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ABSTRAK
Pendahuluan: Kombucha daun sirsak merupakan minuman tradisional hasil fermentasi rebusan daun sirsak dengan
bakteri asam asetat Acetobacter xylinum dan khamir Saccharomyces sp. sehingga menghasilkan rasa yang khas serta
memilki efek antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama fermentasi kombucha daun sirsak
terhadap pH dan daya hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
Metode: Lama fermentasi yang digunakan dalam pembuatan kombucha daun sirsak adalah 7 hari, 14 hari dan 21 hari.
Uji pH dilakukan dengan pH meter elektrik dan Uji Zona Hambat (Zone of Inhibition, ZOl) menggunakan metode
sumuran dengan konsentrasi 100% pada tiap perlakuan lama fermentasi terhadap bakteri Escherichia coli. Data
pengukuran pH dan ZOI pada perbedaan lama fermentasi di analisa menggunakan One Way Anova yang dilanjutkan
dengan LSD dengan nilai p<0,05.
Hasil: pH kombucha daun sirsak dgn lama fermentasi 7 hari,14 hari dan 21 hari didapatkan 4,16+0,04; 3,17+0,03;
2,41+0,01. Semakin lama proses fermentasi terdapat kecenderungan penurunan pH. ZOIl kombucha daun sirsak dengan
lama fermentasi 7 hari,14 hari dan 21 hari didapatkan 14,1+1,92; 10,7+0,57; 9,5+0,56 dalam satuan mm. Semakin lama
proses fermentasi terdapat kecenderungan penurunan potensi antibakteri dibandingkan kontrol. Potensi antibakteri
Escherichia coli pada kombucha dengan lama fermentasi 7 hari tidak berbeda signifikan dengan amoksisilin dosis10
mg/ml dan termasuk dalam kategori kuat.
Kesimpulan: Kombucha dengan lama fermentasi 7 hari merupakan waktu yang paling baik untuk menghasilkan pH 4.16
dan potensi antibakteri Escherichia coli dengan kategori kuat.
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ABSTRACT
Introduction: Soursop leaf kombucha is a traditional drink fermented soursop leaf stew with acetic acid bacteria
Acetobacter xylinum and yeast Saccharomyces sp. This results in a distinctive taste and antibacterial effect. This study
aims to determine the effect of soursop leaf kombucha fermentation time on pH and growth inhibition of Escherichia coli
bacteria.
Methods: The fermentation time used in making soursop leaf kombucha was 7 days, 14 days and 21 days. The pH test
was carried out with an electric pH meter and the Zone of Inhibition (ZOl) test using the well method with a concentration
of 100% in each treatment for the duration of fermentation against Escherichia coli bacteria. The pH and ZOl
measurement data on the difference in fermentation time were analyzed using One Way Anova followed by LSD with
p<0.05.
Results: Soursop leaf kombucha pH with fermentation time of 7 days, 14 days and 21 days was 4,16+0,04; 3,17+0,03;
2,41+0,01. The longer the fermentation process there is a tendency to decrease the pH. ZOI of soursop leaf kombucha
with fermentation time of 7 days, 14 days and 21 days obtained 14,1+1,92; 10,7+0,57; 9,5+0,56 in mm. The longer the
fermentation process, there was a tendency to decrease the antibacterial potential compared to the control. The
antibacterial potential of Escherichia coli in kombucha with a fermentation time of 7 days was not significantly different
from that of amoxicillin at a dose of 10 mg/ml and was included in the strong category.
Conclusion: Kombucha with 7 days of fermentation is the best time to produce a pH of 4.16 and the antibacterial potential
of Escherichia coli with a strong category.
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PENDAHULUAN

Kombucha merupakan produk minuman
tradisional hasil fermentasi larutan teh yang
ditambahkan gula dan SCOBY (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeast) yang memiliki cita rasa dan aroma
yang khas!. Kombucha memiliki manfaat sebagai
antioksidan, antibakteri, memperbaiki mikroflora usus,
dan  meningkatkan sistem imun?.  Kombucha
mengandung probiotik, asam-asam organik dan
senyawa fenolik®. Manfaat mengonsumsi probiotik
adalah mampu meningkatkan pertahanan imnunitas non
spesifik*. Studi oleh Marsh (2014) menunjukkan bahwa
probiotik yang dominan ditemukan dalam kombucha
tergolong  Lactobacillus®.  Lactobacillus  dapat
meningkatkan produksi makrofag dan mengaktifkan
fagosit untuk menurunkan agen-agen toksik yang masuk
ke dalam tubuh®, Bakteri asam laktat akan memproduksi
bakteriosin yang memiliki kemampuan bakterisidal’.

Kombucha dapat dihasilkan dari herbal yang
memiliki kandungan fenol tinggi. Daun sirsak
merupakan salah satu herbal yang memiliki kandungan
fenol tinggi seperti senyawa steroid/terpenoid,
flavonoid, alkaloid, dan tanin, sehingga dapat
dimanfaatkan sebagai bahan dasar pembuatan
kombucha®. Senyawa fenol memiliki potensi sebagai
antibakteri yang bekerja menghambat sintesis dinding
sel pada membran sel, enzim, dan metabolisme yang
terdapat pada sel®. Daun sirsak jika difermentasikan
dengan kultur kombucha akan meningkatkan efek
antibakteri®.

Kombucha daun sirsak merupakan minuman
tradisional rebusan daun sirsak yang ditambahkan gula
dan difermentasikan dengan bakteri asam asetat
Acetobacter xylinum dan khamir Saccharomyces sp2.
Bakteri dan khamir saling bekerja sama untuk
membentuk asam dan etanol dari perombakan gula®.
Bakteri dan khamir yang terdapat pada kombucha
menggunakan substrat untuk aktivitas metabolik.
Khamir menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan
fruktosa melalui invertase dan menghasilkan etanol.
Bakteri asam asetat menggunakan glukosa dalam
menghasilkan asam glukonat dan etanol untuk
memproduksi  asam  asetat’. Kumar  (2016)
menyebutkan bahwa akumulasi zat asam selama proses
fermentasi akan membuat pH larutan semakin asam
yang mempengaruhi aktivitas antibakteri*,

Pertumbuhan  probiotik pada kombucha
dipengaruhi oleh lama fermentasi dalam menghasilkan
asam organik, bakteriosin, dan meningkatkan senyawa
fenolik!3!4, Menurut Simanjuntak (2011), perlakuan
lama fermentasi 7 hari menghasilkan total asam dan
senyawa fenolik paling tinggi'>. Peningkatan kadar
senyawa fenolik dan asam organik mempengaruhi
aktivitas antibakteri kombucha daun sirsak'?®, Menurut
Yanti (2020), kombucha daun sirsak dengan lama
fermentasi 12 hari berpotensi sebagai antibakteri dengan
diameter daya hambat 16,28 mm terhadap bakteri
Escherichia coli2. Sedangkan menurut Susilowati
(2013) penelitan lama fermentasi 7 dan 14 hari pada teh

kombucha menimbulkan adanya perubahan pH dan total
asam?’.

Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan
uji aktivitas kombucha daun sirsak terhadap bakteri
Escherichia coli menggunakan metode uji difusi
sumuran dengan konsentrasi 100% selama 7, 14, dan 21
hari yang dibandingkan dengan kontrol antiobiotik dan
rebusan daun sirsak, serta pengaruh lama fermentasi
kombucha daun sirsak terhadap perubahan nilai pH.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu, dan Tempat Penelitian

Penelitian eksperimental laboratorium dengan
menggunakan desain penelitian in vitro. Rancangan
penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh
lama fermentasi kombucha daun sirsak (Anonna
muricata L.) terhadap Escherichia coli dengan melihat
Zone of Inhibition (ZOI). Penelitian ini dilakukan pada
bulan Juni — Agustus 2021 di Laboratorium Terpadu FK
UNISMA dan Laboratorium FK UMM.

Pembuatan Serbuk Daun Sirsak

Daun sirsak diambil pada urutan ke 3 sampai 5
dari pangkal batang. Daun dicuci dan ditiriskan selama
12 jam. Daun selanjutnya dirajang menjadi ukuran yang
lebih kecil dan di oven pada suhu 50°C selama 3 jam?é.
Daun yang telah kering diblender hingga terbentuk
serbuk. Tahapan selanjutnya serbuk daun sirsak
dimasukkan kedalam kantung teh. Setiap kantong diisi
sebanyak 8 gram serbuk daun sirsak®®.

Pembuatan Kombucha Daun Sirsak

Tahapan pembuatan kombucha daun sirsak
diawali dengan penyediaan rebusan serbuk daun sirsak.
Air sebanyak 500 ml direbus hingga mencapai suhu 100
°C. Selanjutnya kantung teh yang telah terisi daun sirsak
dimasukkan dan direbus selama 15 menit. Air rebusan
kemudian ditambahkan gula sebanyak 10% (b/v) dan
dilakukan pengadukan. Larutan daun sirsak dimasukkan
ke dalam bioreactor (stoples kaca/jar) steril ditutup rapat
dan didinginkan hingga suhu *+ 25°C, selanjtunya
ditambahkan dengan starter kombucha SCOBY
sebanyak 10% (v/v). Jar ditutup dengan serbet kertas
dan diikat menggunakan karet, untuk menghindari
adanya kontaminasi dari debu, kotoran, dan partikel
yang tidak diinginkan. Jar diletakkan pada ruangan yang
gelap dan dalam suhu ruang *+ 25°C selama 21 hari®°.
Pengambilan sampel untuk Analisa dilakukan pada hari
ke-7, 14, dan 21.

Pengukuran pH Kombucha Daun Sirsak
Pengukuran pH dilakukan dengan
menggunakan pH meter elektrik. Alat ukur pH meter
dikalibrasi sebelum dan sesudah pengukuran. Masing -
masing larutan kombucha diambil 25 ml dan
dimasukkan kedalam beaker glass. Ujung elektroda
dicelupkan ke dalam sampel cairan kombucha sampai



skalanya konstan?!. Nilai hasil pengukuran dicatat dan
dilakukan pengulangan pengukuran pH 3 kali.

Pembuatan Media Mueller Hinton

Pembuatan media MH ini  dengan
menambahkan komponen 38 gram kedalam 1 liter
akuades. Kemudian diaduk dan didihkan selama 1 menit
hingga semua komponen benar-benar larut. Larutan
media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit. Media MHA dituang kedalam cawan
petri sebagai media dasar. Pencadang steril dengan
diameter 6 mm, diletakkan di atas media dasar yang
telah memadat?2%23,

Pembuatan Larutan Amoksisilin

Pada pengujian ini digunakan kontrol positif
yaitu amoksisilin 10 mg/mL dimasukan ke dalam
sumuran sebanyak 40 pL. Tablet amoksisilin 500 mg
digerus dan dilarutkan dalam 5 ml aquadest steril
sehingga didapat konsentrasi 100 mg/ml. Dari larutan
100 mg/ml diambil 1 ml kemudian ditambahkan
aquadest steril hingga 10 ml sehingga didapatkan
konsentrasi larutan 10 mg/ml?.

Cara Inokulasi Bakteri

Bakteri uji disiapkan dalam bentuk suspense
dalam larutan NaCL 0,85%. Pembuatan bakteri uji
dilakukan dengan cara bakteri uji ditumbuhkan pada
MHA miring berumur 24 jam diambil sebanyak 1-2
jarum inokulasi (ose) dan disuspensikan ke dalam
larutan NaCL 0,85% steril dan disetrakan densitasnya
dengan standard Mc.Farland 0,5%223,

Pengukuran ZOI (Zone of Inhibtion)

Suspensi bakteri uji dimasukkan sebanyak 1 ml
ke dalam tabung reaksi media MHA semi padat yang
masih cair dan dihomogenkan, selanjutnya dituang ke
dalam cawan petri yang telah diletakkan pencadang.
Setelah media semi padat memadat, pencadang dilepas
sehingga terbentuk sumuran. Kombucha daun sirsak
dimasukkan ke dalam sumuran sebanyak 50 pl.
Pengujian ini menggukan metode difusi agar sumuran.
Sumuran (A) ditambahakan kontrol positif Amoksisilin,
sumuran (B) ditambahkan kontrol negatif rebusan daun
sirsak, dan sumuran (C) ditambahkan larutan kombucha
daun sirsak dengan perbedaan lama fermentasi 7, 14,
dan 21 hari. Media uji selanjutnya disimpan di kulkas
selama 30 menit untuk memberikan kesempatan
kombucha sebagai agensia antibakteri berdifusi ke
media. Setelah itu, media uji diinkubasi pada suhu 37 C
selama 24 jam? Pengujian dilakukan 6 Kkali
pengulangan, pengukuran zona hambat menggunakan
aplikasi image J dengan satuan mikrometer.

Analisa Data Statistik

Analisa hasil ZOl menggunakan SPSS versi
25. Data ditampilkan dalam nilai rata-rata + SD. Data
pengukuran pH dan ZOl pada perbedaan lama
fermentasi di analisa menggunakan One Way Anova
yang dilanjutkan dengan LSD dengan nilai p<0,05.

HASIL DAN ANALISA DATA
Hasil Pengukuran pH Kombucha Daun Sirsak

Tabel 1 Hasil Pengukuran pH Kombucha Daun Sirsak

Lama Sampel X+SD
Fermentasi

0 hari Rebusan (Kontrol)  5,15+0,052

7 hari Kombucha 1 4,16+0,04°

14 hari Kombucha 2 3,17+0,03¢

21 hari Kombucha 3 2,410,014

Keterangan: Tabel 1 menunjukkan hasil pengukuran pH
kombucha daun sirsak dengan perbedaan lama fermentasi.
Analisa statistik menggunakan uji one way ANOVA dengan
tingkat signifikansi p<0,05. Tanda (huruf) menandakan
adanya perbedaan yang signifikan.

Berdasarkan hasil perhitungan, pH kombucha
daun sirsak memiliki perbedaan yang signifikan pada
tiap lama fermentasi. pH kombucha mengalami
penurunan (asam) seiring bertambahnya lama
fermentasi. pH tertinggi terdapat pada kombucha daun
sirsak lama fermentasi 7 hari, sedangkan pH terendah
terdapat pada kombuha daun sirsak lama fermentasi 21
hari. pH kombucha daun sirsak lebih rendah secara
signifikan dibandingkan pH rebusan daun sirsak.

Hasil Pengukuran ZOl Kombucha Daun Sirsak
Terhadap Bakteri Escherichia coli

Gambar 1: Hasil Pengukuran ZOI Kombucha Daun Sirsak
Lama Fermentasi 7 Hari Terhadap Bakteri Escherichia coli.
Keterangan: (AB) Amoksisilin 10 mg/ml, (Rebusan)
Rebusan Daun Sirsak, (7 hari) Kombucha Daun Sirsak Lama

Fermentasi 7 Hari.

Gambar 1 menunjukkan tidak terbentuknya
ZOlI pada rebusan daun sirsak, sedangkan amoksisilin
dan kombucha daun sirsak lama fermentasi 7 hari
menunjukkan terbentuknya ZOl.

Tabel 2 Hasil Pengukuran ZOl Kombucha Daun Sirsak
Lama Fermentasi 7 Hari Terhadap Bakteri Escherichia
coli

Sampel X+SD Kategori
Kombucha 14,1+1,928 Kuat
Amoksisilin 13,7+0,342 Kuat
Rebusan 0P -

Keterangan: Tabel 2 menunjukkan hasil pengukuran daya
hambat (mm) Escherichia coli oleh kombucha daun sirsak
lama fermentasi 7 hari dibandingkan dengan amoksisilin 10



mg/ml dan rebusan daun sirsak. Analisa statistik
menggunakan uji one way ANOVA dengan tingkat
signifikansi p<0,05. Tanda (huruf) menandakan adanya
perbedaan yang signifikan.
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Gambar 2: Hasil Pengukuran ZOI Kombucha Daun Sirsak
Lama Fermentasi 7 Hari Terhadap Bakteri Escherichia coli.
Keterangan: (AB) Amoksisilin 10 mg/ml, (Rebusan)
Rebusan Daun Sirsak, (14 hari) Kombucha Daun Sirsak Lama

Fermentasi 14 Hari.

Gambar 2 menunjukkan tidak terbentuknya
ZOI pada rebusan daun sirsak, sedangkan amoksisilin
dan kombucha daun sirsak lama fermentasi 14 hari
menunjukkan terbentuknya ZOl.

Tabel 3 Hasil Pengukuran ZOI Kombucha Daun Sirsak
Lama Fermentasi 14 Hari Terhadap Bakteri Escherichia
coli

Sampel X+SD Kategori
Kombucha 10,740,572 Kuat
Amoksisilin 13,0+0,87° Kuat

Rebusan Q° -

Keterangan: Tabel 3 menunjukkan hasil pengukuran daya
hambat (mm) Escherichia coli oleh kombucha daun sirsak
lama fermentasi 14 hari dibandingkan dengan amoksisilin 10
mg/ml  dan rebusan daun sirsak. Analisa statistik
menggunakan uji one way ANOVA dengan tingkat
signifikansi p<0,05. Tanda (huruf) menandakan adanya
perbedaan yang signifikan.

Gambar 3: Hasil Pengukuran ZOI Kombucha Daun Sirsak
Lama Fermentasi 7 Hari Terhadap Bakteri Escherichia coli.
Keterangan: (AB) Amoksisilin 10 mg/ml, (Rebusan)
Rebusan Daun Sirsak, (21 hari) Kombucha Daun Sirsak Lama

Fermentasi 21 Hari.

Gambar 3 menunjukkan tidak terbentuknya
ZOlI pada rebusan daun sirsak, sedangkan amoksisilin
dan kombucha daun sirsak lama fermentasi 21 hari
menunjukkan terbentuknya ZOl.

Tabel 4 Hasil Pengukuran ZOl Kombucha Daun Sirsak
Lama Fermentasi 21 Hari Terhadap Bakteri Escherichia
coli

Sampel X+SD Kategori
Kombucha 9,540,562 Lemah
Amoksisilin 13,5+0,25° Kuat
Rebusan 0° -

Keterangan: Tabel 4 menunjukkan hasil pengukuran daya
hambat (mm) Escherichia coli oleh kombucha daun sirsak
lama fermentasi 21 hari dibandingkan dengan amoksisilin 10
mg/ml  dan rebusan daun sirsak. Analisa statistik
menggunakan uji one way ANOVA dengan tingkat
signifikansi p<0,05. Tanda (huruf) menandakan adanya
perbedaan yang signifikan

Setelah dilakukan 6 kali pengulangan
didapatkan hasil tertinggi pada lama fermentasi 7 hari
dengan hasil rerata zona inhibisi 14,1+1,92 mm. Adapun
hasil terendah didapatkan pada lama fermentasi 21 hari
dengan hasil rerata zona inhibisi 9,5+0,56 mm.
Berdasarkan hasil analisa statistik menunjukkan
perbandingan kombucha daun sirsak tiap perlakuan
lama fermentasi terdapat perbedaan secara signifikan.
Potensi antibakteri kombucha daun sirsak dengan lama
fermentasi 7 hari dan amoksisilin dalam kategori kuat.
Peningkatan lama fermentasi menyebabkan penurunan
potensi antibakteri dibandingkan kontrol amoksisilin.
Hasil ini menunjukkan bahwa rebusan daun sirsak tidak
mempunyai ZOI terhadap bakteri Escherichia coli.

PEMBAHASAN

Kombucha daun sirsak merupakan minuman
tradisional rebusan daun sirsak yang ditambahkan gula
dan difermentasikan dengan bakteri asam asetat
Acetobacter xylinum dan khamir Saccharomyces sp.
Kombucha mengandung probiotik yang bermanfaat
bagi kesehatan sistem pencernaan®*. Komposisi
probiotik kombucha tidak dapat dijelaskan secara tepat
karena bergantung pada jenis inokulum yang digunakan.
Studi oleh Marsh (2014) menunjukkan bahwa bakteri
yang dominan ditemukan dalam kombucha tergolong
pada Gluconobacter, Lactobacillus dan Acetobacter®.
Spesies yeast juga banyak ditemukan dalam kombucha
seperti saccharomycodes, Schizosazzharomyces
Koleckera,  Zygosaccharomyces,  Brettanomyces,
Candida, Pichia, Torulospora, Mycotorula dan
Mycoderma®. Yeast dan bakteri yang terdapat pada
kombucha menggunakan substrat untuk aktivitas
metabolik. Yeast menghidrolisis sukrosa menjadi
glukosa dan fruktosa melalui invertase dan
menghasilkan  etanol*'.  Bakteri asam asetat
menggunakan glukosa dalam menghasilkan asam
glukonat dan etanol untuk memproduksi asam asetat.



Asam glukonat dan glukoronat termasuk asam organik
yang paling banyak diproduksi dari proses fermentasi
kombucha. Asam laktat juga ditemukan meskipun
bukan merupakan komponen khas dari kombucha
tradisional?.

Aktivitas antibakteri adalah zat yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri atau mungkin
membunuh bakteri. Aktivitas antibakteri salah satunya
dapat diukur dengan metode sumuran. Kelebihan
menggunakan metode sumuran yaitu lebih mudah
mengukur zona hambat karena isolat beraktivitas
sampai ke bawah dan pada metode sumuran terjadi
proses osmolaritas yang lebih tinggi dari metode
cakram, sehingga dapat menghasilkan zona hambat
yang besar, sedangkan kekurangannya adalah sulitnya
proses perlakuan® 22, Pengukuran daya hambat
dengan melihat terbentuknya diameter zona bening
Menurut kriteria yang diusulkan David & Stout (1971)
daya hambat bakteri berdasarkan diameter zona bening
terbagi sangat kuat (zona bening lebih dari 20 mm), kuat
(zona bening 10-20 mm), sedang (zona bening 5-10
mm), dan lemah (zona bening kurang dari 5 mm)%¥.

Pengaruh Lama Fermentasi Terhadap pH Pada
Kombucha Daun Sirsak

Hasil  menunjukkan  adanya  pengaruh
fermentasi kombucha terhadap perubahan pH. Semakin
lama proses fermentasi menyebabkan nilai pH semakin
rendah secara signifikan. Hal ini kemungkinan
disebabkan terdapat produk asam selain etanol yang
dihasilkan selama proses fermentasi, sehingga dapat
menurunkan pH kombucha daun sirsak. Menurut
Purwoko (2007) selama proses fermentasi tidak hanya
menghasilkan etanol dan karbondioksida, namun juga
terdapat gliserol dan asam asetat®. Hasil serupa
disampaikan oleh Taherzadeh (2007), bahwa selama
proses hidrolisis atau fermentasi akan terbentuk asam
asetat®?. Selain itu, selama proses fermentasi akan
terbentuk asam laktat hasil metabolit primer bakteri
asam laktat yang terdapat dalam SCOBY?3%,

Bakteri asam laktat akan menguraikan piruvat
menjadi asam laktat pada keadaan anaerob. Piruvat hasil
glikolisis berperan sebagai akseptor elektron dari
NADH, NADH akan melepaskan elektron dan
ditangkap oleh piruvat terbentuklah asam laktat®3,
Selama proses fermentasi asam-asam organik dibentuk
oleh mikroba kombucha daun sirsak (Acetobacter
xylinum & Saccharomyces sp.). Khamir akan mengubah
sukrosa yang terdapat pada media fermentasi menjadi
glukosa dan fruktosa, selanjutnya glukosa akan
dikonversi menjadi asam asetat dan selulosa oleh bakteri
asam asetat, asam organik lainnya yang dihasilkan
adalah asam glukoronat dan asam laktat®*.Kumar &
Joshi  (2016) menyebutkan bahwa hasil dari
metabolisme mikroba yaitu peningkatan jumlah proton
H* dan akumulasi zat asam selama proses fermentasi
akan membuat pH media atau larutan semakin menurun
atau asam®2,

Pengaruh Lama Fermentasi Terhadap Daya
Hambat Pertumbuhan Bakteri Escherichia coli

Daun sirsak merupakan salah satu herbal yang
berpotensi sebagi antibakteri. Senyawa fenolik pada
daun sirsak memiliki potensi sebagai antibakteri yang
bekerja menghambat sintesis dinding sel pada membran
sel, enzim, serta metabolisme yang terdapat pada sel®.
Hasil penelitian tersebut berbeda dengan hasil penelitian
yang oleh peneliti, yang menunjukkan bahwa rebusan
daun sirsak dengan konsentrasi 100% tidak mempunyai
potensi antibakteri. Hasil penelitian yang sama
didapatkan dari penelitian yang dilakukan oleh Sari
(2010) diduga karena bakteri gram negatif memiliki
komponen penyusun dinding sel terdiri dari suatu lipid
yang kompleks®®. Bahorun (2007) menyebutkan
senyawa fenolik dari bagian tanaman memiliki afinitias
berbeda tergantung sifat polaritas pelarut yang
digunakan, sehingga dapat mempengaruhi aktivitas
antibakteri®®, Rebusan daun sirsak akan memiliki
aktivitas antibakteri jika difermentasikan menjadi
kombucha daun sirsak, karena kombucha menghasilkan
komponen dengan berat molekul lebih rendah serta
modifikasi polifenol oleh enzim yang dihasilkan
SCOBY selama fermentasi berlangsung®®. Selain itu
khamir  memproduksi  enzim-enzim  diantaranya
karboksilase,  zymase, heksokinase, invertase,
dehydrogenase, sedangkan bakteri asam asetat
menghasilkan enzim dehydrogenase®’.

Hasil pengukuran daya hambat bakteri
Escherichia coli oleh kombucha daun sirsak (Anonna
muricta L.) pada lama fermentasi 7 hari didapatkan hasil
yang tertinggi dan tidak berbeda signifikan dengan
kontrol, dengan Kkategori kuat. Peningkatan kadar
senyawa fenolik dan asam organik mempengaruhi
aktivitas antibakteri kombucha daun sirsak!>16, Menurut
Simanjuntak (2011) perlakuan lama fermentasi 7 hari
menghasilkan total asam dan senyawa fenolik paling
tinggi, karena pada fase ini derajat keasaman dalam
keadaan optimum, sehingga dapat memaksimalkan
aktivitas bakteri dan khamir dalam menguraikan
polifenol menjadi senyawa yang lebih sederhana?®.
Selain itu asam asetat yang dihasilkan mampu
menghambat pertumbuhan bakteri, asam asetat yang
tidak terdiososiasi mampu merusak struktur bilayer
lipid, menyebabkan suasana sitoplasma menjadi asam
sehingga terjadi denaturasi protein dan kehilangan
energi2. Aktivitas antibakteri juga dipengaruhui oleh
probiotik atau bakteri asam laktat yang terdapat pada
kombucha daun sirsak. Selama fermentasi bakteri asam
laktat menghasilkan asam laktat, etanol dan
karbondioksida®®.  Bakteri asam laktat dapat
mengendalikan bakteri patogen dalam saluran cerna
dengan memproduksi  bakteriosin®®.  Bakteriosin
merupakan protein aktif yang secara efektif memiliki
kemampuan bakterisidal terhadap beberapa bakteri
patogen. Mekanisme bakteriosin yaitu dengan cara
meningkatkan permeabilitas membran menyebabkan
gangguan  keseimbangan  barrier dan  dapat
mengakibatkan kematian sel?. Mekasnime lain dari
bakteriosin antara lain penghambatan germinasi spora



dan inaktivasi pembawa anionik membentuk pori-pori
selektif dan non selektif*!,

Semakin lama fermentasi menyebabkan
potensi penghambatan pertumbuhan bakteri
Escherichia coli menjadi semakin rendah. Lama
fermentasi 14 hari dan 21 hari menyebabkan penurunan
daya hambat terhadap bakteri Escherichia coli. Hasil
fermentasi kombucha daun sirsak dipengaruhi oleh
lamanya fermentasi berlangsung®®. Lama fermentasi
berkaitan dengan waktu yang diperlukan mikroba saat
fase pertumbuhan dalam menghasilkan asam aetat dan
produk lainnya*?, Semakin lama fermentasi maka asam
asetat yang dihasilkan meningkat dan pH semakin
rendah. Hal ini berdampak pada kandungan senyawa
fenolik kombucha daun sirsak, karena asam asetat akan
berdifusi melalui membran sel serta menurunkan pH
internal, aktivitas enzim yang dihasilkan mikroba
terhambat sehingga kemapuan mikroba dalam
memodifikasi polifenol terganggu serta mekanisme
penguraian gula menjadi asam asetat dan etanol
menurunt®32, Terdapat waktu optimal yang diperlukan
untuk meningkatkan senyawa fenolik*. Menurut
Adetuyi (2014) selama fermentasi, kompleks fenolik
tersebut akan dihidrolisis oleh organisme starter, setelah
itu terjadi penurunan kandungan senyawa tersebut*:.
Semakin lama fermentasi khamir Saccharomyces
cerevisiae yang dihasilkan meningkat. Hal ini
menyebabkan penurunan senyawa fenolik, karena
membran sel Saccharomyces cerevisiae mempunyai
kemampuan untuk mengadsorpsi komponen bioaktif
yang terdapat pada suatu media“.

Total bakteri asam laktat dipengaruhi oleh
lama  fermentasi, semakin lama  fermentasi
menyebabkan ketersedian nutrient yang digunakan
untuk biomassa menurun dan mulai terbentuk toksik.
Setelah melewati waktu optimum terjadi penurunan
bakteri asam laktat karena terjadi fase kematian atau
terhenti pertumbuhannya®®. Penurunan total bakteri
asam laktat juga dipengaruhi oleh akumulasi produk
hasil metabolisme seperti asam-asam organik yang akan
menurunkan pH larutan sehingga menghambat
pertumbuhan bakteri asma laktat*’. Penurunan bakteri
asam laktat mempengaruhi potensi daya hambat, karena
produski bakteriosin dihasilkan oleh bakteri asam laktat
menurun, sehingga kemampuan bakteriosin dalam
mengganggu potensial membran sel berkurang“®.
Peningkatan lama fermentasi menyebabkan produksi
bakteriosin berkurang karena bakteriosin terdeteksi
maksimal pada fase stasioner. Pada fase stasioner
bakteri asam laktat terjadi perubahan enzimatis yaitu
prebakteriosin akan berubah menjadi bakteriosin yang
aktif, apabila waktu inkubasi terlalu panjang
menyebabkan aktivitas bakteriosin menurun karena
terbebasnya protease dari sel autolisis akibat bakteriosin
yang terdegradasi*.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil analisa data dan pembahasan pada
penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa:

1. Lama fermentasi mempengaruhi pH kombucha
daun sirsak (Anonna muricata L.).

2. Lama fermentasi kombucha daun sirsak (Anonna
muricata L.) mempengaruhi daya hambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli.

SARAN
Adapaun saran untuk meningkatkan penelitian ini

di masa mendatang yaitu

1. Perlu dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa
aktif pada kombucha daun sirsak tiap perbedaan
lama fermentasi.

2. Perlu dilakukan optimalisasi waktu fermentasi
kombucha daun sirsak
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