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Pendahuluan

Gastrointestinal infections (GI) merupakan

Abstract: According to same reports, kombucha is a functional beverage that
has the ability to boost immune system function by increasing T cells and
containing antimicrobial substances that guard against microbial illness. The
antibacterial properties of kombucha derived from kecombrang flowers have
not been examined in a any of the numerous studies conducted on the
beverage’s antimicrobial activity. The purpose of this study is to investigate
how the lengt of fermentation effects the kecombrang flower kombucha
antibacterial effectiveness. Fermentation times for the treatments were as
follows (P1) 0 days, (P2) 3 days, (P3) 6 days, and (P4) 9 days. The commensal
pathogenic microorganisms Escherichia coli, Salmonella typhimurium and
Stapylococcus aureus were employed in this study. According to the research
findings, the antibacterial activity of kecombrang flower kombucha was
significantly impacted (P<0,01) by the duration of fermentation. The
maximun antibacterial activity was found in kecombrang flower kombucha
that was fermented for nine days (P4). It had an inhibitory power of 12,0 mm
against Escherichia coli, 11,5 mm against Salmonella typhimurium, and 14,5
mm against Staphylococcus aureus. Kecombrang flower kombucha is known
for its broad spectrum of antibacterial activity, which can suppress the growth
of both gram-positif and gram-negatif pathogenic bateria. Based on these
results, kecombrang flower kombucha has the potential to be an antibacterial
agent and can functions as an alternative approach to functional drinks to
control commensal pathogenic bacteria.

Keywords: Antibacterial, functional drink, kecombrang flower, probiotic.
sebagian besar merupakan bagian dari mikroflora

normal saluran pencernaan dan pada kondisi
tertentu  dapat  bersifat  patogen  serta

masalah kesehatan serius di seluruh dunia yang
menyebabkan terjadinya peradangan di saluran

pencernaan  (gastroenteritis). Gl  dengan
manifestasi klinis berupa diare merupakan
penyakit menular dengan morbiditas dan

mortalitas yang tinggi terutama di negara
berkembang. Bakteri yang umum menyebabkan
gastroenteritis terutama berasal dari famili
Enterobacteriaceae. Enterobacteriaceae adalah
bakteri gram negatif berbentuk basil yang
ditemukan pada usus besar manusia yang
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menyebabkan infeksi. Escherichia coli, Shigella
sp., Salmonella sp., dan Yersina enterocolitica
merupakan beberapa jenis bakteri penyebab
infeksi saluran cerna yang tergolong dalam
famili Enterobacteriaceae. Selain dari famili
Enterobacteriaceae, terdapat juga beberapa
patogen yang dianggap menyebabkan infeksi
saluran cerna  seperti  Vibrio cholerae,
Camphylobacter jejuni, Helicobacter pylori dan
Staphylococcus aureus (Polman et al.,2018).
Pencegahan dan pengobatan infeksi
© 2023 The Author(s). This article is open access
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bakteri biasanya dilakukan dengan pemberian
terapi antibiotik. Namun, terapi antibiotik yang
kurang tepat seringkali menimbulkan terjadinya
resistensi. Kondisi ini menyebabkan beberapa
jenis antibiotik tidak lagi efektif untuk
membunuh mikroba patogen. Pemanfaatan
probiotik sebagai alternatif pilihan terapi
penyakit infeksi pengganti antibiotik sangat
menarik untuk diteliti, mengingat manfaat
kesehatan dari konsumsi probiotik telah banyak
dilaporkan. Mekanisme yang mendasari efek
menguntungkan dari  probiotik  cenderung
multifaktorial (Bermundez et al., 2012).
Mekanisme ini  meliputi produksi agen
antimikroba, modifikasi mikrobiota usus,
berkompetisi dengan mikroba patogen untuk
dapat melekat pada mukosa dan epitel usus serta
memodulasi sistem kekebalan tubuh. Genus
bakteri asam laktat dan asam asetat serta
beberapa yeast merupakan jenis mikroba yang
saat ini paling banyak dimanfaatkan sebagai
probiotik. Kelompok bakteri ini digunakan
dalam berbagai jenis pangan fungsional serta
suplemen makanan (Enan et al., 2013; Ismaiel et
al., 2014; Osman et al., 2016).

Kombucha merupakan salah satu minuman
fungsional yang dibuat dari fermentasi larutan
teh yang ditambahkan kultur simbiosis bakteri
(asam asetat dan asam laktat) dan ragi (SCOBY)
(Bermundez et al., 2012). Beberapa penelitian
melaporkan manfaat konsumsi kombucha,
seperti menstimulasi sistem kekebalan tubuh,
peningkatan fungsi saluran pencernaan (llicic et
al., 2012), pencegahan kanker dan penyakit
kardiovaskuler, pencegahan infeksi mikroba
(Vitas et al., 2013), memiliki sifat hipoglikemik
(Bellassoued et al., 2015) dan antilipidemik
(Bhattacharya et al., 2013). Kombucha juga
dilaporkan memiliki efek imunomodulator yang
dapat meningkatkan proliferasi sel limfosit serta
mencegah infeksi mikroba patogen karena
adanya senyawa antibakteri (Sreeramulu et al.,
2000; Kumar et al., 2016).

Beberapa penelitian telah melaporkan
aktivitas antibakteri sediaan kombucha. Menurut
Bhattacharya et al., (2016), kombucha mampu
menghambat pertumbuhan bakteri patogen
enterik yaitu, Shigella flexneri, Eschericia coli,
Salmonella typhimurium dan Vibrio cholera.
Disisi lain Vorha et al., (2019), melaporkan
bahwa aktivitas antibakteri kombucha teh hitam
meningkat seiring waktu fermentasi dan mampu
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menghambat pertumbuhan bakteri E. coli,
Stapylococcus aureus, Psedomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis dan Serratia marcescen.
Kaewkod et al. (2019), melaporkan hal serupa
bahwa teh kombucha menunjukkan aktivitas
antibakteri terhadap E. coli, S. typhi, V. cholera,
dan S. dysentriae.

Penelitian mengenai aktivitas antibakteri
kombucha telah banyak dilaporkan, namun
belum ada penelitian terkait untuk melihat
potensi aktivitas antibakteri kombucha berbahan
baku bunga kecombrang. Bunga kecombrang
selama ini hanya dimanfaatkan masyarakat
Indonesia sebagai bumbu berbagai masakan,
namun pengembangannya menjadi produk
pangan variatif belum banyak dilakukan. Oleh
karena itu, terdapat kebutuhan mendesak untuk
meneliti sumber probiotik lain yang memiliki
aktivitas antimikroba untuk pengembangan
minuman fungsional. Melihat hal tersebut
tersebut, peneliti tertarik mempelajari potensi
aktivitas  antibakteri kombucha  bunga
kecombrang dengan menentukan aktivitasnya
pada waktu fermentasi terbaik  untuk
menghambat pertumbuhan bakteri patogen
E.coli, S.thypimurium dan S. aureus.

Bahan dan Metode

Metode

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi Teknologi Pangan, Fakultas
Teknologi, ITEKES Bali. Masing-masing
perlakuan dilakukan sebanyak tiga kali ulangan
dengan empat variasi lama waktu fermentasi
yaitu O hari/tanpa fermentasi (P1), 3 hari (P2), 6
hari (P3), dan 9 hari (P4) dengan desain
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Bakteri
patogen yang digunakan adalah bakteri patogen
komensal yaitu; E. coli, S. thypimurium dan S.
aureus. Tahapan penelitian ini meliputi: (1)
pembuatan kombucha bunga kecombrang, (2)
peremajaan isolat bakteri patogen uji, (3) uji
aktivitas antibakteri, (4) analisis aktivitas
antibakteri

Pembuatan kombucha bunga kecombrang
Sebanyak 10% (b/v) gula pasir dan 2,5%
(b/v) simplisa bunga kecombrang dilarutkan
dalam 1 liter air yang sebelumnya sudah didihkan
pada suhu 90°C selama 15 menit. Sedian yang
sudah diseduh disaring kedalam toples steril dan
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dicukupkan volumenya dengan air matang
hingga 1 liter. Seduhan dalam toples didinginkan
sampai suhu 30°C, lalu ditambahkan lembaran
SCOBY 10% (bNv) vyang diperoleh dari
WikiKombucha Bali, kemudian ditutup dengan
kain serbet steril dan diikat. Kombucha di
fermentasi selama waktu perlakuan (O hari, 3
hari, 6 hari, dan 9 hari) dan di panen dengan
memisahkan selulosa yang terbentuk dengan
media fermentasi untuk selanjutnya dilakukan
pengujian (Kallel et al.,2012).

Peremajaan isolat bakteri patogen
Peremajaan isolat bakteri patogen uji yaitu;
E. coli, S. thypimurium dan S. aureus dilakukan
dengan menstranfer biakan dari stok kultur yang
terdapat di  Laboratoroium  Mikrobiologi
Teknologi Pangan ITEKES Bali ke Media
Nutrien Agar (NA) miring baru. Sebelum
digunakan, isolat diinkubasi terlebih dahulu di
inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam.

Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri kombucha bunga
kecombrang menggunakan metode difusi sumur.
Bakteri uji yang telah diremajakan diambil
sebanyak 1-2 ose pada medium NA miring,
kemudian disuspensikan ke dalam larutan NaCl
0,85% steril dan disetarakan densitasnya dengan
standar Mc. Farland 0,5. Langkah selanjutnya
adalah memipet 1 ml suspensi bakteri uji ke
dalam media NA yang masih cair dan
dihomogenkan. Media NA yang telah tercampur
dengan suspensi bakteri uji dituang ke dalam
cawan petri dan dibiarkan hingga mengeras.
Setelah media padat/mengeras, dibuat sumur
dengan menggunakan ujung tip yang telah
dipotong. Sebanyak 50 uL sedian kombucha
sesuai perlakuan, dimasukkan ke dalam sumuran
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Aktivitas antibakteri diamati dengan mengukur
zona hambat yang ditunjukkan oleh area terang
atau bening di sekitar sumur dengan jangka
sorong.

Analisis aktivitas antibakteri

Analisis aktivitas antibakteri dilakukan
dengan mengukur zona hambat yang terbentuk
pada media uji menggunakan jangka sorong.
Hasil pengukuran yang didapat dihitung
menggunakan rumus pada persamaan 1.
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_ (D1-Ds)+(D2-Ds)+(D3-Ds)
3

Z 1)
Keterangan:

Z (Zona Bening), D1 (Diameter Vertikal), D2
(Diameter Horizontal), D3 (Diameter Diagonal)
Ds (Diameter Sumuran) (Nurhayati et al., 2020)

Analisis data

Data dianalisis secara statistik dengan
Analysis of Variance (ANOVA). Apabila hasil
yang diperoleh berbeda nyata pada p < 0,05 maka
analisis dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata
Terkecil) yang bertujuan untuk melihat interaksi
antar perlakuan
Hasil dan Pembahasan
Aktivitas antibakteri kombucha
kecombrang

Pengujian secara in vitro dilakukan untuk
melihat aktivitas antibakteri kombucha bunga
kecombrang dalam menghambat pertumbuhan
bakteri patogen komensal E. coli, S. typhimurium
dan S. aureus. Gambar 1 menunjukkan adanya
zona bening/hambat disekitar sumur difusi yang
menandakan adanya aktivitas antibakteri pada
suluruh bakteri patogen uji dengan aktivitas yang
berbeda-beda. Zona hambat ditunjukkan pada
sedian kombucha bunga kecombrang yang
difermentasi selama 6 hari (P3) dan 9 hari (P4).
Namun, pada sediaan bunga kecombrang yang
tidak difermentasi (PO) dan sedian kombucha
yang hanya difermentasi selama 3 hari (P1) tidak
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri pada
semua bakteri uji yang ditunjukkan dengan tidak
terbentuknya zona bening disekitar sumur difusi
(Gambar 1). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
bunga kecombrang mempunyai efek antibakteri
bila difermentasi menjadi kombucha.

Hasil serupa dilaporkan oleh Kaewkod et
al., (2019), bahwa teh kombucha menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap E. coli, S. typhi, V.
cholera dan S. dysentriae, sedangkan kombucha
yang dinetralkan tidak menunjukkan adanya
aktivitas antimikroba terhadap mikroorganisme
tersebut. Penelitian terbaru melaporkan bahwa
aktivitas antimikroba kombucha terhadap bakteri
patogen sebagaian besar disebabkan oleh nilai
pH yang rendah, terutama disebabkan oleh
adanya senyawa asam organik seperti asam
asetat dan asam laktat (Villareal et al., 2018).

bunga
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Gambar 1. Zona hambat kombucha bunga kecombrang pada bakteri patogen (a) Staphylococcus aureus, (b)
Salmonella typhimurium dan (c) Escherchia coli. Keterangan: P1 (tanpa fermentasi), P2 (fermentasi hari ke 3),
P3 (fermentasi hari ke 6) dan P4 (fermentasi hari ke 9), tanda panah : zona bening/hambat

Tabel 1. Aktivitas antibakteri kombucha bunga kecombrang selama waktu fermentasi

Diameter zona hambat (mm)

Perlakuan

Interpretasi (*)

E. coli S. thypimurium S. aureus
P1 (tanpa fermentasi) 0 0 0 -
P2 (fermentasi hari ke 3) 0 0 0 -
P3 (fermentasi hari ke 6) 5,2+0,62 4,7+0,47 5,3+0,47 lemah
P4 (fermentasi hari ke 9) 12,0 £ 0,82 11,5+0,41 145+0,41 Intermediet

Asam - asam organik yang terbentuk
selama fermentasi merupakan hasil dari konversi
sukrosa oleh bakteri dan yeast yang terdapat
dalam konsorsium kombucha. Akumulasi asam
organik dalam medium fermentasi menyebabkan
pH medium menjadi asam (>4) (Sreeramulu et
al., 2000). Menurut Kaewkod et al., (2019), asam
organik dapat melepaskan proton bebas dan
masuk ke dalam sitoplasma sel bakteri, sehingga
menyebabkan pH  sitoplasma  menurun.
Banyaknya proton intraseluler membuat protein
sel mengalami denaturasi yang berujung pada
kematian sel, akibat sel bakteri kehilangan
banyak energi. Selain itu, asam asetat yang tidak
terdisosiasi dapat merusak struktur lapisan ganda
lipid pada dinding sel bakteri.

Velicanski et al., (2014), menambahkan
bahwa asam asetat dapat menghambat sejumlah
mikroorganisme melalui pengasaman sitoplasma
dan akumulasi anion asam terdisosiasi hingga
tingkat toksik. Aktivitas antibakteri senyawa
hasil fermentasi kombucha juga dapat
diinterpretasikan berdasarkan tekanan osmotik
zat terlarut dalam media hipertonik yang
memfasilitasi difusi senyawa bioaktif dari
membran sel melalui permeabilitas selektif. Sifat
lipofilik dari beberapa zat terlarut memfasilitasi
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pelekatannya pada membran sel bakteri yang
menyebabkan kematian sel (Osman et al., 2020).

Selain asam organik, senyawa fenolik pada
kombucha juga dilaporkan berperan sebagai agen
antimikroba potensial yang mengatur komposisi
mikroba usus untuk mencegah penyakit infeksi
dengan menganggu kestabilan permukaan sel
mikroba dan membran sitoplasma (Verrillo et al.,
2021). Bhattacharya et al., (2016), melaporkan
bahwa senyawa fenolik isoharmnetin dan katekin
pada kombucha teh hitam terbukti sebagai agen
antimikroba utama yang memiliki aktivitas
bakterisida yang kuat terhadap bakteri patogen
enterik yaitu, S. flexneri, E. coli, S. typhimurium
dan V. kolera.

Bakteri uji S.aureus merupakan organisme
yang paling rentan terhadap aktivitas
antimikroba kombucha bunga kecombrang
dibandingkan dengan E.coli dan S.typhimurium
(Tabel 1). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
efek antibakteri kombucha bunga kecombrang
lebih efektif menekan pertumbuhan bakteri gram
positif dibandingkan dengan bakteri gram
negatif. Tan et al., (2020) melaporkan hasil
serupa, dimana kombucha memilki aktivitas
antimikroba paling tinggi terhadap S.aureus yang
tergolong dalam bakteri gram positif. Menurut
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Kohanski et al., (2010), Senyawa antimikroba
menyebabkan kerusakan dinding sel bakteri
gram positif dikarenakan dinding sel bakteri
gram positif tersusun dari peptidogilkan.
Peptidoglikan memiliki permeabilitas tinggi
terhadap suatu senyawa, sehingga senyawa
antimikroba dengan mudah masuk dan
menembus dinding sel bakteri.

Sediaan kombucha yang difermentasi
selama 9 hari (P4) menunjukkan aktivitas
antibakteri yang paling besar dan signifikan
dibandingkan dengan sediaan kombucha yang
lain (Tabel 1). Hal ini diduga disebabkan karena
pada fermentasi hari ke 9, konsorsium bakteri
asam asetat dan bakteri asam laktat berada pada
fase eksponesial sampai menuju fase stationer.
Menurut Ruiz et al, (2010), pada fase
eksponensial hingga awal fase stationer bakteri
umumnya menghasilkan senyawa metabolit
primer seperti asam asetat, asam laktat, etanol,
diasetil, dan Kkarbondioksida yang bersifat
antimikroba.  Selanjutnya, memasuki fase
stationer bakteri akan menghasilkan metabolit
sekunder seperti bakteriosin dan senyawa
hydrogen peroksida yang juga memiliki sifat
antimikroba  yang  dapat = menghambat
pertumbuhan sel bahkan menyebabkan kematian
sel bakteri patogen.

Beberapa penelitian telah membuktikan
aktivitas antimikroba kombucha tidak hanya
disebabkan oleh asam asetat dan senyawa fenolik
tetapi juga disebabkan oleh asam laktat dan
komponen aktif seperti bakteriosin (Alizadeh et
al., 2020; Kadyan et al., 2021). Mekanisme
antimikroba asam laktat yang di produksi oleh
bakteri asam laktat (BAL) dapat mengubah
metabolisme sel bakteri dengan merusak enzim
dan substruktur serta fungsi dinding dan
membran sel, menganggu penyerapan nutrisi
serta menghambat sintesis protein (Gao et al.,
2019). Selain asam laktat, bakteriosin adalah
agen antimikroba yang diproduksi oleh beragam
spesies bakteri termasuk bakteri yang terdapat
pada kombucha. Bakteriosin mampu mengubah
struktur membran dengan cara merusak ion
kalium dan ATP, sehingga menyebabakan
kegagalan sel bakteri untuk menyeimbangkan pH
intraseluler (Simons et al., 2020).

Menurut Harmita dan M Radji (2008),
interpretasi aktivitas antibakteri suatu agensia
digolongkan dalam tiga katagori vyaitu, (1)
katagori lemah memiliki diameter zona bening
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sebesar <11 mm, 2 kataogori
intermediet/sedang memiliki diameter zona
bening berkisar antara 12-21mm, (3) dan
katagori kuat memiliki diameter zona bening
>22 mm. Mengacu pada pengkatagorian tersebut
dapat ditentukan bahwa aktivitas antibakteri
sediaan kombucha bunga kecombrang yang
difermentasi selama 9 hari (P4) termasuk dalam
katagori intermediet/sedang untuk seluruh strain
bakteri uji S. aureus, E.coli dan S. tyhpimurium
dengan zona hambat berturut- turut sebesar 14,5
mm, 12,0 mm dan 11,5 mm. Hasil ini juga
menunjukkan  bahwa  kombucha  bunga
kecombrang memiliki aktivitas antibakteri yang
luas karena mampu menekan pertumbuhan kedua
golongan bakteri tersebut. Hasil ini sejalan
dengan yang dilaporkan oleh Battikh et al.,
(2013), bahwa kombucha teh hitam dan teh hijau
memiliki aktivitas antibakteri yang luas karena
kemampuannya menekan pertumbuhan bakteri
gram positif dan gram negatif.

Aktivitas antibakteri dengan spektrum luas
yang ditunjukkan oleh sediaan kombucha bunga
kecombrang merupakan data penting, mengingat
spesies  bakteri patogen uji merupakan
mikroorganisme enteropatogen paling umum
yang menyebabkan infeksi dan bakteremia.
Pengobatan terhadap infeksi akhir-akhir ini
menjadi  semakin sulit karena munculnya
resistensi  antimikroba.  Berdasarkan hasil
penelitian dapat disimpulkan kombucha bunga
kecombrang memiliki potensi menjadi agensia
antibakteri, sehingga diharapkan dapat dijadikan
salah satu alternatif sebagai minuman fungsional.
Berdasarkan  hasil analysis of variance
(ANOVA) diketahui bahwa waktu fermentasi
berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap
pertumbuhan tiga bakteri pathogen uji E.coli,
S.aureus dan S.typhimurium. Berdasarkan uji
BNT untuk melihat interaksi antarperlakuan
diketahui bahwa tidak ada interkasi antara lama
waktu fermentasi dengan jenis bakteri patogen
uji terhadap zona bening/zona hambat yang
terbentuk.

Kesimpulan

Waktu fermentasi berpengaruh sangat
nyata (P<0,01) terhadap aktivitas antibakteri
kombucha bunga kecombrang. Kombucha bunga
kecombrang yang difermentasi selama 9 hari
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memiliki aktivitas antibakteri paling tinggi
dengan daya hambat sebesar 12,0 mm terhadap
Escherichia coli, 11,5 mm terhadap Salmonella
thypimurium dan 145 mm  terhadap
Staphylococcus aureus. Kombucha bunga
kecombrang memiliki aktivitas antibakteri yang
luas karena dapat menekan pertumbuhan bakteri
patogen gram positif dan negatif. Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa kombucha bunga
kecombrang dapat menjadi agen antibakteri serta
dapat berfungsi sebagai salah satu pendekatan
alternatif minuman fungsional untuk
mengendalikan bakteri patogen komensal.
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