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ABSTRACT 

Keywords:  
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Escherichia coli  

Kombucha is a fermented beverage known for its various health benefits, one of which is 

its antibacterial properties, making it a potential base for soap production. This study aims 

to evaluate the effect of adding Galo-Galo honey on the antibacterial activity of kombucha 

made from pineapple peel and coconut water waste. Fermentation was carried out for 15 

days, and observations were made on pH value, total titratable acidity (TTA), and 

antibacterial activity against Escherichia coli using the disk diffusion method. The study 

was designed using a completely randomized design with three repetitions. The results 

showed that the higher the concentration of Galo-Galo honey added, the more 

significantly the kombucha pH decreased (p < 0.05), with the lowest pH found in the 25% 

honey treatment (3.09 ± 0.02). The highest total titratable acidity was also found in the 

25% honey treatment (1.33 ± 0.11), along with the decrease in pH, indicating an increase 

in organic acid content. The antibacterial activity test showed that kombucha with a higher 

honey concentration had a larger inhibition zone against E. coli, with the largest inhibition 

zone found in the 25% honey treatment (11 ± 1.26 mm). The addition of Galo-Galo honey 

was proven to enhance the chemical properties of kombucha and strengthen its 

antibacterial activity. 
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A. PENDAHULUAN 

 

Salah satu minuman yang melewati proses fermentasi adalah kombucha. Kombucha 

identik dengan minuman fermentasi yang berasal dari teh dan banyak hasil riset telah 

membuktikan keunggulannya untuk kesehatan. Namun, saat ini kombucha dapat dihasilkan 

tidak hanya berbahan dasar teh, namun juga bahan alam lainnya seperti buah-buahan ataupun 
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bagian lain dari tumbuhan yang diketahui memiliki kandungan gizi yang bermanfaat. 

Kombucha adalah minuman fermentasi dengan bantuan beberapa jenis kultur bakteri dan yeast 

yang bersifat simbiosis atau yang sering dikenal dengan istilah SCOBY (Symbiotic Culture of 

Bacteria and Yeast). Terdapat beberapa komponen bioaktif yang terkandung di dalam 

kombucha, di antaranya adalah asam organik dan asam amino, berbagai jenis vitamin, 

probiotik, polifenol, gula dan antioksidan (Selvaraj & Gurumurthy, 2023). Komposisi dan 

suksesi mikrobiota yang terlibat dalam fermentasi kombucha dipengaruhi oleh beberapa faktor 

seperti lingkungan, bejana yang digunakan, parameter fermentasi, dan bahan-bahan utama 

yang digunakan. Meskipun demikian, faktor pendorong utama tetaplah komposisi SCOBY. 

Beberapa hasil penelitian mengungkapkan bahwa kultur mikroba pada kombucha memiliki 

keragaman yang lebih tinggi dibandingkan dengan makanan fermentasi lainnya dengan lima 

filum bakteri yang melimpah yakni Actinobacteria, Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus, 

Firmicutes dan Proteobacteria dengan variasi sesuai dengan asal geografis sampel (Lavefve et 

al., 2019).  

Proses fermentasi kombucha menghasilkan berbagai senyawa bioaktif yang berpotensi 

sebagai antimikroba, sehingga menjadikannya sebagai kandidat yang menjanjikan dalam 

eksplorasi sumber aleternatif agen antimikroba alami. Berbagai penelitian telah membuktikan 

aktivitas antimikroba kombucha pada spektrum bakteri dan jamur yang luas. Hal ini dikaitkan 

dengan aktivitas sinergis dari spesies mikroba dalam mikrobiota kombucha yang menghasilkan 

asam asetat dan berbagai polifenol (Nyiew et al., 2022). Selain berbahan dasar teh, kombucha 

telah banyak dihasilkan dari sumber bahan alam lainnya. Sinom atau daun asam jawa yang 

dijadikan sebagai bahan utama kombucha telah terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri E.coli dan S.aureus (Zubaidah et al., 2024).  

Bahan alam lainnya yang juga sudah diteliti sebagai bahan dasar kombucha adalah kulit 

batang faloak yang juga memiliki aktivitas antibakteri E.coli. Indonesia memiliki kelimpahan 

bahan alam yang dapat dijadikan sebagai bahan dasar pembuatan kombucha, salah satunya 

limbah kulit nanas dan air kelapa. Nanas menjadi salah satu buah tropis yang banyak tumbuh 

dan dibiakkan di Indonesia. Berdasarkan laporan dari Badan Pusat Statistik (BPS), produksi 

nanas di Indonesia terus mengalami peningkatan dari tahun ke tahun. Selain itu, Indonesia 

menjadi negara keempat dengan produksi nanas terbesar di dunia. Sejauh ini, pemanfaatan 

limbah kulit nanas masih belum banyak digunakan. Kulit nanas diketahui mengandung 87,80% 

air; 8,60% gula; dan 1,35 gula pereduksi; 10,54% karbohidrat. Selain itu, kulit nanas juga 

mengandung senyawa fitokimia lainnya seperti alkaloid, fenol, tanin, flavonoid dan saponin. 

Beberapa penelitian lain telah meneliti mengenai pemanfaatan kulit nanas untuk bahan 

tambahan dalam kombucha (Budiandari et al., 2023) (Phung et al., 2023).   

Pemanfaatan limbah bermanfaat lainnya sebagai bahan dasar pembuatan kombucha 

adalah air kelapa. Beberapa provinsi di Indonesia diketahui merupakan produsen kelapa 

terbesar di Indonesia, diantaranya adalah Riau, Sulawesi Utara dan Tengah, Jawa Timur, Barat, 

dan tengah, Maluku dan Sumatera. Produksi kelapa terus meningkat dari tahun 2017 hingga 

tahun 2021. Air kelapa sering menjadi limbah yang belum dimanfaatkan secara maksimal. 

Beberapa penelitian juga sudah menggunakan air kelapa sebagai bahan pembuatan kombucha 

(Watawana et al., 2016). Banyak komponen penting dan bermanfaat yang terkandung di dalam 

air kelapa, seperti berbagai jenis mineral, asam amino (BCAA, arginin), vitamin (B1, B6, C), 

asam lemak jenuh dan tak jenuh, serta antioksidan fenol (Azra et al., 2023). Air kelapa juga 
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mengandung gula sekitar 3,9-4,6 g/100g (Appaiah et al., 2015), potasium (321,60mg/100mL), 

ion sodium (33,17/100 mL) dan 0,18% protein (Alva, 2022). Kandungan kaya nutrisi yang 

terdapat di dalam air kelapa dapat dipertimbangkan sebagai media untuk mendukung 

pertumbuhan kelompok mikroba yang terdapat di dalam kombucha. Kombinasi air kelapa dan 

gula kelapa menghasilkan kualitas yang optimal termasuk produksi asam laktat dan jumlah 

vitamin C (Sipahutar et al., 2024).  

Guna lebih mendukung pertumbuhan mikroba yang berperan penting dalam proses 

fermentasi kombucha, dapat ditambahkan dengan sumber gula. Salah satu sumber gula yang 

dapat digunakan adalah madu Galo-Galo. Madu termasuk ke dalam substansi alam yang 

mengandung lebih dari 200 senyawa aktif, diantaranya adalah 38% fruktosa, 31% glukosa, 

10% gula lainnya, 18% air dan senyawa lainnya sebanyak 3%. Madu Galo-Galo dihasilkan dari 

lebah tanpa sengat yang terdapat di Sumatera Barat disebut dengan Galo-Galo yang dapat 

memproduksi madu dengan kualitas yang baik. Salah satu kelebihan yang dimiliki oleh madu 

Galo-Galo adalah kandungan antimikroba yang tinggi (Melia et al., 2022). Dengan demikian, 

dalam penelitian ini dengan memanfaatkan limbah kulit nanas dan air kelapa sebagai bahan 

utama pembuatan kombucha. limbah kulit nanas dan air kelapa dapat menjadi subtrat yang 

menyediakan berbagai nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroba yang berperan dalam fermentasi 

kombucha. Selain itu, juga dilakukan penambahan madu Galo-Galo dengan berbagai 

kosentrasi untuk mendapatkan formulasi terbaik dalam menghambat pertumbuhan bakteri 

patogen Escherichia coli. Formulasi terbaik dari hasil penelitian ini menjadi bahan dasar untuk 

pembuatan sabun yang mampu mengurangi jumlah bakteri patogen E. Coli. 

 

B. METODE PENELITIAN 

 

Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi & Bioteknologi Pangan dan Hasil 

Pertanian, Universitas Andalas pada bulan Juli-September 2024.  

 

Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah botol kaca berikuran 250 ml sebagai 

fermentor kombucha, pH meter, autoclave, petridish, erlenmeyer, tabung reaksi, hotplate dan 

termometer. Bahan yang digunakan adalah kulit buah nanas, air kelapa dengan tingkat 

kematangan sedang, madu Galo-Galo yang dikembangbiakkan di Kota Padang, Sumatera 

Barat, akuades steril, larutan buffer standar pH 7 (teknis), indikator fenolftalein (teknis), NaOH 

0,1 N (teknis), larutan NaCl fisiologis (teknis), media Mueller Hinton Agar (MHA), alkohol 

70% dan starter kombuch yang berasal dari hasil biakan di laboratorium mikrobiologi 

Departemen Teknologi Pangan dan Hasil Pertanian Universitas Andalas.  

 

Tahapan Penelitian 

Pembuatan Kombucha Air Kelapa Dan Kulit Nanas Dengan Penambahan Madu Galo-Galo 

Perbandingan antara kulit nanas dan air kelapa yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah 1:2. Campuran ini dihaluskan dan disaring untuk mendapatkan sarinya. Bahan 

selanjutnya dipanaskan dengan suhu 90-1000C selama 15 menit. Larutan dimasukkan ke dalam 
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masing-masing botol steril dan dibiarkan hingga suhu mencapai suhu ruang. Selanjutnya 

ditambahkan sebanyak 10% starter kombucha dan madu Galo-Galo sesuai dengan konsentrasi 

yang telah ditetapkan yakni 5%, 10%, 15%, 20% dan 25%. Larutan diaduk rata dan ditutup 

dengan kain kasa steril untuk difermentasi selama 15 hari.  

 

Analisis Jumlah Total Asam Tertitrasi  

Sebanyak 1 ml sampel dimasukkan ke dalam gelas piala yang berukuran 250 ml dan 

ditambahkan 150 ml akuades hingga bahan uji larut dengan rata. Tahapan selanjutnya adalah 

memindahkan larutan ke dalam labu ukur 250 ml dan cukupkan volume larutan sampai dengan 

tanda tera dengan menggunakan akuades. Larutan disaring, selanjutnya 10 ml filtrat di pipet 

dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 50 ml. 2-3 tetes indikator PP ditambahkan dan dititrasi 

menggunakan NaOH 0,1 N hingga terbentuk warna merah muda. Rumus yang digunakan 

dalam perhitungan persentase total asam adalah sebagai berikut: 

 

% total asam =
𝑣𝑜𝑙 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝑁 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝐹𝑝 𝑥 𝐵𝑀

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑢𝑗𝑖 𝑥 𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑠𝑖 𝑎𝑠𝑎𝑚 
𝑥 100% 

 

Pengukuran Nilai pH  

Alat yang digunakan dalam pengukuran nilai pH adalah pH meter. Sebelum digunakan, 

alat dikalibrasi terlebih dahulu menggunakan larutan buffer standar pH 7. Elektroda kemudian 

dicuci dengan air suling dan dikeringkan. Proses pengukuran pH dengan mencelupkan 

elektroda ke dalam media. Angka yang muncul pada pH meter menunjukkan nilai pH dari 

media.  

 

Pengujian Antibakteri Menggunakan Metode Difusi Cakram 

Metode yang digunakan dalam pengujian antibakteri adalah difusi cakram. Kertas 

cakram direndam ke dalam sampel kombucha selama 25 menit dan diletakkan di tengan media 

agar Mueller Hinton Agar (MHA) yang telah diinokulasikan bakteri E. coli. Tahapan 

selanjutnya adalah inkubasi media kultur selama 24 jam pada suhu 370C. Pengukuran zona 

bening dilakukan menggunakan jangka sorong dengan mengukur diameter vertikal dan 

horizontal. 

 

Analisis Data 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan perlakuan 

perbedaan tongkat konsentrasi madu Galo-Galo yaitu 5%, 10%, 15%, 20% dan 25%. Pengujian 

dilakukan dengan mengamati zona hambat/bening pada kultur bakteri Escherichia coli. Data 

yang didapatkan dianalisis dengan menggunakan software SPSS statistics 27 

 

C. HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Dalam penelitian ini terdapat lima jenis perlakuan yakni berbagai jenis konsentrasi madu 

Galo-Galo yang ditambahkan ke dalam formulasi kombucha. Perbandingan limbah kulit nanas 

dan air kelapa yang digunakan adalah 1:2. Dalam 150 ml larutan kombucha, ditambahkan 

sebanyak 10% starter dan madu Galo-Galo sesuai dengan persentase yang telah ditentukan 

yakni 5%, 10%, 15%, 20% dan 25%. Pemilihan konsentrasi madu dengan merujuk pada 
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penelitian-penelitian yang sudah dilakukan oleh peneliti lainnya (Rezaldi et al., 2022). Proses 

fermentasi dilakukan selama 15 hari. Pengamatan dilakukan terhadap zona hambat/bening 

kombucha terhadap bakteri E.coli, nilai pH dan nilai Total Asam Tertitrasi (TAT).  

 

Nilai Uji pH Kombucha  

pH merupakan salah satu parameter lingkungan yang mendukung dan mempengaruhi 

pertumbuhan konsorsium mikroba selama proses fermentasi kombucha. Selama proses 

fermentasi akan terbentuk beberapa jenis asam diantaranya adalah asam asetat dan glukonik, 

sehingga pH akan semakin turun (Hur et al., 2014). pH yang rendah selama proses fermentasi 

menjadi faktor yang dapat menyeleksi beberapa jenis mikroba patogen yang tidak tahan asam. 

Pada umumnya, khamir yang terlibat dalam fermentasi kombucha memiliki toleransi asam 

yang tinggi, begitu juga dengan berbagai jenis bakteri yang berperan dalam fermentasi 

kombucha. 

 

Tabel 1. Nilai rerata pH setelah 15 hari fermentasi dengan 3 kali pengulangan 

Perlakuan konsentrasi madu Galo-Galo Nilai pH ± SD 

                        A (5%) 3,49 ± 0,05 d 

B (10%) 3,36 ± 0,02 c 

C (15%) 3,17 ± 0,02 b 

D (20%) 3,16 ± 0,01 b 

E (25%) 3,09 ± 0,02 a 

Keterangan: Data yang ditampilkan merupakan nilai rata-rata dari masing-masing ulangan di setiap perlakuan ± 

standar deviasi. Huruf yang berbeda menunjukkan beda nyata pada taraf 5% (p < 0,05). 

 
Gambar 1. Grafik nilai pH untuk masing-masing perlakuan 

 

Tabel 1 dan Gambar 1 menunjukkan nilai rerata pH dari masing-masing perlakuan. pH 

terendah terdapat pada perlakuan E yakni dengan penambahan madu Galo-Galo sebanyak 25%, 

sedangkan pH tertinggi diperoleh pada perlakuan 5%. Secara umum dapat disimpulkan bahwa 

semakin banyak konsentrasi madu yang ditambahkan, semakin kecil nilai pH. Hal ini 

disebabkan oleh pH madu Galo-Galo yang juga rendah atau cenderung asam yakni 3,69. Hasil 

ini sejalan dengan penelitian lainnya yakni penambahan madu Galo-Galo menurunkan pH 

kombucha rosella. Nilai rerata pH untuk semua perlakuan masih tergolong pH optimum dan 

aman dikonsumsi. Penelitian lain menunjukkan pH terbaik yakni 3,81 dihasilkan dari 0,6% 

daun asam jawa yang difermentasi selama 7 hari (Zubaidah et al., 2024), nilai pH 4,78 dari 

kombucha daun Mutingia calabura (Herwin et al., 2022). Beberapa faktor eksternal dan 
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internal dapat mempengaruhi nilai pH kombucha, diantaranya adalah lama fermentasi, jenis 

teh atau substrat yang digunakan, dan komposisi dari kultur bakteri yang yeast.  

 

Nilai Total Asam Tertitrasi 

Pengukuran nilai Total Asam Tertitrasi (TAT) bertujuan untuk mengukur jumlah seluruh 

asam yang terdapat di dalam bahan pangan. Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi total 

kandungan asam di dalam kombucha. Umumnya, kombucha mengandung berbagai jenis asam 

organik yang didominasi oleh asam asetat. Sejalan dengan waktu dan tahapan fermentasi, 

beberapa jenis asam tersier seperti asam glukuronat dan asam D-sakarat-1,4-lakton (DSL) juga 

berubah signifikan. Pada tahap awal fermentasi terjadi produksi asam asetat dan asam organik 

lainnya. Pada tahap fermentasi tersier terjadi peningkatan kadar asam tertentu. Lamanya waktu 

fermentasi berkorelasi dengan peningkatan total asam yang dapat dititrasi yang artinya semakin 

lama kombucha di fermentasi, semakin besar jumlah asam yang didapat.  

 

Tabel 2. Nilai rerata TAT setelah 15 hari fermentasi dengan 3 kali pengulangan 

Perlakuan konsentrasi madu Galo-Galo Nilai TAT ± SD 

A (5%) 0,63 ± 0,04 a 

B (10%) 1,11 ± 0,04 b  

C (15%) 1,13 ± 0,07 b 

D (20%) 1,07 ± 0,09 b 

E (25%) 1,33 ± 0,11 c 

Keterangan: Data yang ditampilkan merupakan nilai rata-rata dari masing-masing ulangan di setiap perlakuan ± 

standar deviasi. Huruf yang berbeda menunjukkan beda nyata pada taraf 5% (p < 0,05). 

 

 
Gambar 2. Nilai total asam tertitrasi pada masing-masing perlakuan 

Tabel 2 dan Gambar 2 menampilkan nilai rerata dari total asam pada masing-masing 

perlakuan. Sejalan dengan nilai retata pada pH, nilai TAT tertinggi terdapat pada perlakuan E 

yakni dengan penambahan 25% madu Galo-Galo. Semakin rendah nilai pH, artinya semakin 

banyak jumlah asam yang terkandung di dalam kombucha. Total asam terendah terdapat pada 

perlakuan dengan penambahan madu sebanyak 5%. Untuk perlakuan 10%, 15% dan 20% 

penambahan madu Galo-Galo, tidak terdapat perbedaan nyata secara statistik pada nilai TAT.  

 

Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Kombucha Terhadap Bakteri Escherichia coli 

Pengujian aktivitas antibakteri kombucha kulit nanas dan air kelapa dengan penambahan 

madu Galo-Galo dinilai dengan menggunakan metode difusi cakram dan mengukur zona 

bening/hambat yang terbentuk pada masing-masing perlakuan. 

 

0

0,5

1

1,5

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

Nilai TAT



 Wati, dkk.  Biofaal Journal, vol 5(2), pp. 107-115, Desember 2024 

 113 

Tabel 3. Nilai rerata zona hambat  pada bakteri E.coli  setelah 15 hari fermentasi dengan 3   

   kali pengulangan 
Perlakuan konsentrasi madu Galo-Galo Nilai zona hambat E.coli ± SD 

A (5%) 3,32 ± 1,72 a 

B (10%) 6,73 ± 0,62 b  

C (15%) 8,89 ± 0,56 c 

D (20%) 10,76 ± 1,31 c 

E (25%) 11 ± 1,26 c 

Keterangan: Data yang ditampilkan merupakan nilai rata-rata dari masing-masing ulangan di setiap perlakuan ± 

standar deviasi. Huruf yang berbeda menunjukkan beda nyata pada taraf 5% (p < 0,05). 

 

Berdasarkan hasil diamater zona hambat kombucha dengan masing-masing perlakuan 

terhadap bakteri E.coli yang tampak pada Tabel 3, semakin tinggi konsentrasi madu yang 

diberikan, semakin besar zona hambat yang terbentuk. Namun secara statistik, perlakuan 15%, 

20% dan 25% tidak menunjukkan perbedaan nyata secara statistik. Penambahan madu tidak 

hanya meningkatkan cita rasa kombucha namun juga memberikan efek antibakteri. Beberapa 

penelitian menunjukkan bahwa kombucha yang difermentasi dengan penambahan madu 

menunjukkan aktivitas antibakteri yang kuat terhadap bakteri gram positif maupun bakteri 

gram negatif. Kombucha dengan penambahan madu nanas memberikan efek positif dalam 

melawan bakteri patogen Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, dan Escherichia 

coli (Prabawardani et al., 2023). Salah satu faktor yang menyebabkan aktivitas antibakteri 

adalah karena adanya metabolit sekunder dalam madu dan proses fermentasi yang 

meningkatkan senyawa bioaktif kombucha (Rezaldi et al., 2022). Selain itu, proses fermentasi 

mengubah sifat fisik dan kimia kombucha, menurunkan pH, meningkatkan keasaman, sehingga 

memberikan efek antibakteri (Elfirta et al., 2023). Kulit nanas juga mengandung berbagai 

komponen bioaktif seperti flavonoid dan saponin yang berperan dalam antimikroba (Purwati 

& Raharjeng, 2023). Hal yang sama juga dijumpai pada air kelapa yang kaya akan komposisi 

fitokimia seperti flavonoid, tanin dan fenol yang cukup efektif dalam melawan bakteri patogen 

seperti E. coli (Suryani et al., 2023). 

 

D. KESIMPULAN 

 

Berdasarkan hasil dan pembahasan, maka dapat disimpulkan bahwa penambahan madu Galo-

Galo pada kombucha berbasis limbah kulit nanas dan air kelapa memengaruhi berbagai 

parameter fisik, kimia dan aktivitas antibakteri. Berikut kesimpulan yang dapat diambil yaitu 

pemanfaatan limbah kulit nanas dan air kelapa dengan penambahan konsentrasi madu Galo-

Galo memiliki aktivitas antimikroba terhadap bakteri Escherichia coli, sehingga berpotensi 

dijadikan sebagai bahan dasar pembuatan sabun. Semakin tinggi konsentrasi madu yang 

ditambahkan, semakin besar total asam yang dapat dititrasi. TAT tertinggi ditemukan pada 

perlakuan dengan 25% madu (1,33 ± 0,11), sedangkan TAT terendah pada perlakuan dengan 

5% madu (0,63 ± 0,04). Penambahan madu meningkatkan kandungan asam organik dalam 

kombucha, terutama asam asetat. Kombucha menunjukkan aktivitas antibakteri yang 

signifikan terhadap Escherichia coli. Kombucha dengan madu Galo-Galo menunjukkan 

peningkatan keasaman, metabolit bioaktif, dan kemampuan antibakteri. Kombinasi fermentasi 

dan penambahan madu berkontribusi pada pengembangan produk kombucha dengan potensi 

manfaat kesehatan, khususnya dalam melawan bakteri patogen seperti E. Coli 
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