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ABSTRAK 

Pendahuluan: Kombucha merupakan minuman fermentasi mengandung bakteri asam laktat, asam organik dan fenol. 

Daun Annona muricata L. dan bunga Clitoria ternatea mengandung kaya akan fenol sehingga dapat dijadikan bahan 

dasar kombucha.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi kombucha Annona muricata L. dan Clitoria ternatea 

dalam menghambat bakteri Salmonella sp.  

Metode: Pembuatan kombucha menggunakan simplisia kering Annona muricata L., simplisia Clitoria ternatea, gula 

dan Symbiotic Culture of Bacteria and yeast (SCOBY). Proses fermentasi kombucha dilakukan selama 14 hari. Uji 

antibakteri menggunakan Zone of Inhibition (ZOI) dengan metode difusi cakram (sembilan kali pengulangan). Antibiotik 

kloramfenikol digunakan sebagai kontrol. Pengukuran zona hambat bakteri Salmonella sp. dilakukan dengan mengukur 

diameter ZOI menggunakan software OptiLab versi 2.2. Analisa data menggunakan uji One Way Analysis of Variance 

(ANOVA). Kemudian dilanjut uji Post-Hoc Tukey dengan signifikansi p< 0,05. 

Hasil: Zona hambat kombucha Annona muricata L., Clitoria ternatea dan Kombinasi keduanya didapatkan hasil sebagai 

berikut 8,54±0,53; 8,42±0,35; 9,13±0,6 mm dan daya hambat antibiotik kloramfenikol sebagai kontrol 21,15±1,01 mm. 

Berdasarkan analisa data, Kombucha Annona muricata L, Clitoria ternatea dan Kombinasi tidak berbeda signifikan 

namun lebih rendah dari antibiotik kloramfenikol. 

Simpulan: Kombucha Annona muricata Linn, Kombucha Clitoria ternatea dan kombucha kombinasi keduanya memiliki 

potensi menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella sp.  
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ABSTRACT 

Introduction: Kombucha is a fermented drink that contains lactic acid bacteria, organic acids and phenols. The leaves of 

Annona muricata L. and the flowers of Clitoria ternatea have rich phenols so they can be used as basic ingredients for 

kombucha. This study aimed to determine the potency of kombucha Annona muricata L. and Clitoria ternatea in 

inhibiting Salmonella sp. 

Methods: Kombucha was made by mixing dried Annona muricata L. simplicia, Clitoria ternatea, sugar and Symbiotic 

Culture of Bacteria and yeast (SCOBY). The kombucha fermentation process was carried out for 14 days. The 

antibacterial test used the Zone of Inhibition (ZOI) test with the disc diffusion method (nine repetitions). Chloramphenicol 

was used a control. The inhibition zone of Salmonella sp. was measured using OptiLab software version 2.2. Data analysis 

used the One Way Analysis of Variance (ANOVA) test. Then continued Tukey's Post-Hoc test with a significance p <0.05. 

Results: The ZOI of kombucha Annona muricata L, Clitoria ternatea and the combination obtained following results 

8.54±0,53; 8.42±0.35; 9.13±0.6 mm and chloramphenicol as a control 21.15±1.01 mm. Based on analytical data, 

Kombucha Annona muricata L, Clitoria ternatea and the combination were not significantly different but lower than 

chloramphenicol. 
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PENDAHULUAN 
 

Mikrobiota dalam tubuh manusia banyak 

tumbuh pada saluran intestinal yang umumnya 

berasal dari filum Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria dan Proteobacteria.15,19 Salah satu 

contoh mikrobiota intestinal dari filum 

Proteobacteria adalah Salmonella sp yang bersifat 

avirulen apabila jumlahnya sedikit.31 Komposisi 

mikrobiota intestinal dipengaruhi oleh asupan 

makanan, antibiotik, aktivitas fisik, usia serta 

genetik.25 Apabila komposisi mikrobiota intestinal 

tidak seimbang maka dapat menyebabkan infeksi 

pada intestinal seperti Salmonellosis yang 

disebabkan karena jumlah Salmonella sp. 

meningkat.13,19 

Insiden dengan etiologi Salmonella sp. 

Khususnya demam tifoid menurut WHO (World 

Health Organisation) terdapat 11-21 juta kasus 

dengan kematian sebanyak 128.000-161.000 setiap 

tahun didunia. Oleh karena itu, diperlukan adanya 

upaya menjaga keseimbangan mikrobiota intestinal 

untuk mencegah pertumbuhan Salmonella sp. yang 

dapat menginfeksi intestinal. Salah satu caranya 

dengan mengkonsumsi probiotik.28 Contoh produk 

probiotik yaitu kombucha.31 Kombucha adalah 

minuman dari fermentasi teh serta gula oleh 

SCOBY.30 

Proses fermentasi kombucha selama 7-14 

hari melibatkan simbiosis bakteri asam laktat 

Acetobacter xylum dan khamir Saccharomyces 

cerevisiae menghasilkan asam organik yang 

berperan dalam penurunan pH sehingga 

menghambat pertumbuhan bakteri seperti 

Salmonella sp.29,30 Selain itu, simbiosis tersebut 

juga dapat mendegradasi fenol sehingga potensi 

antibakteri meningkat.17 Umumnya kombucha 

berasal dari daun teh (Camellia sinensis) dan dapat 

diganti dengan daun yang mengandung kaya akan 

fenol seperti Annona muricata Linn dan Clitoria 

ternatea.30  Selain tinggi fenol, Annona muricata 

Linn mengandung flavonoid, alkaloid, saponin, 

tannin, steroid, vitamin c dan asetogenin sehingga 

dapat berperan sebagai antioksidan, antiinflamasi 

dan dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram 

negatif seperti Salmonella sp..5,8,25 Sedangkan 

Clitoria ternatea (Clitoria ternatea) atau sering 

disebut butterfly pea mengandung antosianin, 

steroid, alkaloid, triterpenoid,  tannin, antrakuinon 

dan saponin sehingga dapat bermanfaat sebagai 

antidiabetes, antioksidan serta menghambat 

pertumbuhan bakteri seperti salmonella sp..1,9 

Pada penelitian ini menggunakan metode 

pengukuran zona hambat untuk membuktikan 

potensi antibakteri kombucha Annona muricata 

Linn, Clitoria ternatea dan kombinasi Annona 

muricata Linn serta Clitoria ternatea terhadap 

Salmonella sp. Penelitian ini belum dilakukan 

sebelumnya. Oleh karena itu, saya ingin melakukan 

penelitian secara in vitro untuk mengetahui potensi 

antibakteri dengan mengukur zona hambat bakteri 

Salmonella sp. 

 

METODE PENELITIAN 
 

Desain, Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian laboratorium secara in vitro 

menggunakan desain Post-test control only group. 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biomedik 

Universitas Muhammadiyah Malang (UMM) pada 

bulan Desember tahun 2022 hingga Januari 2023. 

 

Pengambilan Sampel Penelitian 

 Sampel simplisia daun sirsak (Annona 

muricata L.) didapatkan dari Unite Pelaksana 

Teknis (UPT) Materia Medika Kota Batu, bunga 

telang (Clitoria ternatea) dari took Rosellaku dan 

Kultur SCOBY dari took Natsilver.  
 

Pembuatan Kombucha  

Pembuatan kombucha Annona muricata L. 

menggunakan kantong teh yang telah terisi 

simplisia Annona muricata L. sebanyak 12 g. 

Kombucha Clitoria ternatea menggunakan 

kantong teh yang telah dimasukkan simplisia 

Clitoria ternatea sebanyak 12 g. Kombucha 

kombinasi menggunakan kantong teh yang telah 

terisi 6 g simplisia Annona muricata L dan 6 g 

simplisia Clitoria ternatea. Pembuatan kombucha 

dilakukan dengan merebus aquades sebanyak 1000 

ml pada panci enamel hingga mendidih. Setelah itu, 

kantong teh yang telah terisi simplisia dan 100 g 

gula dimasukkan kedalam panci kemudian diaduk 

selama 5 menit. Selanjutnya, rebusan tersebut 

didinginkan dan dimasukkan kedalam jar kaca. 

Setelah itu, ditambahkan SCOBY dan ditutup kain 

katun serta diikat karet.2 Kemudian difermentasi 
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dalam 14 hari di suhu ruang serta terhindar dari 

sinar matahari secara langsung.17 

 

Peremajaan Bakteri 

Peremajaan bakteri dilakukan untuk 

menumbuhkan kembali bakteri menjadi baru dan 

muda sehingga dapat mengoptimalkan 

pertumbuhan bakteri dan fungsinya.  Peremajaan 

bakteri dilakukan dengan menumbuhkan bakteri 

pada media NA (Nutrient Agar) menggunakan 

metode streak plate dan diinkubasi selama 24 jam. 
33 

 

Pembuatan Suspensi Bakteri 

 Proses pembuatan suspensi bakteri dimulai 

dengan Nacl 0,9% ditambahkan ke dalam tabung 

reaksi berisi Salmonella sp. yang telah 

ditumbuhkan pada media NA. Kemudian 

kekeruhan disetarakan dengan standar Mc Farland 

0,5 yakni 1,5 x 108 cfu/mL. 
 

Uji ZOI  

Uji ZOI untuk melihat potensi kombucha 

dapay menghambat pertumbuhan bakteri. Proses ini 

dimulai dengan 7,6 g serbuk Muller Hinton Agar 

(MHA) dimasukkan dalam tabung Erlenmeyer 

yang telah terisi 200 ml aquades serta diaduk 

hingga larut. Kemudian disterilkan dalam autoklaf. 

Media MHA steril dituangkan ke cawan petri steril 

masing masing 20 ml dan dibiarkan memadat. 

Setelah itu, suspensi bakteri yang telah 

distandarkan dengan standar Mc Farland 0,5 

diambil dan diletakkan pada media MHA dengan 

metode spread plate. Kemudian diinkubasi selama 

24 jam.33 

Setelah diinkubasi, kertas cakram direndam 

dalam kombucha Annona muricata Linn, kombucha 

Clitoria ternatea  dan kombucha kombinasi 

keduanya. Proses perendaman kertas cakram 

dilakukan selama ± 15 menit. Setelah itu, kertas 

cakram yang telah direndam dan cakram antibiotik 

kloramfenikol diletakkan menggunakan pinset steril 

dengan 4 kuadran. Zona hambat yang terbentuk 

diukur menggunakan aplikasi software OptiLab 

versi 2.2. Uji daya hambat diulang 9 kali 

pengulangan.33 

 

Teknik Analisis Data 

Data yang didapatkan diolah dengan Statistical 

Package for the Social Scienes (SPSS) edisi 26 

dengan uji homogenitas serta normalitas. Setelah 

data terdistribusi homogen dan normal (p>0,05) 

selanjutnya dilakukan uji One Way Analysis of 

Variance (ANOVA). Kemudian dilanjutkan dengan 

uji Post-Hoc Tukey signifikansi p< 0,05.7 

 

 

HASIL DAN ANALISIS DATA 

 
Hasil Pengukuran Daya Hambat Salmonella sp. 

Daya hambat menurut Davis dan Stout 

(1971), apabila diameter zona hambat ≤ 5 mm 

menunjukkan daya hambat lemah, diameter 5-10 

mm daya hambat sedang, diameter 10-20 mm daya 

hambat kuat dan diameter zona hambat ≥ 20 mm 

memiliki daya hambat sangat kuat. Berdasarkan 

kriteria tersebut, kombucha Annona muricata Linn, 

Clitoria ternatea dan kombinasi keduanya memiliki 

daya hambat sedang karena memiliki diameter zona 

hambat 5-10 mm. Namun, kombucha kombinasi 

Clitoria ternatea dan Annona muricata Linn 

memiliki daya hambat lebih kuat dibandingkan 

kombucha Annona muricata Linn dan kombucha 

Clitoria ternatea. Antibiotik kloramfenikol sebagai 

kontrol memiliki daya hambat sangat kuat karena 

diameter zona hambat ≥ 20 mm. Tabel 1 

Hasil Analisa statistik menunjukkan pada 

kombucha Annona muricata Linn, Clitoria ternatea 

dan kombinasi keduanya tidak berbeda signifikan 

(p=0,161) namun lebih rendah dari antibiotik 

kloramfenikol (p=1,000). Hasil zona hambat 

kombucha Annona muricata Linn, Clitoria ternatea 

dan kombucha kombinasi keduanya terhadap 

Salmonella sp. ditunjukkan pada Gambar 1. 
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Keterangan: A. Replikasi1; B. Replikasi2; C. Replikasi3; D. Replikasi4; E. Replikasi5; F. Replikasi6; G. Replikasi7; H. 

Replikasi8; I. Replikasi9. Skala menunjukkan 10 milimeter (mm).. Label sirsak menunjukkan kombucha Annona 

muricata L; telang menujukkan kombucha Clitoria ternatea; kombinasi menunjukkan kombucha kombinasi keduanya 

dan C menunjukkan kloramfenikol 

 

Tabel 1. Hasil Pengukuran Daya Hambat Salmonella sp. 

Diameter ZOI (mm) 

Replikasi Kombucha Annona 

muricata Linn 

Kombucha Clitoria 

ternatea 

Kombucha kombinasi 

keduanya 

Kloramfenikol 

1 9,42 8,45 8,52 21,36 

2 9,35 8,36 10,17 21,08 

3 7,98 8,54 9,07 22,19 

4 8,41 8,35 8,27 21,76 

5 8,40 8,92 9,18 21,33 

6 7, 84 8,03 9,14 21,68 

7 8,25 7,72 10,09 21,29 

8 8,95 8,57 8,83 21,19 

9 8,28 8,82 8,95 18, 44 

Mean±SD 8,54±0,53a 8,42±0,35a 9,13±0,6a 21,15±1,01b 

Keterangan: Tabel 1 menunjukkan hasil pengukuran daya hambat (mm) kombucha Annona muricata Linn, Clitoria 

ternatea dan kombinasi keduanya terhadap Salmonella sp dengan antibiotik kloramfenikol sebagai kontrol. Analisa 

statistik menggunakan uji One Way ANOVA kemudian dilanjut uji Post Tukey menggunakan tingkat signifikan p <0,05. 

Perbedaan yang signifikan ditunjukkan dengan notasi huruf yang berbeda.   

 

PEMBAHASAN 

 
Berdasarkan hasil Analisa menunjukkan 

bahwa kombucha Annona muricata Linn, 

kombucha Clitoria ternatea dan kombucha 

kombinasi keduanya memiliki daya hambat 

terhadap bakteri Salmonella sp. yang ditunjukkan 

dengan zona bening yang terbentuk.  Menurut Davis 

dan Stout (1971), kombucha Annona muricata L., 

Clitoria ternatea dan kombucha kombinasi 

keduanya memiliki daya hambat sedang serta 

antibiotik kloramfenikol daya hambat sangat kuat 

terhadap Salmonella sp. Dari analisa statistik, 

kombucha Annona muricata L., Clitoria ternatea 

dan kombucha kombinasi keduanya tidak berbeda 

signifikan, tetapi berbeda signifikan lebih rendah 

dibandingkan antibiotik kloramfenikol. Hal ini 

diterjadi karena kombucha mengandung berbagai 

macam senyawa aktif. Interaksi dari berbagai 

senyawa aktif pada kombucha dapat menujukkan 

efek antagonis serta sinergis. Kombinasi efek yang 

berbeda dapat menurunkan aktivitas antibakteri.27    

Proses fermentasi kombucha melibatkan 

simbiosis bakteri Acetobacter xylum dan khamir 

Saccharomyces cerevisiae. Khamir memecah 

sukrosa menjadi fruktosa serta glukosa. Glukosa 

diubah menjadi etanol dan karbon dioksida. 

Kemudian alcohol dioksidasi Acetobacter menjadi 
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asetaldehid dan diubah menjadi asam asetat.21    

Asam asetat merusak struktur bilayer lipid 

bakteri serta proton dimasukkan ke sitoplasma. Hal 

ini mengakibatkan sitoplasma menjadi asam 

sehingga terjadi denaturasi protein sehingga 

menghambat pertumbuhan bakteri.29 Selain itu, 

hasil fermentasi kombucha berupa polifenol, 

mineral, protein, vitamin dan asam organik 

berperan dalam penurunan pH sehingga dapat 

merusak sel bakteri.10,29  

Aktivitas antibakteri pada kombucha juga 

diakiibatkan oleh bakteri asam laktat (BAL) dengan 

menghasilkan senyawa bioaktif peptide yaitu 

bakteriosin. Bakteriosin membunuh bakteri secara 

langsung, menyeimbangkan mikroflora normal di 

usus dan menghambat invasi bakteri patogen seperti 

Salmonella sp..23 Selain itu, BAL menghasilkan 

nisin (bakteriosin tipe I). Nisin mengikat lipid II 

(transporter peptidoglikan ke dinding sel dari 

sitoplasma) sehingga pembentukan dinding sel 

tidak sempurna dan dapat membuat kematian sel.20 

Pada kombucha Annona muricata Linn 

selain mengandung asam organik dan bakteri asam 

laktat juga mengandung flavonoid, saponin, tannin, 

alkaloid yang dapat berperan juga sebagai 

antibakteri. Flavonoid berperan sebagai antibakteri 

dengan cara menghambat fungsi membrane sel 

bakteri dengan menganggu permeabilitas 

membrane sel, menghambat ikatan enzim 

phospholipase dan ATPase. Selain itu, flavonoid 

juga menghambat sitokrom C reductase sehingga 

metabolisme energi terhambat. Flavonoid 

membentuk senyawa kompleks bersama protein 

ekstraseluler menyebabkan membrane sel bakteri 

rusak.6 

Saponin memiliki zat aktif dengan 

permukaan mirip detergen sehingga tegangan dari 

permukaan dinding sel bakteri menurun serta terjadi 

kerusakan permeabilitas membrane sel bakteri 

sehingga saponin dapat berdifusi dan mengikat 

membrane sitoplasma. Hal ini mengakibatkan 

kestabilan membrane sel terganggu dan kebocoran 

sitoplasma. Kebocoran pada sitoplasma 

menyebabkan kematian sel bakteri. Selain itu, 

saponin juga dapat membuat kebocoran pada enzim 

serta protein dalam sel bakteri.18 

Alkaloid dapat menyebabbkan lapisan 

dinding sel tidak terbentuk sempurna dan 

menganggu komponen penyusun peptidoglikan 

menyebabkan kematian sel6 Sedangkan, Tannin 

sebagai antibakteri dengan cara enzim DNA 

topoisomerase dan reverse transcriptase dihambat 

sehingga sel bakteri tidak terbentuk.18 Selain itu, 

tannin sebagai antiibakteri dengan menginaktifkan 

adhesin sel bakteri serta menghambat transpor 

protein pada lapisaan dalam sel bakteri.6 

Pada kombucha Clitoria ternatea selain 

mengandung bakteri asam asam laktat, dan asam 

organik juge mengandung alkaloid, saponin, tannin, 

flavonoid serta antosianin yang dapat berperan 

sebagai antibakteri.16 Antosianin berpotensi sebagai 

antibakteri dengan menganggu permeabilitas 

membrane sel mengakibatkan kebocoran sel 

bakteri. Hal ini membuat komponen sel bakteri 

keluar menyebabkan kematian sel bakteri.22 Proses 

fermentasi kombucha oleh BAL dapat 

meningkatkan kestabilan dari antosianin dengan 

berperan dalam penurunan pH.11 

Menurut Majelis Ulama Indonesia (MUI) 

nomor 10 tahun 2018 tentang produk makanan serta 

minuman halal mengandung etanol kurang dari 

0,5%. Kombucha mengandung etanol kurang dari 

0,5% sehingga halal untuk dikonsumsi.12 Hal ini 

dibuktikan pada penelitian (Rizwanto dan Rizaldi, 

2021) kombucha mengandung 0,055% etanol. 

Namun pada penelitian ini belum dilakukan uji 

kadar etanol pada Kombucha Annona muricata L., 

Clitoria ternatea dan kombinasi keduanya sehingga 

dapat dilakukan pengujian kadar etanol terlebih 

dahulu untuk mengetahui kadar etanol secara pasti. 

Menurut peraturran Menteri Kesehatan 

Republik Indonesia nomor 28 tahun 2021, 

antibiotik kloramfenikol digunakan untuk 

menghambat penyakit yang disebabkan Salmonella 

sp. seperti demam tifoid. Oleh karena itu, penelitian 

ini menjadikan antibiotik kloramfenikol sebagai 

kontrol. Kloramfenikol menghambat bakteri 

dengan cara sintesis protein bakteri dihambat. 

Antibiotik kloramfenikol berikatan dengan subunit 

50s ribosom bakteri mengakibatkan enzim peptidyl-

transferase tidak dapat berikatan dengan ribosom 

sehingga tidak terbentuknya ikatan peptide dan 

sintesis protein terhambat.4 Penggunaan antibiotik 

dalam jangka panjang dapat mengakibatkan 

resistensi sehingga perlu adanya alternatif seperti 

kombucha.30 
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Pada penelitian ini kombucha Annona 

muricata Linn, Clitoria ternatea dan kombucha 

kombinasi keduanya mempunyai efek sebagai 

antibakteri namun belum diketahui mekanisme 

kerja secara pasti sehingga perlu adanya penelitian 

lanjutan untuk mengetahui apakah senyawa aktif 

kombucha bekerja secara sinergis, antagonis 

kompetitif, atau non kompetitif terhadap antibiotik 

kloramfenikol dan untuk mengetahui apakah 

terdapat efek toksik dari penggunaan jangka 

panjang kombucha perlu adanya penelitian lebih 

lanjut dengan mengidentifikasi jumlah koloni 

bakteri patogen dan non patogen terbanyak di 

intestinal.  Selain itu, kombucha Annona muricata 

L, Clitoria ternatea dan Kombinasi keduanya 

belum diketahui secara pasti kadar etanolnya 

sehingga perlu dilakukan uji kadar etanol. 

KESIMPULAN 

 
Berdasarkan hasil yang didapatkan dapat 

disimpulkan bahwa kombucha Annona muricata 

Linn, kombucha Clitoria ternatea, kombucha 

kombinasi keduanya memiliki potensi menghambat 

pertumbuhan bakteri Salmonella sp. 

  

SARAN 

 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah 

dilakukan diperlukan penelitian lebih lanjut untuk 

melihat apakah senyawa aktif kombucha bekerja 

secara sinergis, antagonis kompetitif atau non 

kompetitif terhadap antibiotik kloramfenikol dan 

untuk melihat efek toksik dari penggunaan 

kombucha jangka panjang dengan 

mengidentifikasi jumlah koloni bakteri patogen 

dan non patogen di intestine. Selain itu, diperlukan 

uji kadar etanol pada kombucha daun sirsak, bunga 

telang dan kombinasi keduanya untuk 

membuktikan kehalalannya. 
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