spesifik, dan 

mengubah karakteristik sensori substrat.  Kultur starter terdiri dari bakteri, 

khamir, kapang, atau campuran lebih dari dua jenis mikroorganisme yang 

disesuaikan dengan produk fermentasi yang akan dibuat.  Karakteristik kultur 

starter yang diinginkan diantaranya mampu tumbuh dalam waktu singkat, 

memiliki aktivitas fermentasi sesuai dengan yang ditujukan, menghasilkan 

karakteristik sensori, serta aman (Kandasamy dkk., 2018).   
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Pada awalnya kultur starter dibuat dengan menumbuhkan kultur murni pada susu 

steril pada fermentasi susu.  Namun kultur cair memiliki umur simpan yang 

lebih pendek, sehingga untuk menjaga aktivitas dan viabilitas kultur starter 

dikembangkan dengan teknik pembekuan dan pengeringan kultur starter. Teknik 

pembuatan kultur starter kering yang paling banyak digunakan adalah teknik 

pengeringan beku.  Saat ini kultur starter yang dijual secara komersil dalam 

bentuk cair, beku, dan liofilisasi (dikeringkan dengan pengeringan beku). Proses 

produksi kultur starter mencakup pengembangan produksi kultur stok, penyiapan 

media, kultivasi kultur stok sampai mencapai densitas tertentu, pemanenan, 

peningkatan konsentrasi sel, serta pengawetan kultur untuk mempertahankan 

viabilitasnya dengan pembekuan atau pengeringan. Berikut jenis-jenis kultur  

starter berdasarkan bentuknya yaitu : 

 

1. Kultur starter cair 

Proses isolasi pada kultur cair melibatkan pengambilan sumber isolat yang 

mengandung populasi campuran dan memberikan kondisi yang cocok untuk 

pertumbuhan jenis mikroorganisme yang diinginkan.  Isolasi mikroorganisme 

pada pengayaan kultur cair menjadi salah satu teknik yang berhasil 

meningkatkan jumlah mikroorganisme yang diinginkan atau mengoptimalkan 

pertumbuhan mikroorganisme yang lambat sehingga menjadi lebih mudah 

diisolasi.  Keunggulan starter cair yaitu proses pembuatannya lebih cepat karena 

tanpa proses pengeringan, dan serapan sel tinggi. Starter cair mengandung 

mikroba aktif, fase lag pendek sehingga fermentasi akan lebih cepat.  Starter cair 

memiliki kelemahan waktu penyiapan dengan penggunaan terlalu lama akan 

menurunkan populasi sel mikroba didalam kultur cair (Misgiyarta dkk., 2019).  

Sebagai contoh pada produksi starter cair BAL dilakukan dengan menyiapkan 

sarter cair BAL dengan mengambil 1 ose koloni BAL berumur 24 jam lalu 

dimasukan ke dalam 10 ml MRSB pada botol Duran. Kultur cair diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37oC dan setelah dinkubasi kultur cair dipipet 

sebanyak 10% (v/v) kedalam media MRSB 50 ml selanjutnya starter dapat 

digunakan untuk fermentasi (Suyono, 2024).  
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2. Kultur Starter Enkapsulasi 

Metode enkapsulasi kultur bakteri yang sering digunakan yaitu pengeringan 

beku (freeze drying) dan pengeringan semprot (spray drying).  Keberhasilan 

proses enkapsulasi dipengaruhi oleh jenis matriks yang digunakan.  Matriks 

merupakan bahan enkapsulasi yang digunakan untuk penyalut dan melapisi 

bakteri pada proses enkapsulasi (Nazzaro dkk., 2012).  Mikroenkapsulasi 

merupakan proses pembuatan mikrokapsul dari bahan aktif berbentuk padat, 

cair, ataupun suatu disperse dengan suatu lapisan tipis pengkapsul yang 

berfungsi mencegah kerusakan sel mikroba dari pengaruh lingkungan. 

Pengkapsulan sel dapat meningkatkan daya hidup dan stabilitas mikroba selama 

proses produksi, penanganan, dan penyimpanan.  Penelitian yang dilakukan 

Champagne (1995) menghasilkan peningkatan kestabilan aktivitas kultur 

Bifidobacterium longum setelah pengeringan spary drying pada enkapsulasi 

dengan bahan pengkapsul dekstrin.  

 

3. Kultur Starter Bubuk 

Proses pembuatan kultur starter bubuk yaitu dengan metode pengeringan. 

Contoh proses pembuatan kultur starter bubuk pada pembuatan starter tempe 

yang disebut laru tempe. Laru tempe dibuat dari nasi atau tepung beras atau yang 

ditumbuhi kapang tempe seperti Rhizopus sp, lalu dikeringkan dan digiling. 

Selain itu, penelitian Antara (2009) melakukan proses produksi bubuk inokulum 

kultur murni Pediococcus acidilactici U318 dengan menggunakan oven vakum. 

Proses produksi bubuk inokulum diawali dengan mencampurkan inokulum cair 

Pediococcus acidilactici U138 dengan skim dengan rasio 10:1, kemudian diaduk 

secara aseptis sampai homogen dan dilanjutkan dengan pencampuran tepung. 

Setelah pencampuran kemudian dikeringkan didalam oven vakum pada suhu 

45oC dan waktu 7-8 jam. Setelah kering produk dihaluskan dijadikan bubuk 

kemudian dikemas didalam plastik (polietilen) dan disimpan pada suhu 10 oC.  

 

Pemanfaatan kultur starter dalam dunia pangan sudah banyak dilakukan.  Kultur 

starter yang digunakan dapat meningkatkan citarasa, aroma, warna, tekstur 

bahkan memperpanjang umur simpan.  Kultur starter setiap produk berbeda-

beda tergantung dengan jenis media fermentasi yang digunakan untuk 
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menciptakan produk tertentu.  Beberapa kultur starter yang digunakan pada 

produk pangan yaitu kultur starter produk susu, kultur starter produk daging, 

kultur starter produk sayuran, kultur starter produk makanan dan minuman 

berbasis biji-bijian, kultur starter produk berbasis ikan dan udang dan kultur 

starter produk berbasis ekstrak daun dan buah.  

 

4. Kultur Starter Produk Susu 

Pada produk fermentasi susu starter yang digunakan sebagian besar berasal dari 

jenis Lactobacillus seperti Lactobacillus, Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, 

Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus johnsonii, Lactococcus lactis dan 

Lactobacillus Plantarum, Bifidobacterium bifidum. Selain itu Streptococcus 

salivarius juga digunakan dalam pembuatan yogurt (Goldin dan Gobach, 1999).  

 

5. Kultur Starter Produk Daging  

Produk daging saat ini menggunakan kultur starter untuk menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme pathogen dan menekan perkembangan 

mikroorganisme pembusuk (Suskoval dkk., 2010; Wang dkk., 2013). Starter 

produk daging didapat dari berbagai jenis bakteri seperti Lactobacillus, 

Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus dan Enterococcus (Fraqueza dkk., 

2016).  Selain itu Micrococaceae dan Kocuria spp digunakan pada fermentasi 

sosis (Cocconcelli dan Fontana, 2015). Starter daging juga menggunakan jenis 

ragi seperti Debaryomyces spp. dan Candida spp. (Laranjo dkk., 2017).  

 

6. Kultur Starter Produk Sayuran 

Produk sayuran menggunakan kultur starter untuk memperpanjang masa simpan 

maupun menghasilkan produk akhir yang diinginkan, contohnya pada fermentasi 

kimchi dan sauekraut menggunakan Leuconostoc mesenteroides, 

Lactiplantibacillus, dan Levilactobacillus brevis.  Pembuatan acar menggunakan 

Pediococcus cereviciae, Lactobacillus plantarum (Apriyanto, 2021). 

 

7. Kultur Starter Produk Makanan dan Minuman berbasis biji-bijian 

Beberapa starter digunakan untuk membuat produk makanan seperti kecap 

menggunakan Aspergillus oryzae dan Aspergilus sojae. Produk tempe 
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menggunakan Rhizopus oligosporus dan nata de kakao menggunakan 

Acetobacter xylinum.  Pada produk fermentasi kombucha menggunakan strarter 

SCOBY (Apriyanto, 2021). 

 

8. Kultur Starter Produk Berbasis Ikan dan Udang 

Fermentasi berbasis ikan dan udang dilakukan untuk memperpanjang umur 

simpan maupun cita rasa pada produk akhir yang diinginkan. Contohnya 

pembuatan terasi mengguankan Bacillus, Pediacoccus, Lactobacillus, dan 

Micrococcus (Apriyanto, 2021). 

 

9. Kultur Starter Produk berbasis Ekstrak Daun dan Buah 

Fermentasi berbasis ekstrak daun dan buah menghasilkan produk fermentasi 

memiliki nilai ekonomis.  Contohnya pembuatan teh kombucha menggunakan 

SCOBY (Lestari dkk, 2020), Cuka buah menggunakan bakteri asam asetat 

(Idayanti dkk, 2022) , dan asinan buah menggunakan bakteri asam laktat (Dianti  

dkk., 2023) 

 

 

2.3. Faktor-Faktor Fermentasi 

 

 

Fermentasi dapat dilakukan dengan memperhatikan lingkungan mikroorganisme 

untuk beraktivitas sehingga menghasilkan produk yang diinginkan.  Menurut  

Apriyanto dkk. (2021) beberapa faktor yang dikendalikan yaitu:  

 

1. Derajat keasaman/ pH 

pH sangat mempengaruhi lingkungan pertumbuhan mikroba sehingga pH harus 

disesuaikan dengan jenis mikroba yang akan beraktivitas. 

 

2. Suhu 

Suhu mempengaruhi masa fermentasi dikarenakan mikroba memiliki kriteria 

pertumbuhan yang berbeda-beda, contohnya Saccharomyces cerevisiae akan 

tumbuh optimal pada suhu 30-35 C dan puncak produksi alkohol dicapai pada 

suhu 33 C.  Jika suhu suhu terlalu rendah rendah, maka fermentasi berlangsung 

lambat, tetapi jika suhu terlalu tinggi maka mikroba akan mati sehingga proses 

fermentasi tidak dapat berlangsung.  
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3. Substrat (medium) 

Substrat merupakan bahan baku fermentasi yang mengandung nutrient-nutrient 

yang dibutuhkan mikroba untuk tumbu maupun menghasilkan produk 

fermentasi.  Karbohidrat salah satu sumber karbon yang dibutuhkan mikroba, 

selain itu nutrisi lain yang dibutuhkan seperti protein, nitrogen, sulfur, mineral, 

dan vitamin. 

 

4. Cemaran mikrobia  

Proses pengendalian terhadap cemaran mikrobia sangat penting untuk mencegah 

terhambatnya proses fermentasi.  Salah satu cara untuk mencegah cemaran 

mikrobia adalah dengan pemanasan baik dengan sterilisasi maupun pasteurisasi.  

 

5. Waktu  

Waktu fermentasi mempengaruhi produk akhir yang dihasilkan.  Sebagai contoh 

pada fermentasi asan laktat yang terlalu singkat dapat menyebabkan pertumbuhan 

bakteri tidak optimal dan jumlah populasinya kurang untuk disebut probiotik.  

Sebaliknya, wakru fermentasi yang terlalu lama dapat menyebabkan timbulnya 

rasa asam yang berlebihan bahkan muncul rasa-rasa yang tidak diinginkan. 

 

6. Mikroba 

Fermentasi membutuhkan mikroba sebagai pemeran utama.  Pemilihan mikroba 

yang tepat penting dilakukan untuk efisiensi proses fermentasi sehingga 

menghasilkan produk yang diinginkan.  Sebagai contoh fermentasi alkohol 

umumnya menggunakan Saccharomyces cerevisiae, fermentasi yogurt 

menggunakan bakteri asam laktat.  

 

7. Oksigen  

Pada umumnya proses fermentasi alkoholik berlangsung pada kondisi anaerob 

(tanpa oksigen). Namun demikian, terdapat jenis mikrobia tertentu yang dapat 

berkembang dalam kondisi aerob (dengan oksigen) maupun anaerob, seperti  

khamir Saccharomyces cerevisiae.  
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2.4. Karakeristik Nata 

 

 

Nata merupakan produk makanan pencuci mulut yang kaya akan serat.  Struktur 

nata menyerupai gel yang terbentuk di permukaan media yang mengandung gula 

dan asam dari hasil fermentasi bakteri Acetobacter xylinum.  Zat yang melayang 

dalam media tersebut adalah polisakarida berupa selulosa.  Gas CO₂ yang 

dihasilkan dari metabolisme glukosa oleh Acetobacter xylinum akan menempel 

pada fibril-fibril polisakarida sehingga menyebabkan zat tersebut mengapung 

(Majesty, 2015).  Menurut SNI (Standar Nasional Indonesia) tahun 1996, 

karakteristik nata yang baik meliputi rasa, tekstur, warna, aroma, dan kandungan  

seratnya (Tabel 2).  

 

Nata umumnya berwarna putih, kenyal, dan transparan seperti gel.  Proses 

pembuatannya menggunakan media seperti air nanas, ampas tahu, dan air kelapa 

yang difermentasi secara aerob dengan bantuan mikroorganisme. Penamaan nata 

biasanya berdasarkan bahan baku yang digunakan, misalnya nata de pine dari 

nanas, nata de coco dari air kelapa, nata de tomato dari tomat, dan nata de aloe 

dari lidah buaya (Hamad, 2017). Kualitas nata ditentukan dari kandungan  

gizinya, seperti karbohidrat, protein, lemak, air, dan serat. 

 

Serat nata terdiri dari selulosa, polimer alami dari glukosa yang saling terikat 

dengan ikatan 1,4-β-glikosida.  Selulosa memiliki kekuatan fisik tinggi karena 

tersusun dari fibril-fibril yang kuat.  Nata merupakan makanan rendah kalori 

yang dapat membantu memperlancar sistem pencernaan (Ernawati, 2012).   

Ketentuan nata yang berkualitas berdasarkan SNI dapat dilihat pada Tabel 2 

 

Tabel 2. Syarat mutu nata kemasan SNI 01-4317-1996 

No Jenis Uji Satuan Persyaratan 

1 Keadaan   

1.1 Bau - Normal  

1.2 Rasaa - Normal 

1.3 Warna - Normal 

1.4 Tekstur - Normal 

2 Bahan asing - Tidak boleh ada 

3 Bobot tuntas % Min. 50 

4 Jumlah gula (dihitung sebagai 

sukrosa)  

% Min. 15 

5 Serat makanan % Maks. 4,5 
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6 Bahan tambahan makanan   

6.1 Pemanis buatan 

- Sakarin 

- Siklamat 

- Pewarna tambahan 

  

Tidak boleh 

Tidak boleh 

Sesuai SNI 01-    

02220-1995 

6.2 Pengawet (Na Benzoat)  Sesuai SNI 01- 

02220-1995 

6.3 Cemaran logam   

7 Timbal (Pb)  Maks. 0,2 

7.1 Tembaga (Cu0 Mg/Kg Maks. 2 

7.2 Seng (Zn) Mg/Kg Maks. 5,0 

7.3 Timah (Sa) Mg/Kg Maks. 40,0/259,0 

7.4 Cemaran Asam (As) Mg/Kg Maks. 0,1 

8 Cemaran mikroba Mg/Kg  

9 Asam lempeng total   

9.1 Coliform Koloni/g Maks. 2,0 x 1 

9.2 Kapang  AMP/G < 3 

9.3 Khamir  Koloni/g Maks. 50 

9.4  Koloni/g Maks. 50 

 

2.5.  Fermentasi Nata De Kakao  

 

 

Menurut Andrade dkk. (2020) dan Sari (2022), fermentasi pulpa kakao 

menggunakan starter simbiosis bakteri-khamir (SCOBY) menghasilkan 

kombucha ekstrak pulpa kakao dengan karakteristik baik.  Menurut Villarreal- 

Soto dkk. (2018) dan Nurhayati dkk.(2020) kombucha adalah salah satu 

minuman hasil fermentasi menggunakan starter mikroba kombucha yang disebut 

SCOBY (Symbiotic Culture of Bactery and Yeast).  SCOBY merupakan 

simbiosis dari kultur bakteri asam asetat (Komagataebacter, Glucanobacter, 

Acetobacter), bakteri asam laktat (Lactobacillus, Lactococcus), dan khamir 

(Saccharomyces Cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii, Saccharomycess 

pombe, kloeckera apiculata, Zygosaccharomyces baili, Brettanomyces 

bruxellensis, dan Torulaspora delbrueckii).  Saccharomyces cerevisiae akan 

memecah gula membentuk alkohol, sedangkan Acetobacter xylinum mampu 

mengoksidasi alkohol menjadi asam asetat 

 

Proses fermentasi yang diawali oleh pemecahan sukrosa menjadi glukosa dan 

fruktosa oleh aktivitas khamir (Saccharomyces cerevisiae).  Selanjutnya glukosa 
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diubah menjadi alkohol dan CO2 yang bereaksi dengan air membentuk asam 

karbonat.  Alkohol yang terbentuk akan dioksidasi oleh Acetobacter sebagai 

bakteri utama dalam kultur menjadi asetaldehid lalu menjadi asam asetat.  Pada 

aktivitas biokimia yang kedua dari Acetobacter adalah pembentukan asam 

glukonat dari glukosa.  Aktivitas lain dari Acetobacter (khususnya Acetobacter 

xylinum) adalah mengubah glukosa menjadi selulosa yang selanjutnya akan 

menjadi massa sel berupa nata atau umumnya disebut SCOBY yang bisa 

dipindahkan ke media baru sebagai starter.  Dalam hal ini kombucha ekstrak  

pulpa kakao akan menghasilkan massa sel yang disebut nata de kakao. 

 

Lapisan nata terbentuk melalui proses fermentasi oleh Acetobacter xylinum, 

yang memanfaatkan glukosa dari larutan gula. Di dalam sel bakteri, glukosa 

dikonversi menjadi UDP-glukosa sebagai prekursor, yang kemudian 

dipolimerisasi oleh enzim selulosa sintase menjadi rantai selulosa. Rantai 

selulosa ini diekstrusi ke luar sel dan membentuk fibril-fibril tipis. Fibril-fibril 

tersebut akan saling berikatan membentuk jaringan tiga dimensi, yang terus 

menebal seiring waktu hingga membentuk lapisan nata (Ross dkk., 1991).  Saat 

metabolisme bakteri Acetobacter xylinum yang menempel pada permukaan 

polisakarida mengeluarkan gas karbon dioksida, yang menyebabkan lapisan tipis 

mengapung (Suratmiyati dkk., 2016).  Lapisan tipis yang mengapung dari waktu  

ke waktu akan menebal dan membentuk nata.  

 

Penelitian Widyaningrum dkk. (2017), menyatakan bahwa kandungan kimia nata 

de kakao menghasilkan karbohidrat 10,98 % dan serat 13,00 %.  Kandungan 

gula dalam pulpa sekitar 10 - 15% dan kulit buah kakao yang cukup tinggi dapat 

dimanfaatkan oleh bakteri Acetobacter xylinum sebagai media tumbuh dan 

dikonversi menjadi produk makanan yaitu nata de kakao.  Kualitas nata yang 

terbaik ditentukan oleh aktivitas Acetobacter xylinum yang membentuk selulosa 

berbentuk seperti benang-benang, akan bereaksi dengan polisakarida sehingga 

terbentuk jaringan tipis yang akan terus menebal menjadi nata.  

 

Kondisi lingkungan dan gizi sebagai sumber karbon yang ideal akan mendukung 

aktivitas Acetobacter xylinum untuk membentuk nata de kakao yang terbaik.  

Salah satu faktor lingkungan adalah pH dan nutrisi (gula) sebagai sumber 
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karbon.  Berdasarkan hal ini untuk mendapatkan hasil nata terbaik maka 

dibutuhkan kondisi lingkungan yang ideal berkaitan dengan pH media 

fermentasi nata de kakao yaitu pulpa kakao yang perlu dilakukan pengenceran 

untuk mendapatkan pH yang ideal, pH berkirasar antara 4.0-5.0 dan dibutuhkan 

ketersediaan gula sederhana (glukosa, fruktosa dan sukrosa) dan tersedianya 

unsur nitrogen (N) yang berpengaruh terhadap karakteristik nata yang dihasilkan 

dan pembentukan nata dapat dipengaruhi oleh lama fermentasi (Keshk dkk., 

2006). 

 

 

2.6. Mikroorganisme Pada Starter SCOBY 

 

 
Mikroorganisme pada starter SCOBY yang berperan dalam proses fermentasi yaitu 

golongan khamir, fungi, dan bakteri yang bekerja secara simbiotik. Mikroorganisme 

SCOBY dalam kultur kombucha bekerja dengan mengkonversi teh manis ke berbagai 

macam jenis asam, vitamin, dan molekul kompleks serta mikronutrisi.  Molekul 

kompleks ini bertanggung jawab dalam memberikan manfaat yang berkhasiat bagi 

kesehatan.  Komponen yang dihasilkan saat fermentasi antara lain etanol, asam asetat 

dan asam glukonat, asam fenolat, asam laktat, vitamin B dan enzim (Azizah dkk., 2020).  

Mikroorganisme pada SCOBY yaitu bakteri asam asetat (Acetobacter), bakteri asam 

laktat (Lactobacillus dan Prediococcus), khamir (Saccharomyces), dan 

mikroorganisme lainnya (Brettanomyces, Gluconacetobacter Kombuchae, 

Zygosaccharomyces kombuchaensis)  (Khamidah dan Antarlina, 2020). 

 

1. Bakteri Acetobacter 

Bakteri asam asetat pada SCOBY adalah Bakteri Acetobacter.  Strain bakteri 

Acetobacter bersifat aerobic menghasilkan asam asetat dan asam glukonat.  

Jenis Acetobacter yang umum ditemukan dalam strain kombucha antara lain 

Acetobacter xylinum, Acetobacter xylinodes, dan Acetobacter ketogenum.  

Acetobacter.  Bakteri Acetobacter xylinum merupakan bakteri pembentuk 

selulosa dengan memanfaatkan gula sukrosa dalam media fermentasi sebagai 

sumber energi.  Selain itu, Acetobacter xylinum untuk tumbuh dan berkembang 

membutuhkan kandungan air, protein, lemak, mineral dan vitamin.  Kandungan 

mineral dalam substrat akan membantu meningkatkan aktivitas enzim kinase 
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dalam metabolism sel Acetobacter xylinum untuk menghasilkan selulosa 

(Misgiyarta, 2007).  

 

Acetobacter xylinum merupakan bakteri gram negatif karena mengandung 

substansi lipid yang lebih tinggi serta dinding selnya lebih tipis, lebih rentan 

pada antibiotik, penghambatan warna basa kurang dihambat, pertumbuhan 

nutriennya relatif sederhana dan tahan terhadap perlakuan fisik.  Acetobacter 

xylinum salah satu bakteri autotrof karena sumber nutriennya mengandung unsur 

C, H, O, dan N sebagai penyusun protoplasma, sumber energi untuk 

pertumbuhannya memerlukan cahaya, sumber karbon untuk pertumbuhannya 

membutuhkan CO2.  Acetobacter xylinum bersifat non motil atau polar ialah 

bakteri yang tidak bergerak, tidak bereproduksi dengan tunas (budding) tidak 

membentuk endospora (spora yang berdinding tebal di dalam bakteri).  

Acetobacter xylinum bakteri mikroaerofilik artinya bakteri ini dapat tumbuh baik 

bila ada sedikit oksigen atmosferik, kelompok bakteri asam asetat melalui proses 

oksidasi metal alkohol dapat menghasilkan asam asetat.  Acetobacter xylinum 

termasuk bakteri mesofil yaitu tumbuh pada suhu 25℃-40℃ (Kazumi, 2012). 

 

Acetobacter xylinum dapat membentuk asam dari glukosa, etil alkohol, dan 

propil alkohol, tidak membentuk indol dan mempunyai kemampuan 

mengoksidasi asam asetat menjadi CO2 dan H2O.  Sifat yang paling menonjol 

dari bakteri ini adalah memiliki kemampuan mempolimerisasi glukosa hingga 

menjadi selulosa.  Selanjutnya, selulosa tersebut membentuk matrik yang 

dikenal sebagai nata.  Faktor -faktor dominan yang mempengaruhi sifat fisiologi 

dalam pembentukan nata adalah ketersediaan nutrisi, derajat keasaman, 

temperatur, dan ketersediaan oksigen (Rasyidah, 2020). 

 

Fase-fase pertumbuhan Acetobacter xylinum yaitu fase adaptasi, fase 

pertumbuhan awal, fase pertumbuhan eksponensial, fase stasioner, dan fase 

kematian.  Fase adaptasi Acetobacter xylinum berkisar antara 0-24 jam sejak 

inokulasi.  Pada fase ini Acetobacter xylinum memulai metabolisme seluler dan 

sel bakteri bertambah besar tetapi belum bereplikasi sehingga belum ada 

peningkatan jumlah sel.  Fase pertumbuhan awal dimulai dengan pembelahan 



24 

 

 

kecepatan rendah.  Fase pertumbuhan eksponensial dicapai Acetobacter xylinum 

tumbuh dengan cepat dalam waktu 3-13 hari dengan medium pertumbuhan 

dikonsumsi pada tingkat maksimal sehingga terjadi sintesis enzim ekstraseluler 

polimerasi yang cukup banyak untuk menyusun polimer glukosa menjadi 

selulosa.  Fase stasioner umumnya terjadi pada hari 13-16 dengan menurunnya 

pertumbuhan Acetobacter xylinum karena ketersediaan nutrisi mulai berkurang, 

selain itu terdapat pengaruh metabolit toksik dari metabolisme sel dan umur sel 

yang semakin tua.  Fase kematian . Acetobacter xylinumterjadi mulai hari ke 16 

dan seterusnya.  Kecepatan kematian bakteri dipengaruhi oleh nutrisi dan 

lingkungan, akibat nutrisi yang semakin habis dan akumulasi limbah metabolit 

toksik yang semakin bertambah membuat lingkungan tidak cocok untuk 

pertumbuhan  bakteri .  Fase pertumbuhan Acetobacter xylinum dapat dilihat 

pada Gambar  4. 

 

      

Gambar 4. Fase-fase pertumbuhan bakteri Acetobacter xylinum 

(Melviani dkk, 2014) 

 

2. Saccharomyces 

Saccharomyces adalah genus yeast utama yang berperan dalam fermentasi 

kombucha dengan mengubah gula menjadi alkohol dan karbon dioksida. Strain 

seperti Saccharomyces cerevisiae, S. ludwigii, dan S. apiculatus paling sering 

ditemukan dalam kombucha. Selain itu, yeast lain seperti Schizosaccharomyces 

pombe dan Zygosaccharomyces juga berkontribusi pada proses fermentasi. 

Kombinasi berbagai yeast ini menghasilkan rasa, aroma, dan kandungan alkohol 
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khas kombucha. Saccharomyces membantu menjaga fermentasi tetap stabil dan 

memengaruhi profil metabolit, sehingga menciptakan karakter unik pada 

minuman ini. 

 

3. BAL 

Bakteri asam laktat (BAL) seperti Lactobacillus merupakan mikroorganisme 

anaerobik yang banyak ditemukan dalam kombucha dan berperan penting dalam 

proses fermentasi. Lactobacillus menghasilkan asam laktat dan lendir, yang 

berkontribusi pada penurunan pH serta rasa asam khas kombucha. Selain itu, 

bakteri Pediococcus juga bersifat anaerob dan menghasilkan asam laktat serta 

lendir selama fermentasi. Kehadiran BAL ini tidak hanya memberikan cita rasa 

asam, tetapi juga berfungsi sebagai probiotik yang dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri patogen seperti Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

dan Salmonella typhi. Aktivitas fermentasi BAL menyebabkan penurunan pH 

kombucha yang membantu menjaga kestabilan mikrobiologis dan meningkatkan 

sifat antimikroba serta antioksidan dari minuman ini. Kombinasi BAL dengan 

bakteri asam asetat dan yeast dalam SCOBY menciptakan simbiosis yang 

menghasilkan berbagai asam organik, vitamin, dan senyawa bioaktif yang 

bermanfaat bagi kesehatan. 

 

4. Mikroba lainnya 

Selain Saccharomyces dan bakteri asam laktat, mikroba lain yang berperan 

penting dalam fermentasi kombucha meliputi beberapa strain yeast dan bakteri 

spesifik. Brettanomyces, terutama Brettanomyces bruxellensis dan 

Brettanomyces intermedius, dapat bersifat aerobik atau anaerobik dan berfungsi 

menghasilkan alkohol maupun asam asetat, sehingga memberikan kontribusi 

pada rasa dan aroma khas kombucha. Gluconacetobacter kombuchae adalah 

bakteri aerobik yang memanfaatkan nitrogen dan menghasilkan asam asetat serta 

asam glukonat, yang berperan dalam pembentukan asam organik dan kestabilan 

fermentasi. Selain itu, strain yeast Zygosaccharomyces kombuchaensis mampu 

menghasilkan alkohol dan karbonasi, serta berkontribusi dalam pembentukan 

nata de ocha, yaitu lapisan selulosa yang mengapung di permukaan fermentasi 

kombucha. Kombinasi mikroba ini bersama Saccharomyces dan bakteri asam 
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laktat menciptakan simbiosis yang menghasilkan berbagai senyawa bioaktif 

seperti etanol, asam asetat, asam glukoronat, vitamin, dan enzim, yang 

memberikan nilai fungsional dan cita rasa unik pada kombucha 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian, 

Laboratorium Analisis Kimia Biokimia Pertanian, Laboratorium Mikrobiologi 

Hasil Pertanian, dan Analisis Sensori Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas 

Pertanian, Universitas Lampung.  Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei 2024 - 

Agustus 2024. 

 

 

3.2. Bahan dan Alat 

 

 

Bahan-bahan yang digunakan antara lain cairan pulpa kakao yang didapat dari 

perkebunan daerah Pringsewu, provinsi Lampung, kultur SCOBY yang diperoleh 

dari Ternatea house di Bandar Lampung, gula pasir (PSM), aquades, H2SO4  

1,25%, NaCL 0,85%, alkohol 96% (Medika), fenol 5% dan sukrosa. 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu spektrofotometer, sentrifuge, 

colorimeter, timbangan analitik, jangka sorong, toples kaca, sendok, panci, 

kompor gas, kompor listrik, karet gelang, baskom plastik, gunting, aluminium 

foil, kapas, tisu, spatula, batang pengaduk, saringan, pH meter (HANA),cawan 

porselin, tabung reaksi, gelas beaker, erlenmeyer, labu ukur, kertas saring, spritus, 

pipet ukur, autoclave, vortex, bunsen, pipet volume, oven dan termometer.  

 

 

3.3. Metode Penelitian 

 

 

Penelitian menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) yang 

disusun secara faktorial dengan 2 faktor dan 3 kali ulangan.  Faktor pertama 
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variasi penambahan gula (G) yang terdiri dari 5 taraf yaitu 10°brix  (G1), 12°brix 

(G2), 14°brix (G3), 16°brix (G4), 18°brix (G5).  Faktor kedua lama fermentasi (F) 

yang terdiri dari 3 taraf yaitu 0 hari (F0),  7hari (F7), dan 14 hari (F14).  Pada 

penelitian ini terdapat lima belas kombinasi perlakuan yang akan dicoba yaitu 

(G1F0), (G2F0), (G3F0), (G4F0), (G5F0), (G1F7), (G2F7), (G3F7), (G4F7), (G5F7), 

(G1F14), (G2F14), (G3F14), (G4F14), (G5F14).  Tata letak perlakuan penambahan gula  

dan lama fermentasi disajikan pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Tata letak kombinasi perlakuan penambahan gula dan lama fermentasi 

Ulangan 

I II III 

G3F7 G4F14 G1F0 

G1F14 G5F0 G5F7 

G5F0 G2F7 G1F14 

G2F14 G2F0 G2F7 

G1F0 G1F14 G3F14 

G4F14 G3F7 G5F0 

G4F7 G3F14 G1F7 

G5F7 G4F0 G2F14 

G3F14 G5F7 G2F0 

G4F0 G2F14 G4F7 

G1F7 G1F7 G5F14 

G2F0 G3F0 G4F0 

G5F14 G5F14 G3F7 

G2F7 G1F0 G4F14 

G3F0 G4F7 G3F0 

Keterangan:  
G1F0  = Gula 10°brix  fermentasi 0 hari  G4F7   = Gula 16°brix fermentasi 7 hari 

G2F0  = Gula 12°brix fermentasi 0 hari  G5F7   = Gula 18°brix fermentasi 7 hari 

G3F0  = Gula 14°brix fermentasi 0 hari G1F14  = Gula 10°brix  fermentasi 14 hari 

G4F0  = Gula 16°brix fermentasi 0 hari  G2F14  = Gula 12°brix fermentasi 14 hari 

G5F0  = Gula 18°brix fermentasi 0 hari G3F14  = Gula 14°brix fermentasi 14 hari 

G1F7   = Gula 10°brix  fermentasi 7 hari  G4F14  = Gula 16°brix fermentasi 14 hari 

G2F7   = Gula 12°brix fermentasi 7 hari  G5F14  = Gula 18°brix fermentasi 14 hari 

G3F7   = Gula 14°brix fermentasi 7 hari 

 

Pengamatan yang dilakukan meliputi pH media fermentasi, total gula media 

fermentasi, rendemen, ketebalan,  kadar air,  indeks keputihan nilai L*( 

Lightness), uji sensori hedonik, penentuan perlakuan terbaik dan uji SEM nata de 

kakao.  Data yang diperoleh diuji kehomogenannya dengan uji Bartlet dan 

dilakukan uji Tuckey. Data kemudian di analisis dengan sidik ragam atau Analysis 

of Variance (ANOVA) untuk mendapatkan pendugaan ragam galat dan uji 
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signifikasi dalam mengetahui perbedaan antar perlakuan.  Data selanjutnya akan 

dilakukan uji lanjut Polynomial Orthogonal pada taraf 5% dan 1% untuk 

mengetahui pengaruh serta kecenderungan hubungan dari faktor perlakuan dan 

interaksinya.   

 

 

3.4. Pelaksanaan Penelitian 

 

 

3.4.1. Penyiapan Pulpa Kakao Sebagai Bahan Baku Media 

 

 

Bahan baku yang digunakan adalah cairan pulpa kakao yang berasal dari petani 

kakao di daerah Pringsewu, Provinsi Lampung.  Sejumlah buah kakao dipecah 

dan diambil biji buahnya, kemudian dimasukkan kedalam kotak berlubang dan 

dihasilkan cairan pulpa kakao.  Cairan pulpa kakao yang keluar ditampung dalam 

jerigen.  Diagram alir pengolahan pulpa kakao terfermentasi dapat dilihat pada 

Gambar 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buah kakao masak 

Pemecahan buah kakao 

Pemisahan biji kakao yang diselimuti pulpa 

Pemasukkan ke dalam wadah berlubang 

Cairan pulpa kakao 

Gambar 5. Diagram alir penyiapan pulpa kakao sebagai bahan baku media 

  Sumber: Yuliana dkk. (2022) 

Biji kakao berselimut pulpa Kulit kakao 

Biji kakao 

tanpa pulpa 
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3.4.2. Persiapan 

 

 

Tahap persiapan yang dilakukan yaitu menyiapkan semua alat dan bahan serta 

mensterilkan alat.  Alat yang disterilisasi dalam pembuatan nata de kakao adalah 

toples kaca, dengan cara merendam toples ke dalam air mendidih selama 10 

menit.  Hal ini berfungsi untuk menjaga alat yang digunakan tetap steril agar 

proses fermentasi menjadi lebih optimal. 

 

 

3.4.3. Pembuatan Nata De Kakao 

 

 

Proses pembuatan media fermentasi nata de kakao menggunakan metode menurut 

Yuliana dkk. (2019) yang telah dimodifikasi rasio pengencerannya. Pertama, 

cairan pulpa kakao yang memiliki pH 3,7 dan total padatan terlarut 6°𝐵𝑟𝑖𝑥  

disaring. Kedua, cairan pulpa kakao diencerkan dengan penambahan air 

menggunakan perbandingan 1:1, masing-masing sebanyak 2 L, setelah diencerkan 

larutan pulpa kakao dipasteurisasi pada suhu 93℃ selama 1 menit.  Larutan pulpa 

yang sudah dipasteurisasi dipindahkan ke dalam erlenmeyer yang berisi gula pasir 

(sukrosa) yang telah ditimbang dan disteril sebelumnya lalu didinginkan hingga 

suhu ruang.  Gula yang ditambah telah ditimbang sebelumnya untuk mencukupi 

perlakuan 10°brix , 12°brix, 14°brix, 16°brix, dan 18°brix (b/v).  Kemudian 

larutan pulpa kakao dipindahkan ke dalam toples kaca steril, yang masing-masing 

berisi larutan pulpa sebanyak 350 ml dan ditambahkan dengan kultur SCOBY 

sebanyak 10°brix  (b/v).  Setelah itu, toples ditutup dengan tissu dapur dan diikat 

karet.  Larutan pulpa kakao difermentasi selama 7 dan 14 hari pada suhu kamar.  

Pada saat pengamatan hari ke 7 dan 14, nata de kakao (selulosa) dipisahkan dari 

cairan media fermentasi, ditiriskan dan diuji karakteristiknya.  Diagram alir 

fermentasi nata de kakao dapat dilihat pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Diagram alir pembuatan Nata De Kakao 

Sumber: Yuliana dkk (2019), telah dimodifikasi 

Cairan pulpa kakao 

Penyaringan 

Pengenceran 1:1 (Air : Pulpa) 

Pasteurisasi T= 95℃, t= 1menit 

Pemindahan dalam toples kaca yang berisi gula sesuai 

perlakuan 10°brix , 12°brix, 14°brix, 16°brix, dan 18°brix 

(b/v) sebanyak 350 ml/toples 

Pemasukan kultur SCOBY 

Fermentasi selama 7 dan 14 hari 

SCOBY 

5% b/v) 

Pemisahan selulosa dari kombucha 

Selulosa/Nata De Kakao 

Pendinginan hingga suhu ruang 

Residu 

Cairan pulpa bersih (Filtrat) 

Air 

Kombucha 

Pulpa Kakao 

Cairan 

kombucha 

Pasteurisasi T= 95℃, t= 1menit 

Homogenisasi 
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3.5. Pengamatan 

 

 

3.5.1. Pengujian Total Gula Media Fermentasi (Dubois dkk., 1956) 

 

 

Pengujian total gula menggunakan metode fenol-sulfat.  Langkah pertama yaitu       

mempersiapkan sampel terlebih dahulu yang dicentrifuge (10000 rpm) dan 

dilakukan pengenceran (1 ml sampel : 9 ml aquades) dan pembuatan larutan 

blanko.  Setelah itu membuat larutan fenol 5% dengan cara melarutkan fenol 50 g 

dilarutkan dalam satu liter aquades.  Kemudian membuat kurva standar yang 

dilakukan dengan cara membuat larutan induk glukosa dengan melarutkan 100 mg 

glukosa dalam 100 ml aquades.  Pembuatan larutan standar glukosa dengan cara 

mengencerkan 10 ml larutan induk glukosa dengan aquades sampai volume 100 

ml.   

 

Larutan standar glukosa diambil sebanyak 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 dan 1 ml, kemudian 

masing-masing diencerkan dengan aqudes sampai dengan volume 1 ml.  Lalu 

sebanyak 0,5 ml larutan diambil dari setiap konsentrasi larutan standar glukosa 

tersebut dan  ditambahkan 0,5 ml larutan fenol 5% dalam tabung reaksi.  Larutan 

kemudian divortex dan ditambahakan 2,5 ml larutan asam sulfat pekat dengan 

cepat secara tegak lurus kepermukaan cairan.  Lalu larutan didiamkan selama 10 

menit, divortex selama 30 detik, dan ditempatkan dalam water bath yang berisi air 

hangat selama 15-20 menit sehingga terbentuk warna orange-yellow yang stabil.  

Setelah itu absorbansinya diukur pada 490 nm dengan spektrofotometer.  Analisis 

pada sampel dilakukan dengan memasukkan 0,5 ml sampel ke dalam tabung 

reaksi dan dilakukan tahap seperti pada pembuatan kurva standar.  Perhitungan 

konsentrasi gula dalam sampel ditentukan dengan menggunakan kurva standar 

dan memperhitungkan pengenceran yang dilakukan. Persamaan regresi kurva 

standar yang digunakan pada penelitian ini sebagai berikut:  

 

y=0,8675x+0,2041 maka,  x=(y-0,2041)/0,8675 

kemudian nilai x dibagi dengan faktor pengenceran sehingga didapatkan 

konsentrasi gula (g/ml) kemudian dikonversi menjadi persentase (%) 

Y= Regresi persamaan kurva standar , X= nilai a*bsorbansi 
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3.5.2. Pengukuran pH Media Fermentasi 

 

 

Pengukuran pH dilakukan dengan menggunakan pH meter, yang telah dikalibrasi 

terlebih dahulu dengan larutan pH 7.01 dan pH 4.01.  Sebelum digunakan, 

elektroda pH meter dibilas terlebih dahulu dengan aquades lalu dikeringkan 

dengan kain flanel.  Pertama sampel minuman dituang ke dalam gelas beaker 

sebanyak 30 ml, lalu pH meter dicelupkan ke dalam sampel, dan ditunggu sampai 

angka pada layar pH meter stabil. 

 

 

3.5.3. Ketebalan Nata De Kakao 

 

 

Pengukuran ketebalan menggunakan metode Novita dkk. (2016), dengan 

menggunakan jangka sorong.  Nata de kakao ditiriskan selama 10 menit, 

kemudian nata de kakao diukur pada masing-masing sisi dengan menggunakan 

jangka sorong.  Selanjutnya, rata-rata hasil pengukuran dihitung. 

 

 

3.5.4. Rendemen Nata De Kakao 

 

 

Analisis rendemen menggunakan metode AOAC (2016), yaitu nata yang 

dihasilkan ditimbang beratnya dan dibagi dengan berat medium lalu dikali 100%.  

Perhitungan rendemen nata menggunakan rumus sebagai berikut. 

 

 
 

3.5.5. Kadar Air Nata De Kakao 

 

 

Analisis kadar air menggunakan metode gravimetri AOAC (2016).  Cawan 

dipanaskan pada suhu 105℃ selama 30 menit, lalu didinginkan dalam desikator 

selama 15 menit, kemudian ditimbang dan dicatat bobot kosongnya (A). 

 Selanjutnya 4 g nata de kakao dimasukkan ke dalam cawan yang telah diketahui 

beratnya, lalu ditimbang (B).  Cawan berisi sampel dikeringkan di dalam oven 

Rendemen (%) = 
Berat nata 

Berat medium 
× 100% 
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pada suhu 105℃ selama 6 jam, kemudian didinginkan dalam desikator selama 15 

menit dan ditimbang serta dicatat beratnya.  Proses tersebut dilakukan secara terus 

menerus sampai berat cawan konstan (C).  Perhitungan kadar air menggunakan 

rumus sebagai berikut. 

 

Keterangan : 

A = berat cawan kosong (g) 

B = berat cawan + sampel awal (g) 

C = berat cawan + sampel kering (g) 

 

 

3.5.6. Indeks Warna dan Indeks Keputihan 

 

 

Warna nata de kakao dievaluasi menggunakan colorimeter (Model WR 10), yang 

memungkinkan pengukuran nilai L, a, dan b yang tepat.  Nilai L menunjukkan 

kecerahan, dengan 100 mewakili putih dan 0 mewakili hitam.  Nilai a* mewakili 

kemerahan (-a) atau kehijauan (+a), sedangkan nilai b* menunjukkan kekuningan 

(+b) atau kebiruan (-b).  Sampel nata de kakao diletakkan diwadah dalam keadaan 

tertutup kain agar tidak bias dengan cahaya luar kemudian di letakkan alat 

colorimeter di atas sampel  ditekan tombol pendeteksi nilai L,a,b.  Perhitungan 

indeks keputihan nata menggunakan metode indeks keputihan ASTM E313 yaitu 

WI= L*-3b*.  Semakin tinggi nilai WI maka sampel semakin putih.  Nilai WI 

yang dibawah 80 umumnya menunjukkan sampel masih memiliki warna selain 

putih (misal kekuningan atau keabu-abuan).  

 

WI = L*-3b* 

 

 

 

3.5.7. Pengujian Sensori Hedonik  

 

 

Pengujian sensori dilakukan setelah persiapan produk nata de kakao.  Nata 

(selulosa) yang dihasilkan fermentasi kombucha pulpa kakao dicuci dan dibuang 

 

 

 

 

 

Kadar air (%) = 
B − C 

B − A 
× 100% 



35 
 

 

 

sisa-sisa media yang masih menempel.  Nata kemudian dicuci kembali secara 

berulanng sebanyak lima kali dengan air mengalir.  Setelah itu, nata direndam ke 

dalam air selama 24 jam kemudian dicuci kembali dengan air mengalir.  

Selanjutnya nata direbus ke dalam air gula dengan perbandingan gula dan air 1:5.  

Kemudian, nata disajikan menggunakan wadah cup yang berisi larutan air gula. 

Nata de kakao telah siap untuk dilakukan pengujian.   

 

Uji sensori dilakukan terhadap nata de kakao yaitu uji hedonik yang meliputi rasa, 

aroma, warna, dan penerimaan secara keseluruhan. Uji hedonik merupakan 

pengujian yang paling banyak digunakan untuk mengukur tingkat kesukaan 

terhadap produk dengan skala hedonik: amat sangat suka, sangat suka, suka, agak 

suka, dan tidak suka (Permadi dkk., 2019).  Uji hedonik dilakukan oleh panelis 

yang terdiri darii mahasiswa jurusan THP, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung.  Panelis diminta untuk memberikan pendapat kesukaan terhadap 

sampel pada form uji hedonik.  kuisioner uji hedonik terdiri dari tujuh skala 

penilaian pada tiap atribut sensori yaitu (1) sangat tidak suka, (2) tidak suka, (3) 

agak suka, (4) netral, dan (5) agak suka, (6). suka, dan (7). sangat suka. Kuisioner 

uji hedonik disajikan pada Tabel 4. Sampel yang diberikan pada panelis 

diletakkan dalam cup bening dan diberi kode acak. 
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Tabel 4. Kuesioner uji hedonik nata de kakao  

 

 

Nama panelis : 

Tanggal pengujian : 

Produk : Nata de Kakao 

 

KUESIONER UJI HEDONIK 

A. Uji Hedonik 

Petunjuk pengisian: 

Dihadapan saudara/i disajikan (5) sampel nata berbahan dasar pulpa kakao 

yang telah diberi kode acak. Saudara/i diminta untuk memberikan skor 

penilaian terhadap rasa, aroma, warna, tekstur, dan penerimaan 

keseluruhan dengan cara memberi tanda (✓) pada masing-masing kode 

sampel yang sudah disediakan. Keterangan setiap angka parameter sebagai 

berikut: 

 

1: Sangat tidak suka 2: Tidak suka 3: Agak tidak suka 4: Netral 

 5: Agak suka  6: Suka 7: Sangat suka 

RASA 

1 

 

2 3 4 5 6
4 

7
4 

AROMA 

1 

 

2 3 4 5 6 7 

884 

123 

389 

614 

003 

884 

123 

389 

614 

003 
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1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

884 

123 

389 

614 

003 

884 

123 

389 

614 

003 

B. Alasan Memilih Suka atau Tidak Suka 

 

Saudara/I diminta untuk menuliskan alasan memilih suka/tidak suka terhadap 

produk yang dipilih berdasarkan “rasa, aroma, warna, tekstur, serta 

penerimaan keseluruhan” pada kolom yang sudah disediakan. 

 

Sampel yang disukai: 

 

Alasan: 

Sampel yang tidak disukai: 

 

Alasan: 

 

WARNA 

TEKSTUR 

PENERIMAAN KESELURUHAN 

1 

 

884 

123 

389 

614 

003 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 
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3.5.8. Penentuan Perlakuan Terbaik 

 

 

Penentuan perlakuan terbaik dianalisis menggunakan metode indeks efektivitas 

(DeGarmo dkk., 1984),  dengan cara pemberian bobot pada masing-masing 

parameter berdasarkan kepentingan (Tabel 5). Formulasi terbaik didapatkan 

berdasarkan nilai produk tertinggi.  Rumus-rumus perhitungan sebagai berikut: 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

BN = Bobot Nilai 

NE= Nilai Efektivitas 

NP= Nilai Produk 

 

Tabel 5. Bobot penentuan perlakuan terbaik 

No Parameter Bobot 

1 Tekstur 0,20 

2 Warna 0,18 

3 Aroma 0,16 

4 Rasa 0,13 

5 Penerimaan keseluruhan 0,11 

6 Ketebalan 0,09 

7 Rendemen 0,07 

8 Indeks warna 0,04 

9 Kadar air 0,02 
 

 

3.8.9. Uji Scanning Electron Microscope (SEM) 

 

Perlakuan terbaik diuji scanning electron microscope .  Pengujian dilakukan 

menggunakan instrument SEM ZEISS MA 10. Sebelum dilakukan pengujian 

sampel dilapisi dengan bahan logam emas menggunakan alat quorum. Selanjutnya 

sampel yang diuji dilakukan pengamatan morfologi.  

𝐁𝐨𝐛𝐨𝐭 𝐍𝐢𝐥𝐚𝐢 (𝐁𝐍) =
𝐁𝐨𝐛𝐨𝐭 𝐏𝐞𝐫𝐥𝐚𝐤𝐮𝐚𝐧

𝐓𝐨𝐭𝐚𝐥 𝐁𝐨𝐛𝐨𝐭 𝐏𝐞𝐫𝐥𝐚𝐤𝐮𝐚𝐧
 

𝐍𝐢𝐥𝐚𝐢 𝐄𝐟𝐞𝐤𝐭𝐢𝐯𝐢𝐭𝐚𝐬 (𝐍𝐄) =
𝐁𝐨𝐛𝐨𝐭 𝐏𝐞𝐫𝐥𝐚𝐤𝐮𝐚𝐧𝐍𝐢𝐥𝐚𝐢 𝐏𝐞𝐫𝐥𝐚𝐤𝐮𝐚𝐧 − 𝐍𝐢𝐥𝐚𝐢 𝐓𝐞𝐫𝐞𝐧𝐝𝐚𝐡

𝐍𝐢𝐥𝐚𝐢 𝐓𝐞𝐫𝐭𝐢𝐧𝐠𝐠𝐢 − 𝐍𝐢𝐥𝐚𝐢 𝐓𝐞𝐫𝐞𝐧𝐝𝐚𝐡
 

NP=BN x NE 
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V.  KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. Kesimpulan 

 

 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah : 

1. Semakin tinggi konsentrasi gula (G1, G2, G3, G4, dan G5)  maka semakin 

meningkat ketebalan, rendemen nata de kakao dan total gula pada media 

fermentasi nata de kakao, sedangkan kadar air, indeks keputihan nata de kakao, 

dan pH pada media semakin menurun.  

2. Semakin lama fermentasi 7 dan 14 hari meningkatkan ketebalan dan rendemen 

nata de kakao  sedangkan indeks warna, kadar air nata de kakao, total gula dan 

pH media fermentasi nata de kakao semakin menurun.  

3. Kombinasi penambahan gula dan lama fermentasi menghasilkan karakteristik 

nata de kakao terbaik pada perlakuan G5F7 (konsentrasi gula 18°brix fermentasi 

7 hari) dengan nilai ketebalan 2,80 mm; rendemen 8,330 gr; indeks keputihan 

51,370; kadar air 93,009; sensori hedonik tekstur 5,178 (kenyal), warna 5,356 

(putih); aroma  4,772 (nata); rasa 5,222 (manis), dan penerimaan keseluruhan 

(5,211) agak suka.  

 

 

5.2. Saran 

 

 

Saran yang diajukan untuk penelitian ini yaitu: 

1. Penelitian menggunakan berbagai jenis sumber gula yang lainya seperti gula 

semut, madu, atau gula tebu halus sebagai sumber nutrisi. 

2. Penelitian perbaikan kualitas produk nata de kakao sehingga disukai 

konsumen. 
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