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ABSTRAK 

 
Utami dkk., 2012. Isolasi bakteri probiotik penghasil protease dan laktase dari fermentasi kakao varietas hijau 
 
Bakteri asam laktat (BAL) merupakan salah satu mikroorganisme yang terlibat pada fermentasi kakao. Bakteri 
ini umumnya dapat dimanfaatkan sebagai probiotik yang memberikan keuntungan bagi manusia seperti, 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen, menghasilkan berbagai enzim untuk kesehatan pencernaan, 
contohnya, laktase dan protease. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengisolasi, dan mengidentifikasi bakteri 
probiotik protease dan laktase dari hasil fermentasi kakao, sehingga nantinya dapat dijadikan sebagai sumber 
probiotik baru yang dapat digunakan dibidang kesehatan dan industri. Pulp kakao difermentasi selama 36 jam, 
suhu kamar pada media MRS Broth dan MRS agar didapatkan enam isolat bakteri. Bakteri yang didapatkan 
diuji ketahanan terhadap pH asam (pH 2, 2.5 dan 3), dan didapatkan empat bakteri yang dapat hidup pada 
kondisi asam, yang kemudian digunakan untuk uji antimikroba terhadap Escherichia coli ATCC 25922 dan 
Salmonella thypi NBRC14237. Zona hambat yang dihasilkan keempat isolat bakteri tersebut termasuk pada 
golongan yang sangat kuat kuat (20 mM). Media TSIA (Triple Sugar Iron Agar) digunakan pada uji laktase, 
hanya dua isolat yang mampu menghasilkan laktase. Kedua isolat tersebut selanjutnya digunakan pada uji 
protease, didapatkan satu isolat (G6) memiliki zona bening terbesar (15mm). Kadar protease dari isolat G6 
diukur dengan metode Lowry, dan didapatkan kadar protease maksimum adalah 0,88mg/mL pada waktu 
inkubasi 18 jam. Identifikasi genomik (16SrRNA) menggunakan primer 9F dan 1541R diketahui bahwa isolat G6 
memiliki kesamaan 86% dengan Lactobacillus brevis strain FE. 
 
Kata kunci : fermentasikakao, bakteriasamlaktat, 16S rRNA, Protease, Laktase 

 
 

ABSTRACT 
 

Utami et al., 2012. Isolation of protease andlactase probiotic bacteria fermented from cacao var. Green 
 
Lacticacid bacteria(LAB) is a microorganismsinvolvedin thefermentationof cocoa. These 
bacteriagenerallyusedas probiotics, because it has manybenefits forhumans, such as inhibitingthe growth 
ofpathogenic bacteria, and produce variousenzymes, such as, lactaseandprotease. The goal of this studywas 
toisolatedandidentified the probioticbacteria producing proteaseandlactase from fermentedcocoa as a new 
source ofprobiotics. Cocoa pulp fermented for 36 hours at room temperature, and the yields are six bacterial 
colonies which isolated on the MRS broth and MRS agar. The six isolates will be selected to resistance of acid 
pH (pH2; 2.5 and 3), then the bacteria were used to antimicrobials test for Escherichia coli ATCC 25922 and 
Salmonella typi NBRC14237. The yields showed that the inhibition zone (antimicrobial activities) of four isolates 
bacteria are powerful. TSIA medium (Triple Sugar Iron Agar)was used for lactase screening, and obtained two 
bacteria that produce lactase, then the isolates were tested for protease screening, and the yield is one isolate 
(G6) has a largest clear zone (15 mm). The Lowry method was used to determine of protease concentration, 
and the yield showed that maximum concentration of protease is 0.88mg/mL at 18 hours incubation time for 
isolate G6. The genomic identification of 16SrRNA used the 9F and 1541R primers resulted that the G6 isolate 
have 86%  similarity with Lactobacillus brevis strain FE. 
 
Keywords : cacao fermentation, lactic acid bacteria, 16S rRNA, Protease, Lactase 

 
PENDAHULUAN

Fermentasi kakao selama 24–48 jam didominasi 
oleh bakteri asam laktat (BAL) (Ardhana, 2003). Jenis 
bakteri ini umumnya digunakan sebagai probiotik, 
karena dapat hidup pada usus manusia, memiliki 
aktivitas antimikroba, serta berbagai enzim yang dapat 

dimanfaatkan dibidang kesehatan seperti protease 
untuk penderita hiperglisemia, insomia, dan 
osteoporosis, sedangkan laktase dapat membantu 
penderita intoleran laktosa (Yavuzdurmaz, 2007). 
Protease merupakan enzim yang dapat menghidrolisis 
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protein menjadi asam amino. Enzim ini secara 
komersial digunakan sebagai suplemen makanan dan 
digunakan pada terapi enzim. Laktase merupakan 
enzim yang menghidrolisis ikatan glikosida dari 
laktosa menjadi glukosa dan galaktosa. Enzim ini 
sangat dibutuhkan untuk mecerna laktosa yang 
terkandung pada susu. Kedua enzim ini dapat 
dihasilkan oleh probiotik. 
 
BAHAN DAN METODE 

Media MRS Broth (Merck), MRS Agar (Merck), 
Nutrient Agar (Merck), reagen Lowry, 
Spektrofotometer (Spectronic 20), Sodium dedosil 
sulfat (SDS), Proteinase K, Etanol 90%, Isopropanol, 
Fenol: Clorofrm (PC) 1:10, Ammonuim asetat 3M, 
Primer 9F (5’-TGACTTTAGGTATAGCCAACTGG-
3’) dan 1541R (5’-AAGGAGGTGATCCAGC 
CGCA-3’), TE (Tris-EDTA) buffer, Agarose gel, 
Elektroforesis (Mupid ExU) dan PCR (BioRad).. 
 

Isolasi Probiotik 
Kakao difermentasi selama 42 dan 36 jam 

(Ardhana, 2003). Hasil fermentasi kakao dikultur 
menggunakan MRS broth, dan diinkubasi selama 24 
jam. Bakteri dikultur pada medium MRS agar selama 
48 jam pada 37°C dengan kondisi anaerob. Beberapa 
koloni dipilih dan langkah selanjutnya adalah 
pemurnian koloniuntuk mendapatkan isolat. Isolat 
yang didapat diuji dengan uji Gram. Selanjutnya 
dilihat kemampuan bakteri untuk tumbuh pada pH 2; 
2,5; dan 3. 
 
Uji Antimikroba 

Isolat hasil fermentasi kakao diuji kemampuan 
antimikroba dengan menggunakan medium NA 
(Nutrient Agar). Bakteri patogen yang digunakan 
yaitu Escherichia coli ATCC 25922 dan Salmonella thypi 
NBRC14237. Pengamatan terhadap zona bening 
dilakukan pada 18, 24, 48 dan 72 jam. 

 
Uji Enzim Laktase dan Protease 

Media TSIA (Triple Sugar Iron Agar) digunakan 
untuk uji laktase, yang diinkubasi pada suhu 37OC 
selama 24 jam. Nutrien Agar yang mengandung susu 
skim 2% b/v digunakan untuk uji enzim Protease, dan 
diinkubasi dilakukan pada suhu 37OC, 24 jam. 
Timbulnya zona bening menandakan bakteri dapat 
menghidrolisis protein. 

 
Penetapan Kadar Protease 

Bakteri dikultur selama 24 jam pada media cair 
yang telah ditambahkan dengan kasein 10%, 
kemudian diambil 3 mL dan disentrifus dengan 
kecepatan 12000 rpm selama 5 menit. Supernatan 
yang diperoleh merupakan ekstrak kasar protease dan 

diukur kadar enzimnya (substrat yang digunakan yaitu 
kasein) dengan metode Lowry.  

 
Isolasi DNA Genomik 

Untuk isolasi genomik DNA digunakan prosedur 
Cardinal, (1997). Bakteri yang telah dikultur selama 
semalam disentrifus dengan kecepatan 14.000 rpm, 3 
menit, kemudian tambahkan TE bufer (Tris-EDTA), 
SDS 10% dan Proteinase K. Supernatan diinkubasi, 
setelah itu ditambahkan PC (Fenol:Cloroform) 25:24. 
Supernatan yang didapat ditambah dengan amonium 
asetat 3M dan Isopropanol. DNA yang mengendap 
dicuci dengan etanol 70%. Pelet disuspensikan dengan 
TE bufer yang di simpan pada suhu -20°C. 

 
Amplifikasi Gen 16S rRNA 

Duamikroliter DNA genomik yang didapatkan 
diamplifikasi menggunakan PCR. Primer yang 
digunakan adalah primer 9F (5’-
TGACTTTAGGTATAGCCAACTGG-3’) dan 1541R (5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’).Total volume 
campuran untuk reaksi PCR 50μl (3µl MgCl2, ddH2O 
35 µl, Primer masing-masing (10pmol/µl) sebanyak 
1µl,dNTP (2mM) 5µl, DNA taq polimerase 5µl). 
Produk PCR dielektroforesis pada100 V selama 40 menit  
pada 1% agarosa gel, dengan kondisi amplifikasi: 

Step 1: 94°C selama 5 menit 
Step 2: 94°C selama 1 menit (denaturasi) 
Step 3: 56°C selama 1 menit (annealing) 
Step 4: 72°C selama 1 menit (elongnasi) 
Step 5: 72°C selama 10 menit 
40 siklus 
 

Sekuensing Gen 16S rRNA 

Sampel yang telah dimurnikan dikirim ke 
Macrogen Korea Selatan untuk penentuan sekuen 
nukleotidanya. Sekuen data yang diperoleh kemudian 
dianalisis. Sekuen dibandingkan dengan data base 
searches 16SrRNA NCBI internet site 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan program 
Blastn danClustalW. 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Bakteri Hasil Fermentasi Kakao 
Isolasi bakteri yang telah dilakukan dari hasil 

fermentasi kakao varietas hijau pada media MRS (de 
Man, Ragosa, Sharpe) broth dan MRS agar berhasil 
mendapatkan 6 isolat tergolong bakteri asam laktat 
yang diplih dari 63 koloni pada pengenceran 10-7. 
Morfologi keenam isolat diidentifikasi dengan 
pewarnaan Gram, dan didapatkan hasil bahwa keenam 
isolat bakteri Gram positif (Gambar 1). Isolat G1, G2, 
G3, G4, G5, dan G6  yang mengalami pertumbuhan 
maksimumpada 24 jam dan mengalami fase stasioner 
48 jam dan 72 jam. Kurva pertumbuhan bakteri dapat 
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dilihat pada Gambar 2.Kurva pertumbuhan diawali 
dengan fase awal (lag phase) yang merupakan masa 
penyesuaian mikrob yang terjadi pada saat beberapa 
jam setelah dikultur ke media MRS agar. Pada fase 
tersebut terjadi sintesis enzim oleh sel yang digunakan 
untuk metabolisme (Putranto, 2006). Reproduksi 

selular terlihat pada 24 jam, yang ditandai dengan 
bertambahnya jumlah koloni bakteri, fase ini 
merupakan fase eksponensial bakteri. Fase stasioner 
terjadi pada 48 sampai 72 jam, dimana pertumbuhan 
bakteri tidak terjadi lagi. 

 

 
G1                                G2   G3 

 
G6  G4                                   G5 

Gambar 1.  Hasil pewarnaan Gram:keenam isolat berwarna ungu (Gram positif). G1 dan G2 berbentuk basil 
pendek,gemuk. G3 dan G6 memperlihatkan morfologi bakteri basil panjang dan pipih. G4 dan G5 
berbentuk coccus 

 

 

Gambar 2.   Kurva pertumbuhan enam isolat bakteri hasil fermentasi kakao varietas hijau. 
Pertumbuhan bakteri pada media MRS agar, dengan suhu inkubasi 37oC. 

 

 

Gambar 3. Pertumbuhan keenam isolat bakteri hasil 
fermentasi kakao pada pH asam Pada pH 2 
hanya tiga isolat yang dapat tumbuh, untuk pH 
2,5 empat isolat dapat tumbuh, sedangkan 
pada pH 3 semua isolat dapat tumbuh. 

Hasil yang diperoleh dari uji resistensi terhadap 
pH asam memperlihatkan bahwa keenam isolat dapat 
tumbuh pada pH 3. Pada pH 2,5 empat isolat dapat 
tumbuh, yaitu G1, G3, G4, dan G6, sedangkan pada 
pH 2 hanya 3 isolat yang dapat bertahan hidup, yaitu 
G1, G3 dan G6 (Gambar 3). Kemampuan bakteri 
untuk tumbuh semakin berkurang sebanding dengan 
penurunan pH.Hal ini disebabkan oleh rusaknya 
struktur sel bakteri oleh pH yang rendah, sehingga 
bakteri tidak dapat tumbuh dan berkembang dengan 
baik (Jawetz, 1996). 

 
Hasil Uji Antimikroba 

Isolat G3 dan G6 memperlihatkan peningkatan 
sintesis senyawa antimikroba pada 18 jam, pada fase 
eksponensial terjadi peningkatan produksi metabolit 
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sekunder (senyawa antimikroba). Pertumbuhan zona 
bening terhadap E.coli  maksimum untuk semua isolat 
pada 36 jam. Diameter zona bening pada uji 
antimikroba terhadap Salmonela maksimum pada 18–
24 jam, sehingga pada 18–36 jam merupakan waktu 
yang baik untuk mengisolasi senyawa antimikroba, 
dimana saat tersebut merupakan waktu maksimum 
bagi bakteri untuk menghasilkan senyawa 
antimikroba, seperti bakteriosin.  

Bakteriosin merupakan suatu protein 
ekstraseluler yang dapat menghambat sintesis protein 

dan DNA bakteri patogen tanpa menyebabkan sel 
bakteri patogen mengalami lisis, dan asam laktat hasil 
dari fermentasi karbohidrat pada bakteri yang 
menyebabkan suasana asam yang mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Jawetz, 
1996). Diameter zona bening mulai berkurang setelah 
48 jam, karena fase ini merupakan fase stasioner 
selanjutnya menuju fase kematian pada bakteri. Pada 
fase tersebut, senyawa yang dibutuhkan untuk 
pertumbuhan mulai habis, sedangkan bakteri patogen 
mulai berkembang dan resisten (Gambar 4 dan 5). 

 

 

Gambar 4.  Diameter zona bening keempat isolat bakteri hasil fermentasi kakao terhadap bakteri E. Coli. Inkubasi 
dilakukan pada 37oC, pH 7, media Nutrien Agar. 

 
Gambar 5.  Diameter zona bening isolat bakteri hasil fermentasi kakao terhadap Salmonela thypii. Inkubasi dilakukan pada 

37oC, pH 7, media Nutrient agar 
 

Enzim Protease dan Laktase 
Hasil uji TSIA pada 24 jam dengan suhu 

inkubasi 37OC mendapatkan dua isolat yaitu G3 dan 
G6 berwarna kuning (A atau asam), dan mengeluarkan 

gas, sebagian media agar terangkat dan pecah. Hal ini 
disebabkan oleh terbentuknya asam laktat dan gas 
CO2 hasil fermentasi laktosa oleh bakteri. Pada isolat 
G1 dan G2  warna media yang pada awalnya merah 
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(K atau basa) menjadi kuning (Tabel 2), tetapi  tidak 
mengeluarkan gas, karena bakteri hanya 
memfermentasi glukosa menjadi asam laktat, sehingga 
diketahui bahwa isolat bakteri tersebut tidak memiliki 
laktase karena tidak dapat memfermentasi laktosa. 
Dari pengamatan tersebut dapat diketahui bahwa dua 
isolat, yaitu G3 dan G6 dapat menfermentasi laktosa 
menjadi asam laktat, artinya kedua isolat memiliki 
enzim laktase, maka untuk skrining protease 
digunakan dua isolat,yaitu G3 dan G6. 

 
Tabel 1. Fermentasi laktosa oleh bakteri kakao pada 

media TSIA setelah 24 jam masa inkubasi 
Isolat bakteri kakao Hasil 
Kontrol 
G1 
G2 
G3 
G6 

K/K 
A/A 
A/A 
A/A dan gas 
A/A dan gas 

 
 
Tabel 2. Diameter zona bening protease dari kedua isolat 

hasil fermentasi kakao varietas hijau. Bakteri 
diinkubasi selama 24 jam, pada suhu 37oC. 
Metoda yang digunakan untuk kultur bakteri 
yaitu metoda totol. 

 

Isolat Diameter 
G3 5 mm 
G6 15 mm 

 
 

Bakteri yang menghasilkan protease dapat 
diketahui dengan adanya zona bening disekitar koloni. 
Kasein akan terhidrolisis menjadi peptide dan asam 
amino dengan adanya protease sehingga akan 
terbentuk zona bening pada media agar (Vuys, 2007). 
Hasil uji enzim protease setelah 24 jam, pada suhu 
inkubasi 37°C untuk kedua isolat yaitu G3 dan G6 
memiliki zona bening disekitar koloni dengan 
diameter 5 mm dan 15 mm (Tabel 2). Berdasarkan 
besarnya diameter zona bening yang dihasilkan 
bakteri, maka isolat G6 digunakan untuk penentuan 
kadar enzim protease yang dihasilkan. 

 
Kadar Enzim Protease   

Kadar protease kasar (crude exract) yang 
dihasilkan bakteri diukur dengan menggunakan 
metoda Lowry. Variasi waktu yang dilakukan yaitu 
15, 18, dan 21 jam pada suhu 37OC. Protease 
maksimum dihasilkan pada 18 jam waktu inkubasi, 
yaitu 0,88 mg/mL (Gambar 6). Kadar enzim 
mengalami peningkatan (maksimum) setelah 
diinkubasi selama 18 jam karena bakteri berada pada 
fase pertumbuhan (eksponensial). Pada masa ini 

jumlah sel bakteri meningkat, sehingga protease yang 
dihasilkan juga meningkat. Protease  yang dihasilkan 
bakteri mengalami penurunan setelah 21 jam, karena 
bakteri mulai menghasilkan metabolit sekunder. 

 

Gambar 6. Kurva penentuan kadar protease isolat G6 
dengan variasi waktu inkubasi 12 jam, 15 
jam dan 18 jam pada suhu 37oC. 

 
Identitas Molekuler 
 Setelah diperoleh DNA genomik, kemudian 
diamplifikasi dengan PCR menggunakan primer 9F 
dan 1541R. Hasil penggabungan sekuen dibandingkan 
dengan data GeneBank melalui program BLASTn 
didapatkan hasil bahwa isolat G6 memiliki kesamaan 
nukleotida pada tingkat genomik dengan 
Lactobacillus brevis, dengan E value 0,0 nilai query 
coverage yang paling tinggiyaitu 95% dan maksimum 
identifikasinya 86%.   

 Pada perbandingan hasil sekuen isolat G6 
dengan data gen dari L. brevis strain FE dengan 
menggunakan ClustalW, terlihat bahwa isolat G6 
memiliki kesamaan dengan L.brevis. Hal ini didukung 
oleh penelitian yang dilakukan oleh Kostinek (2008)  
yang mendapatkan L. Brevis pada hasil fermentasi 
kakao di Nigeria. Isolat G6 memiliki kekerabatan 
yang dekat dengan L. Brevis yang termasuk kelas 
Bacillus, ordo Lactobacillales, familili bacillaceae, 
genus Lactobacillus dan spesies L. Brevis (Makarova, 
2006). 

 
KESIMPULAN 

Ekstrak spons laut Haliclona sp. (Papua) 
menggunakan pelarut metanol dihasilkan bobot 
ekstrak 13,678 gram dengan rendemen 2,736%. Pada 
uji kualitatif pemeriksaan kandungan kimia senyawa 
alkaloid lebih dominan dibanding steroid dan 
triterpenoid. Spons Haliclona sp. memiliki aktivitas 
antimalaria karena dapat menghambat pertumbuhan P. 
falciparum dengan nilai IC50 lebih kecil untuk galur 
resisten dari kontrol klorokuin 
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