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ABSTRACT

Exploration of the potential of alternative ingredients to replace black tea or green tea in making kombucha has
begun to be widely carried out. On Timor Island, faloak stem bark is processed into a traditional drink by some locals.
For this reason, the use of faloak stem bark as a basic ingredient for kombucha needs to be studied, especially in
exploring its antibacterial potential, which is analyzed based on the concentration of sugar used. This study aims to
determine the chemical characteristics and antibacterial activity of faloak stem bark kombucha with various
concentrations of sugar. The methods involved making faloak stem bark kombucha with varying sugar concentrations
of 6, 8, 10, and 12% (w/v), and testing chemical characteristics in the form of pH, total acid, total sugar, and total
phenol tests. Meanwhile, the antibacterial activity testing used a good diffusion method against Escherichia coli ATCC
25922 bhacteria. After 14 days of fermentation, faloak stem bark kombucha with a 12% sugar concentration showed the
best chemical characteristics, with pH, total acid, total sugar, and total phenol values of 2.91, 1.19%, 7.33%, and
420.15 mg GAE/L, respectively. Furthermore, antibacterial activity also showed the highest inhibition (13.02 mm) at a
sugar concentration of 12%. Thus, faloak bark kombucha made with a sugar concentration of 12% has the potential to
be antibacterial.
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ABSTRAK

Saat ini, eksplorasi potensi bahan alternatif pengganti teh hitam ataupun teh hijau dalam pembuatan kombucha
telah banyak dilakukan. Kulit batang faloak merupakan bagian tumbuhan yang dikonsumsi sebagai minuman tradisional
oleh sebagian masyarakat di Pulau Timor. Penggunaan kulit batang faloak sebagai bahan dasar minuman kombucha
dapat diterapkan khususnya dalam mengeksplor potensinya sebagai antibakteri yang dikaji berdasarkan konsentrasi gula
yang digunakan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik kimia dan aktivitas antibakteri dari kombucha
kulit batang faloak dengan berbagai konsentrasi gula. Metode penelitian berupa pembuatan kombucha kulit batang
faloak dengan variasi konsentrasi gula 6, 8, 10, dan 12% (b/v) yang difermentasi selama 14 hari, pengujian karakteristik
kimia berupa uji pH, total asam, total gula, dan total fenol. Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi
sumur tehadap bakteri Escherichia coli ATCC 25922. Perlakuan konsentrasi gula 12% menunjukkan karakteristik kimia
terbaik, nilai pH, total asam, total gula, dan total fenol masing-masing sebesar 2,91; 1,19%; 7,33%; 420,15 mg/L GAE.
Aktivitas antibakteri terbaik juga ditunjukkan pada perlakuan konsentrasi gula 12% dengan nilai zona hambat sebesar
14,03 mm. Dengan demikian, minuman kombucha berbahan kulit batang faloak dengan konsentrasi gula 12%
berpotensi dijadikan sebagai antibakteri.

Kata kunci: Antibakteri; Escherichia coli ATCC 25922; faloak; kombucha; Sterculia quadrifida R.Br.
© Penulis. Penerbit Universitas Pattimura. Akses terbuka dengan lisensi CC-BY-SA.
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PENDAHULUAN

Teknik fermentasi telah banyak diterapkan
dalam pangan olahan oleh sebagian penduduk
dunia sejak zaman dahulu, dan salah satu olahan
yang masih dikenal hingga saat ini adalah
minuman kombucha. Kombucha merupakan
seduhan teh yang diolah dengan cara difermentasi
menggunakan  biakan  bakteri asam asetat
(Komagataeibacter, Gluconobacter dan
Acetobacter) dan ragi (Saccaromyces cerevisiae,

Torulaspora  delbrueckii, Saccharomycodes
ludwigii,  Zygosaccharomyces  bailii, dan
Brettanomyces  bruxellensis)  yang  saling

bersimbiosis (Coton et al., 2017; Villarreal-Soto et
al., 2018). Kombucha telah dikenal karena potensi
kesehatannya yang telah banyak diketahui.
Kandungan metabolit sekunder, enzim dan bakteri

asam asetat menjadikan kombucha sebagai
minuman  tinggi manfaat (Jayabalan &
Waisundara, 2019; Zubaidah et al., 2018).

Beberapa peneliti melaporkan potensi kombucha
sebagai antidiabetes (Aloulou et al., 2012; Lalong
et al., 2022a), antikolesterol (Alaei et al., 2020;
Doudi et al., 2020), antioksidan (Lalong et al.,
2022b; Zou et al., 2021), serta kemampuannya
sebagai antibakteri (Valiyan et al., 2021).

Dalam kemampuannya sebagai antibakteri,
Kaewkod et al. (2019) membuktikan bahwa
kombucha yang difermentasi dari berbagai jenis
teh herbal dengan tambahan 10% gula berpotensi
menghambat pertumbuhan bakteri enteric patogen
diantaranya E. coli, Shigella dysenteriae,
Salmnonela typhi, Vibrio cholerae, Listeria
monocytogenes dan Pseudomonas aeruginosa. Al-
Mohammadi et al. (2021) menambahkan bahwa
produksi metabolit selama fermentasi kombucha
teh hitam memiliki kemampuan hambatan sebesar
18 mm pada pertumbuhan bakteri E. coli.
Kombucha berbahan teh bunga Achillea
millefolium L. dilaporkan memiliki kemampuan
dalam menghambat bakteri E. coli ATCC 25922,
adanya aktivitas antibakteri kombucha
dihubungkan dengan hadirnya komponen senyawa
fenolik, asam organik serta vitamin yang
terkandung pada kombucha selama fermentasi
(Vitas et al.,, 2018). Ma et al. (2019) dalam
penelitiannya membuktikan kandungan katekin
yang diekstraksi dari  kombucha mampu
menghambat E. coli ATCC 25922 dengan zona
hambat 20,5 mm. Konsentrasi kandungan senyawa
bioaktif dan metabolit sekunder yang dihasilkan
dari kombucha dipengaruhi oleh berbagai faktor,
diantaranya konsentrasi gula (Mo et al., 2008) dan
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jenis teh atau substrat (Emiljanowicz &
Malinowska-Panczyk, 2020).
Penggunaan substrat alternatif  dalam

pembuatan kombucha telah banyak dilakukan,
salah satunya adalah menggunakan kulit batang
faloak (Sterculia quadrfida R.Br) dari pulau Timor
— NTT. Kulit batang faloak (KBF) dikonsumsi
sebagai minuman herbal tradisional sebagian
masyarakat di pulau Timor dalam berbagai
pengobatan (Winanta et al., 2019). Rollando.
(2015) melaporkan adanya aktivitas antibakteri
pada bakteri S. aureus, E. coli, B. subtilis, dan S.
thypi serta adanya kandungan fenolik yang tinggi
dari ekstrak KBF. Telah diteliti, pemberian KBF
mampu memperbaiki kadar glukosa darah dan
pulau Langerhans tikus diabetes melitus (Lalong et
al., 2022a). KBF yang difermentasi 14 hari
mengalami peningkatan aktivitas senyawa bioaktif
flavonoid, fenol dan aktivitas antioksidan (DPPH)
sebesar 82,21% (Lalong et al., 2022b). Pada
penelitian ini, peneliti memfokuskan pada potensi
antibakteri  dari  kombucha KBF  dalam
menghambat bakteri E. coli ATCC 25922 yang
ditinjau dari perbedaan penggunaan konsentrasi
gula dalam proses fermentasi kombucha,
mengingat belum ada penelitian terkait kombucha
berbahan KBF dalam potensinya sebagai
antibakteri.

METODE PENELITIAN
Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian diantaranya, kulit batang faloak (KBF)
yang berasal dari Kota Kupang, starter kombucha
diperolen dari @kombue.koe Kupang, gula
(gulaku), starter tea bag kosong, serta air mineral
(Aqua) diperoleh dari minimarket terdekat.

Prosedur Penelitian

Pembuatan Teh Celup KBF

Kulit pohon yang diambil adalah pohon
dewasa dengan ketentuan diameter pohon >30 cm,
dengan tinggi £ 5 m, dan ketebalan kulit pohon * 8
cm. Bagian kulit dari batang pohon faloak diambil,
dicuci kemudian dikeringkan pada suhu ruang
(27°C) selama 5 hari pengeringan. Setelah kering
KBF dihaluskan untuk mendapatkan serbuk KBF.
Serbuk KBF yang telah halus dimasukkan pada tea
bag celup dengan takaran 2 g KBF per tea bag.
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Pembuatan Kombucha KBF

Pembuatan kombucha KBF mengacu pada
prosedur (Lalong et al., 2022b). air 500 mL
direbus hingga mendidih menggunakan api sedang,
kemudian gula ditambahkan pada air rebusan
dengan masing-masing tingkatan konsentrasi yakni
6, 8, 10 dan 12% (b/v), setelah itu 4 teabag teh
KBF dimasukkan kedalam air rebusan selama 10
menit. Selanjutnya seduhan dituang dalam toples
kaca dan dibiarkan hingga suhu 25°C. Setelah itu,
starter kombucca 10% (v/v) ditambahkan kedalam
tiap toples fermentasi, toples ditutup kain steril dan
didiamkan selama 14 hari. Prosedur yang sama
dilakukan pada masing-masing konsentrasi gula
untuk dilanjutkan proses fermentasi.

Analisis pH dan Total Asam Tertitrasi (TAT)

Pengukuran nilai pH berdasarkan metode
Zubaidah et al. (2018), sampel diambil dari
masing-masing toples perlakuan kemudian diukur
menggunakan pH meter. Prosedur pengukuran
nilai TAT mengacu pada AOAC (1995), masing-
masing sampel kombucha 10 ml dilarutkan dengan
aquades steril 90 ml, dan disaring menggunakan
ketas saring (Whatman). Kemudian, 20 ml sampel
ditambahkan indikator phenolphthalein 1%
(Merck, Jerman) dan dititrasi menggunakan NaOH
0,1 N (Merck, Jerman). Larutan dititrasi hingga
terjadi perubahan warna merah muda pada
erlenmeyer.

Analisa Total Gula

Pengukuran nilai total gula mengacu pada
prosedur yang dimodifikasi dari Islam et al.
(2013), masing-masing  sampel  kombucha
sebanyak 5 ml dilarutkan dengan aquades steril
hingga mencapai takaran 100 ml. Larutan sampel
tersebut dilarutkan dengan CaCo3 (Merck, Jerman)
sebanyak 1 g dalam erlenmeyer 250 ml, kemudian
dipanaskan dengan suhu 100°C dan didinginkan
untuk disaring. Sebanyak 1 ml sampel filtrat
selanjutnya dilarutkan dengan anthrone (Merck,
Jerman) dan H2S04 (Sigma, Aldrich) hingga pada
batas takaran 100 ml. Larutan dipanaskan pada
suhu 100°C selama 12 menit, kemudian
didinginkan  untuk  dianalisa  menggunakan
spektofotomer UV-Vis (Genesys) dengan panjang
gelombang 630 nm.
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Analisa Total Fenol

Pengukuran total fenol menggunakan
metode Folin-Cioceltau mengacu pada IvaniSova
et al. (2013) yang dimodifikasi. 0,1 ml sampel
kombucha masing-masing dicampur dengan 0,1
mL reagen Folin-Ciocalteu (Merck, Jerman), 1 mL
Na2CO3 (Merck) 20% (b/v) dan 8,8 mL aquades,
kemudian diinkubasi dalam kondisi gelap selama
30 menit. Setelah diinkubasi, absorbansi sampel
diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis
(Genesys) dengan panjang gelombang 760 nm.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri kombucha KBF
menggunakan metode difusi sumur yang mengacu
pada Valiyan et al. (2021) yang dimodifikasi.
Suspensi  bakteri uji masing-masing bakteri
Escherichia coli ATCC 25922 setara dengan 0,5
McFarland (1,5 x 108 CFU/ml) disiapkan,
kemudian dituangkan dalam Media Mueller Hinton
Agar (Merck). Sumur pada media dibuat dengan
ukuran diameter 6 mm. Supernatan yang diperoleh
dari setiap perlakuan kombucha dengan berbagai
tingkatan konsentrasi gula (6, 8, 10, dan 12%) dan
kelompok kontrol negatif serta positif masing-
masing dituangkan ke dalam sumur pada masing-
masing cawan petri dan diinkubasi pada 37°C
selama 24 jam. Perlakuan diulang sebanyak 3 kali
ulangan. Setelah diinkubasi, besar zona hambat
tiap perlakuan yang terbentuk pada pada media
diukur menggunakan jangka sorong.

Analisis Data

Setelah data dikumpulkan, data kemudian
dianalisis menggunakan Analysis of Variance
(ANOVA), dan akan diuji lanjut apabila terdapat
perbedaan  nyata  dari  setiap  perlakuan
menggunakan uji lanjut LSD (taraf sig p<0,05).
Proses analisis data dilakukan menggunakan
bantaun aplikasi SPSS 16.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Karakteristik Kimia Kombucha KBF

Setelah difermentasi selama 14 hari, sampel
kombucha KBF kemudian dianalisissa sifat kimia
dari berbagai perlakuan konsentrasi gula yakni
nilai pH, TAT, total gula, dan total fenol. Adapun
hasil pengukurannya ditunjukkan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Karakteristik Kimia Kombucha KBF Berbagai Konsentrasi Gula

Konsentrasi Gula (b/v) Parameter
pH TAT (%) Total Gula (%) Total Fenol (mg/L GAE)
6% 3,25+0,05? 0,67+0,05° 4,99+0,09 132,8745,11°
8% 3,15+0,03° 0,75+0,042 5,33+0,09° 144,84+3,59°
10% 2,97+0,02¢ 0,88+0,05° 6,85+0,11¢ 383,64+4,99°
12% 2,91+0,02¢ 1,19+0,07¢ 7,33+0,04¢ 420,15+5,53¢

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama pada setiap kolom menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji lanjut

LSD dengan taraf sig. p < 0,05.

Pada Tabel 1 menunjukkan hasil analisa
empat parameter karakteristik kimia  dari
kombucha KBF dengan 4 perlakuan konsentrasi
gula yakni, 6,8,10, dan 12% setelah difermentasi
selama 14 hari.

Nilai pH, TAT, dan Total Gula

Pada Tabel 1, menunjukkan adanya tren
penurunan nilai pH disertai peningkatan TAT dan
total gula dari tiap perlakuan. Terlihat perlakuan
dengan konsentrasi gula 12% menunjukkan nilai
pH terendah yakni sebesar 2,91, sedangkan TAT
dan total gula masing-masing dengan nilai tertinggi
yakni sebesar 1,19% dan 7,33%. Secara statistik
hasil ANOVA menunjukkan pengaruh nyata (p <
0,05) konsentrasi gula terhadap rerata nilai pH,
TAT dan total gula dari kombucha KBF, untuk itu
pada uji lanjut LSD menunjukkan notasi yang
berbeda dari setiap konsentrasi pada nilai pH dan
total gula, sedangkan pada TAT menunjukkan
konsentrasi gula 6 dan 8% tidak menunjukkan
perbedaan signifikan, Konsentrasi gula 12%
menunjukan nilai pH terendah sedangkan TAT dan
total gula menunjukkan nilai sebaliknya.

Adanya tren penurunan nilai pH yang
disertai peningkatan TAT dan total gula diduga
karena disertai adanya peningkatan konsentrasi
gula yang digunakan dalam fermentasi kombucha.
Tren yang sama juga dilaporkan oleh Napitupulu et
al. (2015) dalam penelitiannya menunjukkan
meningkatnya total asam disertai nilai pH yang
menurun seiring meningkatnya konsentrasi gula
yang digunakan. Gula yang digunakan dalam
pembuatan kombucha dijadikan sebagai substrat
makanan bagi mikroba pada kombucha. Menurut
Villarreal-Soto et al. (2018) dan Laavanya et al.
(2021), adanya simbiosis dari bakteri asam asetat
dan ragi mampu menkonversi sukrosa menjadi
berbagai asam organik seperti asam asetat dan

glukuronat dalam jalur metabolisme yang
melibatkan berbagai enzim bakteri dan ragi.
Konsentrasi  gula yang  semakin  tinggi
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dalampembuatan kombucha akan berdampak pada
penurunan pH serta meningkatnya TAT dan total
gula, hal ini menandakan adanya pembentukan
senyawa asam organik selama proses fermentasi
kombucha KBF.

Total Fenol

Pada Tabel 1 terlihat adanya perbedaan
rerata nilai total fenol setiap perlakuan 6-12%.
Hasil ANOVA menyatakan konsentrasi gula
berpengaruh signifikan terhadap kadar total fenol
kombucha. Setelah diuji lanjut menggunakan uji
LSD, terlihat total fenol antar perlakuan
menunjukkan perbedaan yang nyata. Kombucha
dengan konsentrasi gula 12% memiliki total fenol
tertinggi, yakni sebesar 420,15 mg/L GAE. Tren
peningkatan kadar total fenol yang disertai
peningkatan konsentrasi gula yang digunakan.
Menurut Bhattacharya et al. (2013), kadar fenol
yang dihasilkan pada kombucha dipengaruhi oleh
aktivitas metabolisme mikroba selama proses
fermentasi. Mikroba akan mendegradasi senyawa
polifenol yang ada pada substrat oleh enzim yang
dihasilkannya sehingga mempengaruhi
peningkatan total fenol (Chakravorty et al., 2016).
Aktivitas metabolisme dari mikroba dalam proses
fermentasi dipengaruhi oleh substrat bergula yang
dijadikan sebagai sumber nutrisi. Menurut
Jayabalan et al. (2014) Gula sukrosa dijadikan
sebagai sumber karbon wutama bagi proses
metabolisme mikroba dalam kombucha. Oleh
karena itu, meningkatnya nilai total fenol seiring
meningkatnya konsentrasi gula yang digunakan
dikaitkan dengan aktivitas metabolisme yang
optimal dari mikroba. Konsentrasi gula 12%
merupakan konsentrasi optimal yang mampu
menyuplai ketersedian sumber nutrisi bagi mikroba
dalam proses metabolisme dalam penelitian ini,
enzim vyang dihasilkan selama metabolisme
mampu secara optimal mendegradasi komponen
fenolik dalam seduhan KBF.
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Aktivitas Antibakteri

Gambar 1 menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri dari setiap perlakuan, yang ditandai
dengan terbentuknya zona bening pada media,
besarnya nilai zona bening pada media
menandakan besarnya nilai zona hambat dari
kombucha KBF terhadap bakteri uji. Hasil
ANOVA menunjukkan kombucha dengan berbagai
perlakuan konsentrasi gula memberikan pengaruh

singnifikan ~ (p<0,05) dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli ATCC 25922.
Perlakuan konsentrasi gula 12% memberikan

dampak penghambatan paling tinggi (14,03 mm)
dibanding perlakuan konsentrasi gula lainnya,
walaupun tidak sebanding dengan kontrol positif.
Zona hambat sebesar 14,03 mm yang terbentuk
dikategorikan dalam kategori zona hambat kuat
menurut Davis & Stout, (1971). Kemampuan
kombucha dalam menghambat pertumbuhan
bakteri diduga adanya pengaruh dari kandungan
fenolik dan asam organik yang terkandung pada
kombucha. Menurut Siswadi et al. (2013), KBF
memiliki kandungan senyawa bioaktif seperti
senyawa fenol, flavonoid dan alkaloid. Komponen
senyawa bioaktif pada KBF tersebut diduga
berkontribusi pada kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri uji. Lalong et al.
(2022b)  dalam  penelitiannya  melaporkan
kombucha KBF vyang difermentasi 14 hari
menunjukkan adanya peningkatan senyawa fenol.
Total fenol yang tinggi dari kombucha dengan

20.00
18.00
16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

Diameter zona hambat (mm)

konsentrasi gula 12% diduga mempengaruhi
besarnya zona hambat yang terbentuk. Menurut
Kaewkod et al. (2019) aktivitas antibakteri
kombucha dipengaruhi oleh berbagai komponen
fenolik, bakteriosin, protein dan enzim. Valiyan et
al. (2021) menambahkan bahwa minuman
kombucha mengandung senyawa fenolik seperti
katekin yang memiliki sifat sebagai antibakteri.
Selain  adanya  komponen  bioaktif,
kandungan senyawa asam organik pada kombucha
juga memiliki efek hambatan pada pertumbuhan
bakteri. Pada Tabel 1, kombucha KBF dengan
konsentrasi gula 12% menunjukkan total asam
yang tinggi. Total asam vyang tinggi
mengindikasikan adanya senyawa asam asetat
yang tinggi pada kombucha yang dihasilkan dari
proses fermentasi. Mekanisme aktivitas antibakteri
dari asam asetat adalah dengan cara melakukan
penetrasi kedalam sel bakteri sehingga menganggu
fungsi membran sel, mendenaturasi enzim dan
mengganggu permeabilitas sel bakteri patogen
(Tan et al, 2020). Valiyan et al. (2021)
menambahkan bahwa asam asetat dari kombucha
mampu  menurunkan pH intraseluler dan
ekstraseluler dari bakteri, sehingga mempercepat
kematian dari bakteri. Kandungan senyawa asam
organik dan fenol dari kombucha KBF yang
difermentasi 14 hari menggunakan gula 12%
berdampak pada potensi menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli ATCC 25922 yang

tinggi.

Perlakuan

Gambar 1. Aktivitas antibakteri kombucha KBF terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC
25922 dengan berbagai konsentrasi gula yang digunakan.
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KESIMPULAN
Kombucha KBF memiliki kemampuan
dalam  menghambat  pertumbuhan  bakteri

Escherichia coli ATCC 25922. Kombucha KBF
yang difermentasi menggunakan konsentrasi gula
12% memiliki karakteristik kimia dan aktivitas
antibakteri terbaik dengan nilai pH (2,91), total
asam tertitrasi (1,19%), total gula (7,33%), total
fenol (420,15 mg/L GAE). Kombucha KBF
dengan penggunaan gula 12% memiliki potensi
kuat sebagai antibakteri dengan membentuk
diameter zona hambat sebesar 14,03 mm.
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