Be}‘.l.t_a . Berita Biologi 25(1): 229-242 (2026) P_ISSN 0126-1754
Livl B]Ologl https://ejournal.brin.go.id/berita_biologi ISSN 2077 7019 E-ISSN 2337-8751
Jurnal ilmu-ilmu hayati DOI: 10.55981/berita_biologi.2026.14345

ARTIKEL

SKRINING FITOKIMIA DAN POTENSI PROBIOTIK KOMBUCHA DAUN
SIRSAK (Annona muricata) DAN KAYU SECANG (Caesalpinia sappan) SERTA
AKTIVITAS ANTIMIKROBA PADA BAKTERI PATOGEN SALURAN
CERNA

[Phytochemical Screening and Probiotic Potential of Kombucha From Soursop Leaves
(Annona muricata) and Secang Wood (Caesalpinia sappan) and Antimicrobial Activity
on Pathogenic Bacteria of The Gastrointestinal Tract]

Putu Rima Sintyadewi!", I Gusti Agung Yogi Rabani', Ida Ayu Putu Ary Widnyani', Nadya Treesna
Wulansari!, Putu Indrayoni?

"Program Studi Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi, Institut Teknologi dan Kesehatan Bali, Jalan Tukad
Balian No 180 Renon, Denpasar, Bali, Indonesia.

*Program Studi Farmasi Klinik dan Komunitas, Fakultas Kesehatan, Institut Teknologi dan Kesehatan Balli,
Jalan Tukad Balian No 180 Renon, Denpasar, Bali, Indonesia.

ABSTRAK

Tren hidup sehat semakin mendorong masyarakat untuk mengkonsumsi pangan fungsional,
khususnya minuman hasil fermentasi yang kaya senyawa bioaktif serta probiotik. Kombucha merupakan salah
satu minuman yang banyak diminati karena mengandung asam organik, antioksidan, dan mikroorganisme
bermanfaat bagi kesehatan. Indonesia sendiri memiliki beragam tanaman herbal, termasuk daun sirsak
(Annona muricata) dan kayu secang (Caesalpinia sappan), yang dikenal memiliki aktivitas farmakologis yang
kuat. Penggunaan dua bahan tersebut dalam pembuatan kombucha berpotensi menghasilkan efek bioaktif yang
lebih optimal. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis profil fitokimia, total Bakteri Asam Laktat (BAL)
dan yeast, aktivitas antimikroba, serta penentuan nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) pada minuman
kombucha daun sirsak dan kayu secang. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dua
faktorial yaitu variasi konsentrasi daun sirsak dan kayu secang yaitu, P1 (90%:10%), P2 (80%:20%), P3
(70%:30%) dan waktu fermentasi D1 (0 hari), D2 (4 hari), D3 (8 hari), D4 (12 hari). Data dianalisis
menggunakan ANOVA dan DMRT pada taraf signifikansi p < 0,05. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
variasi konsentrasi daun sirsak dan kayu secang pada kombucha memberikan pengaruh signifikan (p<0,05)
terhadap aktivitas antibakteri E. coli dan S. aureus pada kombucha daun sirsak dan kayu secang. Formulasi
P3D3 dengan komposisi 70% daun sirsak dan 30% kayu secang yang difermentasi selama 8 hari disimpulkan
sebagai formulasi terbaik, yaitu berpotensi sebagai minuman probiotik dengan total BAL dan yeast masing-
masing sebesar 2,0 x 10° CFU/mL dan 3,2 x 10° CFU/mL, aktivitas antimikroba tertinggi dengan zona hambat
terhadap E. coli dan S. aureus masing-masing 12,7 mm dan 15,7 mm, dengan KHM terhadap E. coli dan S.
aureus adalah 40% dan 20%. Skrining fitokimia kombucha daun sirsak dan kayu secang menunjukkan adanya
senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, fenol, steroid dan saponin yang diduga kuat berkontribusi terhadap
antivitas antibakteri.
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ABSTRACT

The healthy lifestyle trend encourages people to consume functional foods, especially fermented
beverages rich in bioactive compounds and probiotics. Kombucha is one of the most popular beverages due
to its organic acids, antioxidants, and beneficial microorganisms. Indonesia has a variety of herbal plants,
including soursop leaves (Annona muricata) and sappanwood (Caesalpinia sappan), both known for their
potential pharmacological activity. The use of these two ingredients in making kombucha has the potential to
produce more optimal bioactive effects. This study aims to analyze the phytochemical profile, total LAB and
yeast, and antimicrobial activity, as well as MIC values of soursop leaf and sappanwood kombucha drinks.
The research used a two-factorial Completely Randomized Design (CRD) with a variety concentration of
soursop leaves and sappan wood, namely, P1 (90%:10%), P2 (80%:20%), P3 (70%:30%), and fermentation
times of D1 (0 days), D2 (4 days), D3 (8 days), and D4 (12 days). Data were analyzed using ANOVA and
DMRT at the p < 0.05 significance level. The results showed that the kombucha formulation had a significant
effect (p<0.05) on the antibacterial activity against E. coli and S. aureus. The P3D3 formulation with a
composition of 70% soursop leaves and 30% sappanwood fermented for 8 days was the best formulation with
the potential as a probiotic drink with total lactic acid bacteria (LAB) and yeast of 2.0 x 10° CFU/mL and 3.2
x 10° CFU/mL, respectively, the highest antimicrobial activity with an inhibition zone of 12.7 mm against E.
coli and 15.7 mm against S. aureus. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values against E.coli and
S.aureus were 40% and 20%, respectively. Phytochemical screening of soursop leaf and sappanwood
kombucha revealed the presence of alkaloids, flavonoids, tannins, phenols, steroids, and saponins, which may
contribute to antibacterial activity.

Keywords: kombucha, probiotic, soursop leaves, sappanwood, antibacterial

PENDAHULUAN

Kombucha merupakan minuman fermentasi yang dihasilkan melalui aktivitas
mikroorganisme simbiotik bakteri dan yeast. Kombucha dikenal sebagai minuman probiotik karena
mengandung mikroorganisme hidup yang mampu memberikan manfaat kesehatan, khususnya bagi
sistem pencernaan. Konsorsium bakteri asam laktat (BAL) dan yeast selama fermentasi tidak hanya
dapat meningkatkan kualitas probiotik dari minuman kombucha, tetapi juga menghasilkan berbagai
senyawa metabolit seperti asam organik, enzim dan komponen bioaktif yang berperan dalam aktivitas
antimikroba. Produk hasil fermentasi ini berpotensi menekan pertumbuhan bakteri patogen, sehingga
kombucha menjadi salah satu alternatif minuman fungsional yang aman dan bermanfaat bagi
kesehatan saluran cerna (Jayabalan et al., 2014; Bhattacharya et al., 2016).

Beberapa penelitian melaporkan, fermentasi kombucha mampu meningkatkan kandungan
senyawa bioaktif dari substrat tumbuhan akibat aktivitas konsorsium mikroba dalam medium. Yeast
terlebih dahulu menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa, kemudian mengubahnya
menjadi etanol yang selanjutnya dimanfaatkan oleh BAL yang mengubahnya menjadi asam-asam
organik seperti asam laktat, asam asetat, asam glukonat dan asam malat. Akumulasi senyawa
metabolit tersebut selama fermentasi menyebabkan bertambahnya total senyawa bioaktif yang
berkontribusi pada aktivitas antioksidan dan antibakteri dari kombucha (Vorha et al., 2019;
Sintyadewi et al., 2023; Sintyadewi et al., 2024).

Formulasi kombucha menggunakan bahan alami seperti daun sirsak dan kayu secang
merupakan salah satu inovasi yang memiliki potensi tinggi. Daun sirsak (Annona muricata) memiliki
kandungan asetogenin, flavonoid, dan tanin yang berfungsi sebagai antimikroba dan antioksidan.
(Moghadamtousi ef al., 2015; Fibonacci et al, 2023). Disisi lain, kayu secang (Caesalpinia sappan)
banyak mengandung senyawa brazilin dan brazilein yang telah terbukti memiliki kemampuan
antibakteri terhadap bakteri Gram prositif maupun Gram negatif (Nuraeni ef al., 2024). Kandungan
senyawa bioaktif dari kedua bahan tersebut dapat mendukung pertumbuhan BAL serta mencipatkan
sinergi antara BAL dan yeast dalam memproduksi metabolit antimikroba selama fermentasi.

Populasi bakteri asam laktat (BAL) dalam kombucha berperan penting bagi kesehatan saluran
pencernaan. BAL mampu menyeimbangkan mikrobiota usus melalui kolonisasi dan kompetisi
biologis dengan bakteri patogen melalui mekanisme produksi asam laktat, asam asetat, dan
bakteriosin yang dapat menurunkan pH lumen usus sehingga menciptakan lingkungan yang tidak
menguntungkan bagi patogen seperti Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, namun tetap

230



mendukung pertumbuhan mikroba menguntungkan (Bhattacharya et al., 2016). Selain itu,
keberadaan BAL terbukti meningkatkan integritas mukosa usus dengan merangsang produksi mukus
dan memperkuat tight junction, sehingga mengurangi risiko inflamasi dan infeksi pada saluran cerna
(Ferris et al., 2025). Keberadaan popolasi BAL dalam kombucha juga dikaitkan dengan peningkatan
pencernaan laktosa, penyerapan nutrisi, serta modulasi respon imun lokal saluran pencernaan (Zheng
etal.,2023). Oleh karena itu, peningkatan populasi BAL selama fermentasi kombucha menjadi faktor
kunci untuk menghasilkan minuman probiotik yang mampu berkontribusi nyata terhadap kesehatan
sistem pencernaan.

Sejumlah penelitian telah melaporkan aktivitas antibakteri kombucha dari berbagai bahan
baku, termasuk pemanfaatan daun sirsak atau kayu secang sebagai sumber senyawa bioaktif. Namun,
penelitian yang telah dilakukan sebagian besar masih terbatas pada penggunaan ekstrak tunggal daun
sirsak atau kayu secang, bukan pada formulasi keduanya secara bersamaan dalam media fermentasi
kombucha. Selain itu, banyak penelitian hanya berfokus pada parameter kimia atau aktivitas
antioksidan, tanpa mengamati aspek mikrobiologis secara menyeluruh. Evaluasi yang
menghubungkan dinamika pertumbuhan BAL dengan aktivitas antibakteri terhadap patogen saluran
cerna selama proses fermentasi juga masih jarang dilakukan. Dengan demikian, penelitian mengenai
kombinasi daun sirsak dan kayu secang dalam produksi kombucha, melalui identifikasi senyawa
bioaktif serta analisis korelasi antara peningkatan populasi BAL dan aktivitas antibakteri dalam
rentang waktu fermentasi, masih menjadi peluang riset yang signifikan untuk dikembangkan.

Fermentasi kombucha daun sirsak dan kayu secang diharapkan mampu menghasilkan
minuman probiotik dengan kandungan bakteri asam laktat yang tinggi serta aktivitas antibakteri yang
optimal. Kehadiran BAL yang mampu berkolonisasi di saluran pencernaan berperan penting dalam
menjaga keseimbangan mikrobiota usus melalui mekanisme kompetisi nutrisi, produksi asam
organik, serta sekresi berbagai metabolit antimikroba yang mampu menekan pertumbuhan bakteri
patogen. Dengan demikian, kombinasi kedua bahan herbal tersebut dalam proses fermentasi tidak
hanya potensial meningkatkan kualitas probiotik kombucha, tetapi juga memperkuat sifat
fungsionalnya dalam mendukung kesehatan usus dan memberikan perlindungan terhadap infeksi
mikroorganisme penyebab penyakit.

BAHAN DAN METODE
Bahan Penelitian

Bahan penelitian meliputi daun sirsak, kayu secang, Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast
(SCOBY), strain Staphylococcus aureus, Salmonella sp., aquades, alkohol, Nutrient Agar (NA),
Nutrient Broth (NB), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), de Man Rogosa, Sharpe Agar (MRSA),
FeCls 5%, FeCls 1%, H2SO4, HCI, serbuk magnesium (Mg), NaOH, asam asetat anhidrat, pereaksi
Mayer, chloramphenicol, kertas cakram, Penelitian ini menggunakan desain Rancangan Acak
Lengkap (RAL) 2 faktorial. Faktor pertama adalah formulasi kombucha dengan variasi konsentrasi
daun sirsak dan kayu secang yang terdiri dari tiga perlakuan yaitu: 90% daun sirsak: 10% kayu secang
(P1), 80% daun sirsak: 20% kayu secang (P2), 70% daun sirsak : 30% kayu secang (P3). Faktor kedua
adalah lama waktu fermentasi yang terdiri dari empat taraf perlakuan yaitu: 0 hari (D1), 4 hari (D2),
8 hari (D3), 12 hari (D4).

Pembuatan Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang

Satu liter air dipanaskan selama 15 menit pada suhu 90°C, selanjutnya ditambahkan 10%
(b/v) gula pasir sampai larut, dan 2,5% (b/v) formulasi daun sirsak dan kayu secang, dan diaduk
selama 5 menit. Sediaan disaring kedalam toples steril dan ditambahkan air matang hingga 1 liter.
Seduhan didinginkan sampai suhu 30°C, selanjutnya lembaran SCOBY yang diperoleh dari Wiki
Kombucha Bali 10% (b/v) dimasukkan kedalam toples, kemudian ditutup dengan kain serbet steril
dan diikat (Kallel ez al., 2012). Kombucha di fermentasi selama waktu perlakuan dan di panen dengan
memisahkan selulosa yang terbentuk dengan media fermentasi untuk selanjutnya dilakukan
pengujian meliputi skrining fitokimia, uji total BAL dan Yeast, uji aktivitas antibakteri dan uji nilai
KHM.
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Gambar 1. Daun Sirsak, Kayu Secang dan Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang (Soursop Leaves,
Secang Wood and Kombucha Soursop Leaves and Secang Wood).

Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia meliputi identifikasi senyawa fenol, flavonoid, tanin, saponin, steroid dan alkaloid
(Kandhasamy & Arunachalam, 2020).

Uji Fenolik

Sebanyak 1 mL sampel minuman probiotik ditempatkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan
2 tetes larutan FeCls 5%. Munculnya warna hijau atau biru menandakan keberadaan senyawa fenolik
dalam sampel.

Uji Flavonoid

Sebanyak 7 mL sampel dibagi rata ke dalam tiga tabung reaksi. Tabung pertama ditambahkan 5 mL
H.SO. pekat, tabung kedua diberi 5 mL HCI pekat dan serbuk magnesium (Mg), sedangkan tabung
ketiga ditambahkan 5 mL larutan NaOH. Perubahan warna menjadi merah, kuning, atau jingga
menjadi indikator keberadaan senyawa flavonoid.

Uji Tanin

Sebanyak 1 mL sampel minuman probiotik dimasukkan ke tabung reaksi dan ditambahkan 2-3 tetes
larutan FeCls 1%. Adanya tanin ditunjukkan oleh perubahan warna campuran menjadi hijau gelap
atau kehitaman.

Uji Saponin

Sampel minuman probiotik dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan air panas.
Setelah didinginkan, sampel dikocok selama 10 detik, lalu diteteskan 1 tetes HCl 2N dan diamati
kembali. Terbentuknya busa yang stabil selama sekitar 10 menit menunjukkan hasil positif untuk
saponin.

Suji Steroid

Sebanyak 1 mL sampel ditempatkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2-3 tetes asam
asetat anhidrat dan diaduk perlahan hingga hampir kering. Selanjutnya 1-2 tetes asam sulfat pekat
ditambahkan. Perubahan warna dari hijau ke biru menandakan adanya senyawa steroid.

Uji Alkaloid

Sampel minuman probiotik dicampurkan dengan larutan HCI 2N dan air suling, lalu dipanaskan
dalam penangas air selama 2 menit. Setelah didinginkan dan disaring, tiga tetes filtrat dicampur
dengan dua tetes pereaksi Mayer. Endapan berwarna kuning mengindikasikan keberadaan alkaloid.
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Pengujian Total BAL dan Yeast

Sampel diencerkan hingga mencapai konsentrasi 107'° menggunakan larutan NaCl fisiologis.
Satu mL hasil pengenceran diinokulasikan pada media SDA yang mengandung khloramfenikol untuk
menghitung total yeast, serta pada media MRSA untuk enumerasi Bakteri Asam Laktat (BAL)
dengan teknik spread plate. Cawan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam, secara aerob
untuk perhitungan total yeast dan secara anaerob untuk BAL. Koloni yang muncul selanjutnya
dihitung menggunakan colony counter. Jumlah koloni yang dianggap valid mengacu pada standar
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 2007), yaitu berada
dalam rentang 30-300 koloni per cawan.

Pengujian Aktivitas Antimikroba

Uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi agar Kirby—Bauer terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella sp. Prosedur dimulai dengan peremajaan isolat bakteri
uji dalam 10 mL larutan garam fisiologis, kemudian kekeruhannya disesuaikan dengan standar
McFarland 0,5. Setelah itu, media NA dituangkan ke dalam cawan petri hingga memadat, lalu
permukaannya diinokulasi dengan suspensi bakteri menggunakan cotton swab steril. Kertas cakram
berdiameter 6 mm yang telah direndam dalam sampel minuman probiotik ditempatkan di atas
permukaan agar. Cawan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah masa inkubasi,
zona hambat diamati dan diukur sebagai area bening yang muncul di sekitar cakram (Harborne, 1987;
CLSI, 2021).

Penetapan Konsentrasu Hambat Minimum (KHM)

Pengujian KHM dalam penelitian ini dilakukan menggunakan metode dilusi cair.
Pengenceran dilakukan dengan mencampurkan minuman probiotik ke dalam akuades steril. Masing-
masing tabung reaksi untuk variasi konsentrasi diisi dengan 1 mL akuades steril, kemudian
ditambahkan 2 mL sampel probiotik untuk memperoleh konsentrasi bertingkat, yaitu 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, dan 50%. Setelah itu, 1 mL suspensi bakteri uji dimasukkan ke
setiap tabung yang berisi larutan probiotik pada berbagai konsentrasi tersebut. Seluruh tabung
kemudian diinkubasi selama 24 jam. Penentuan KHM dilakukan dengan mengamati tingkat
kejernihan larutan, di mana konsentrasi terendah yang menghasilkan tampilan paling jernih dianggap
sebagai konsentrasi minimum yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Balouri ef al., 2016).

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis dengan analisis varians (ANOVA) adalah analisis yang
digunakan pada riset ini. Analisis dilanjutkan dengan uji jarak berganda Duncan’s Multiple Range
Test (DMRT) apabila ditemukan perbedaan yang signifikan (p < 0,05).

HASIL
Skrining Fitokimia Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang

Tabel berikut menyajikan hasil skrining fitokimia pada kombucha daun sirsak dan kayu
secang yang meliputi identifikasi golongan senyawa bioaktif utama yang terbentuk selama proses
fermentasi terdapat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder pada Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang
(Identification of Secondary Metabolites Compounds in Soursop Leaves and Secang Wood Kombucha).

Metabolit Sekunder HASIL
(Secondary Metabolites) (Result)
Alkaloid (alkaloid) +

Flavonoid (flavonoid) +
Tanin (tannin) +
Fenol (phenol) +

Steroid (streroid) +
Saponin (saponin) +

Keterangan: (+): Mengandung senyawa metabolit sekunder (-): Kombucha tidak mengandung senyawa metabolit
sekunder (Note: (+): Kombucha contains secondary metabolite compounds, (-): Kombucha does not contain secondary
metabolite compounds).

Berdasarkan hasil skrining fitokimia yang ditunjukkan pada Tabel 1 diketahui bahwa
minuman kombucha daun sirsak dan kayu secang mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, tanin,
fenol, steroid dan saponin.

Total Bakteri Asam Laktat (BAL) dan Yeast Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang

Tabel 2 menunjukkan kandungan total Bakteri Asam Laktat (BAL) dan yeast pada
kombucha daun sirsak dan kayu secang, yang menjadi indikator aktivitas fermentasi dan kualitas
mikrobiologis kombucha.

Tabel 2. Total Bakteri Asam Laktat (BAL) dan Yeast pada Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang (7Total
Lactic Acid Bacteria (LAB) and Yeast of Soursop Leaves and Secang Wood Kombucha).

Perlakuan Total Bakteri Asam Laktat Total Yeast
(Treatment) (Total Number of Lactic Acid Bacteria) (Total Number of Yeast)
(CFU/ml) (CFU/ml)
P1D1 1,6 x 10°£0,12 3,2x10° £0,05

PID2 6,3x 100,18 1,6 x 10°£0,21
PI1D3 1,3 x 106+ 0,25 2,0x 106+ 0,28
P1D4 3,2 x 102+ 0,20 1,0 x 102+ 0,29
P2DI1 2,0x 103+ 0,11 4,0x 103+ 0,19
P2D2 7.9 x 10*+ 0,20 2,0x 10°+0,14
P2D3 1,6 x 106+ 0,24 2,5% 106+ 0,22
P2D4 4,0x 102+ 0,18 1,3x 102+ 0,27
P3DI 2,5%x 103+ 0,10 5,0 x 103+ 0,20
P3D2 1,0x 10°+0,19 32x10°+0,13
P3D3 2,0x 106+ 0,22 3,2x 106+ 0,23
P3D4 5,0x 10*+ 0,21 1,6x 10°+0,18

Keterangan (Description): Data disajikan dalam bentuk colony forming units (CFU/mL) dan ditampilkan sebagai nilai
rata-rata 3 ulangan + standar deviasi (Data are presented in the unit of colony forming units (CFU/mL)) and are
displayed as the average value of 3 replicates + standard deviation).

Populasi BAL dan yeast pada fermentasi 0 hari (D1) relatif rendah sekitar 10> CFU/mL.
Populasi mikroba meningkat secara signifikan mencapai 10* CFU/mL pada hari ke 4 fermentasi (D2).
Kedua jenis mikroba mencapai jumlah tertinggi dan paling optimal pada hari ke 8 fermentasi (D3),
yaitu mencapai 10° CFU/mL yang mengindikasikan periode fermentasi optimal. Pada hari ke 12
fermentasi (D4), populasi BAL dan yeast menurun hingga mencapai 10* CFU/mL yang menunjukkan
konsorsium ini menuju death phase. Secara konsisten, perlakuan P3 menunjukkan jumlah BAL dan
yeast yang sedikit lebih tinggi dibandingkan P1 dan P2 pada hampir semua tahapan fermentasi,
terutama pada puncak fermentasi hari ke delapan (D3). Pada perlakuan P3D3 populasi BAL optimal
tercatat sebesar 2,0 x 10° CFU/mL dan populasi yeast sebesar 3,2 x 105 CFU/mL
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Aktivitas Antimikroba Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang
Tabel 3 menunjukkan rerata daya hambat kombucha daun sirsak dan kayu secang terhadap
pertumbuhan bakteri uji.

Tabel 3. Rerata Daya Hambat Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang Terhadap Pertumbuhan Bakteri E.
coli dan S. aureus (Mean of Zone Inhibition of Kombucha from Soursop Leaves and Secang Wood against E.
coli and S. aureus).

Peralakuan Zona Hambat E. coli Zona Hambat S.aureus
(Treatment) (Inhibition of E. coli) (Inhibition of S.aureus)
(mm) (mm)

P1D1 0,0 £ 0,000 0,0 + 0,000
P1D2 3,0 £ 0,000° 3,7+0,577°
P1D3 8,0 +£0,000° 10,0 +£0,000¢
P1D4 7,7+0,577° 9,3+0,577¢
P2D1 0,0 £ 0,000? 0,0 + 0,000?
P2D2 3,3£0,577° 43 +0,577%
P2D3 10,3 +0,577¢ 14,0 £ 0,000°
P2D4 9,0 = 0,000¢ 12,3 +£0,577¢
P3D1 0,0 £ 0,000? 0,0 + 0,000?
P3D2 3,7+£0,577° 4,7+0,577°
P3D3 12,7+ 0,577¢ 15,7+ 0,577¢
P3D4 11,7+0,577" 14,3 +0,577"

Keterangan (Note): Huruf yang berbeda pada notasi menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar perlakuan
(P<0,05) berdasarkan uji lanjut Duncan (Different letters in the notation indicate significant differences between
treatments (P<0.05) based on Duncan's further test).

Hasil uji aktivitas antimikroba kombucha daun sirsak dan kayu secang pada E.coli,
menunjukkan diameter zona hambat berkisar antara 0,0-12,7 mm. Diameter zona hambat terendah
(0,0 mm) pada perlakuan P1D1, P2D1, dan P3D1, sedangkan diameter zona hambat tertinggi (12,7
mm) didapatkan pada perlakuan P3D3. Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan dan waktu
fermentasi, juga interaksi antara kedua faktor berpengaruh nyata (p<0,05) pada aktivitas antibakteri
terhadap E.coli.

Diameter daerah hambat kombucha daun sirsak dan kayu secang pada S.aureus berkisar
antara 0,0-15,7 mm. Diameter zona hambat terendah (0,0 mm) didapatkan pada perlakuan P1DI,
P2D1, dan P3D1, sedangkan diameter zona hambat terbesar didapatkan pada perlakuan P3D3 dengan
nilai 15,7 mm. Hasil menunjukkan bahwa formulasi dan waktu fermentasi berpengaruh signifikan
(p<0,05) terhadap diameter zona hambat terhadap S.aureus. Selain itu, interaksi antara kedua faktor
tersebut juga menunjukkan pengaruh yang signifikan (p<0,05) terhadap diameter zona hambat
S.aureus
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Penentuan Konsentrasu Hambat Minimum (KHM)
Tabel 4 dan 5, menunjukkan nilai KHM kombucha terhadap penghambatan pertumbuhan
bakteri E. coli dan S. aureus

Tabel 4. Nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang Terhadap E.
coli (Minimum inhibitory concentration of Kombucha Soursop Leaves and Secang Wood Against E. coli).

Konsentrasi Pertumbuhan Bakteri
(Concentration) (Bacterial Growth)
P3D3 P3D4
Kontrol positif - -
(Positive control)
50% - -
40% - +
30% + +
20% + +
10% + +
Kontrol negatif + +

(Negative control)

Keterangan (Description): (+): Menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri, (-): Tidak terdapat pertumbuhan bakteri.
P3D3: 70% daun sirsak dan 30% kayu secang dengan waktu fermentasi 8 hari, P3D4: 70% daun sirsak dan 30% kayu secang dengan
fermentasi 12 hari ((+): showed bacteria growth, (-): No bacterial growth, P3D3: 70% soursop leaves and 30% secang wood with a
fermentation time of 8 days, P3D4: 70% soursop leaves and 30% secang wood with a fermentation time of 12 days).

Tabel 4 menunjukkan perlakuan P3D3 (70% daun sirsak: 30% kayu secang, fermentasi 8 hart)
mampu menghambat pertembuhan E. coli pada konsentrasi 40%, dengan nilai KHM 40% terhadap
E. coli. Perlakuan P3D4 (70% daun sirsak : 30% kayu secang, fermentasi 12 hari) pada konsentrasi
50% menunjukkan tidak adanya pertumbuhan E. coli, sedangkan bakteri E.coli masih menunjukkan
pertumbuhan pada konsentrasi < 40%.

Tabel 5. Nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) Kombucha Daun Sirsak dan Kayu Secang Terhadap S.
aureus (Minimum inhibitory Concentration (MIC) of Kombucha Soursop Leaves and Secang Wood Against
S. aureus).

Konsentrasi Pertumbuhan Bakteri
(Concentration) (Bacterial Growth)
P3D3 P3D4
Kontrol positif - -
(Positive control)
50% - -
40% - -
30% -
20% -
10% +
Kontrol negatif +
(Negative control)
Keterangan (Description): (+): Menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri, (-): Tidak terdapat pertumbuhan bakteri. P3D3: 70% daun
sirsak dan 30% kayu secang dengan waktu fermentasi 8 hari, P3D4: 70% daun sirsak dan 30% kayu secang dengan fermentasi 12 hari
((+): showed bacteria growth, (-): No bacterial growth, P3D3: 70% soursop leaves and 30% secang wood with a fermentation time of
8 days, P3D4: 70% soursop leaves and 30% secang wood with a fermentation time of 12 days).

+ o+ o+

Tabel 5 menunjukkan bahwa perlakuan P3D3 (70% daun sirsak : 30% kayu secang dengan
waktu fermentasi 8 hari) pada konsentrasi 20% mampu menghambat pertumbuhan S. aureus,
sehingga nilai KHM kombucha P3D3 terhadap S. aureus adalah 20%. Perlakuan P3D4 (70% daun
sirsak : 30% kayu secang dengan fermentasi 12 hari) pada konsentrasi 30% bakteri tidak tumbuh.
Pada konsentrasi 20% dan 10%, media masih tampak keruh, menunjukkan bahwa S. aureus tetap
dapat tumbuh pada kedua konsentrasi tersebut.
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PEMBAHASAN

Hasil skrining fitokimia pada Tabel 1 menunjukkan bahwa kombucha daun sirsak dan kayu
secang mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, fenol, steroid dan saponin. Keenam
golongan senyawa ini dikenal luas memiliki aktivitas antioksidan dan berbagai khasiat farmakologis
lainnya (Vitas et al.,2013). Deteksi keberadaan senyawa-senyawa fitokimia ini sangat krusial karena
berhubungan langsung dengan potensi aktivitas biologis dan manfaat kesehatan suatu produk alami.

Alkaloid adalah senyawa organik yang umumnya mengandung atom nitrogen dalam struktur
heterosiklik. Senyawa ini ditemukan pada tanaman sebagai metabolit sekunder dengan aktivitas
analgesik, antiinflamsi, antikanker, antihipertensi dan antimikroba (Owolabi et al. 2013). Flavonoid
adalah kelompok polifenol yang banyak ditemukan pada tumbuhan dan mempunyai aktivitas
antioksidan kuat yang dapat menetralkan radikal bebas, mengurangi stres oksidatif, dan memiliki
sifat anti-inflamasi serta antikanker (Panche et al., 2016). Tanin juga merupakan senyawa polifenol
yang memberikan rasa pahit atau sepat (astringent). Tanin dikenal memiliki aktivitas antioksidan dan
antimikroba, serta kemampuan mengikat protein yang berkontribusi pada efek kesehatan, seperti
pencegahan penyakit degeneratif melalui penangkalan radikal bebas (Jayabalan et al., 2008).
Senyawa fenol merupakan kelompok besar metabolit sekunder tumbuhan yang secara umum
memiliki kapasitas antioksidan tinggi. Fermentasi kombucha dapat meningkatkan ketersediaan dan
bioaktivitas senyawa fenol karena aktivitas enzimatis mikroorganisme dapat memecah glikosida
fenolik dan melepaskan senyawa fenol bebas (Pham et al., 2014). Saponin adalah glikosida
triterpenoid atau steroid yang dilaporkan memiliki aktivitas antiinflamasi, imunomodulator,
antikanker, antikolesterol dan antimikroba dengan mengikat sterol pada membran, sehingga
meningkatkan permeabilitas membran sel mikroba bakteri. Proses fermentasi kombucha oleh kultur
simbiosis bakteri dan yeast (SCOBY) mampu memodifikasi serta meningkatkan kandungan serta
bioavailabilitas senyawa fenolik dan flavonoid dari bahan baku yang digunakan. Perubahan biokimia
selama fermentasi ini juga dapat menghasilkan senyawa turunan baru yang memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan bahan asalnya (Wang et al., 2024).

Berdasarkan Tabel 2 menunjukkan bahwa, jumlah BAL dan yeast pada kombucha daun sirsak
dan kayu secang memperlihatkan dinamika yang khas selama proses fermentasi. Pada fermentasi hari
ke-0 (D1), populasi BAL dan yeast masih rendah, berkisar antara 10°-10* CFU/mL. Nilai ini
menunjukkan fase adaptasi mikroba (lag phase), di mana BAL maupun yeast mulai menyesuaikan
diri dengan lingkungan fermentasi yang mengandung nutrisi dari substrat daun sirsak dan kayu
secang (Marsh et al., 2014). Memasuki hari ke-4 (D2), jumlah BAL meningkat hingga kisaran 10*—
10° CFU/mL, sementara yeast juga meningkat menjadi 10* CFU/mL. Peningkatan ini disebabkan
oleh aktivitas yeast dalam menguraikan sukrosa menjadi etanol dan CO., yang selanjutnya
dimanfaatkan oleh BAL dan bakteri asam asetat untuk menghasilkan berbagai asam organik
(Jayabalan et al., 2014). Pada hari ke-8 (D3), populasi BAL dan yeast mencapai puncaknya dengan
jumlah populasi 10 CFU/mL. Kondisi ini menunjukkan bahwa mikroba berada pada fase
eksponensial. Namun, pada hari ke-12 (D4), terjadi penurunan jumlah BAL maupun yeast secara
drastis mencapai 10* CFU/mL. Hal ini berkaitan erat dengan kondisi fermentasi yang semakin asam
(pH 2,7-2,9), sehingga hanya mikroba asidofilik yang mampu bertahan. Lingkungan asam ekstrem
menghambat pertumbuhan sebagian besar mikroorganisme dan menyebabkan populasi mikroba
patogen menurun (Villarreal ef al., 2018). Wistiana & Zubaidah (2015), melaporkan hasil serupa,
dimana total BAL pada berbagai jenis daun teh kaya fenol mencapai puncak pada hari ke-8
fermentasi, dengan nilai mencapai 9,90 x 10° CFU/mL dan menurun pada hari ke-14. Villarreal et al.
(2018), menambahkan bahwa dinamika komunitas mikroba dan prilaku metabolit selama fermentasi
menunjukkan puncaknya pada pertengahan siklus fermentasi dengan rentang waktu 7 sampai 10 hari.

FAO/WHO menyebutkan bahwa produk makanan/minuman yang mengandung probiotik
sebaiknya memiliki > 10° CFU/mL untuk mendapatkan efek kesehatan yang optimal. Berdasarkan
hal tersebut, maka produk ini telah memenuhi standar sebagai minuman probiotik yang diharapkan
dapat memberikan efek menyehatkan pada saluran cerna. BAL dalam saluran pencernaan dapat
menghambat patogen, memproduksi metabolit bioaktif dan modulasi metabolik, memperbaiki
integritas barrier mukosa serta menstimulasi produksi imun lokal seperti IgA, dan sitokin (Ren et al.,
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2018). Perlakuan P1 (90% daun sirsak : 10% kayu secang), P2 (80% daun sirsak : 20% kayu secang),
dan P3 (70% daun sirsak : 30% kayu secang) menunjukkan pola pertumbuhan yang relatif sama.
Meskipun demikian, P3 yang mengandung kayu secang lebih tinggi cenderung mendukung
pertumbuhan BAL dan yeast sedikit lebih besar pada puncak fermentasi hari ke 8. Hal ini dapat
dikaitkan dengan keberadaan senyawa polifenol dan brazilin dalam kayu secang yang berperan
sebagai sumber nutrisi tambahan bagi mikroba, selain berfungsi sebagai antioksidan (Ekawati et al.,
2024). Berdasarkan hasil ini dapat ditunjukkan bahwa proses fermentasi kombucha daun sirsak dan
kayu secang mengikuti pola umum fermentasi kombucha, yaitu populasi mikroba meningkat pada
awal hingga pertengahan fermentasi, mencapai puncak pada hari ke-8, dan menurun kembali pada
akhir fermentasi akibat kondisi lingkungan yang terlalu asam. Dinamika ini sangat penting karena
memengaruhi pembentukan karakteristik sensoris, keamanan, dan potensi fungsional kombucha
termasuk aktivitas antibakterinya.

Aktivitas antibakteri kombucha daun sirsak dan kayu secang menunjukkan perbedaan yang
nyata pada setiap formulasi serta lama fermentasi. Pada fermentasi 0 hari (D1), semua perlakuan
(P1D1,P2D1, P3D1) tidak menunjukkan adanya zona hambat baik terhadap E. coli (Tabel 3) maupun
S. aureus (Tabel 4). Hal ini disebabkan karena pada awal fermentasi pertumbuhan konsorsium
mikroba dalam kombucha yang berperan dalam pembentukan senyawa antibakteri belum tumbuh
optimal, sehingga senyawa metabolit sekunder (asam organik, polifenol, flavonoid, dan senyawa
fenolik) belum terbentuk dalam jumlah yang signifikan (Sintyadewi et al., 2023).

Aktivitas antibakteri mulai muncul pada fermentasi 4 hari (D2) dengan zona hambat berkisar
antara 3,1-4,8 mm. Hal ini mengindikasikan bahwa proses fermentasi mulai menghasilkan metabolit
yang bersifat sebagai antimikroba seperti asam asetat, asam glukonat, serta senyawa polifenol
terdegradasi yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Kadyan et al, 2021).
Peningkatan aktivitas antibakteri yang lebih nyata terlihat pada fermentasi 8 hari (D3), yaitu pada
perlakuan P3D3 (70% daun sirsak : 30% kayu secang). Zona hambat yang ditunjukkan pada
perlakuan P3D3 terhadap E. coli mencapai 12,7 mm dan terhadap S. aureus sebesar 15,7 mm yang
menunjukkan bahwa proporsi kayu secang dan lama waktu fermentasi mempengaruhi aktivitas
antibakteri dari minuman probiotik ini. Sintyadewi et al. (2023), melaporkan hal serupa dimana
aktivitas aktibakteri kombucha bunga kecombrang terhadap patogen saluran pencernaan paling
optimal terjadi pada fermentasi 9 hari dengan daya hambat sebesar 12,0 mm terhadap Escherichia
coli, 11,5 mm terhadap Salmonella thypimurium dan 14,5 mm terhadap Staphylococcus aureus. Pada
fermentasi 9 hari, konsorsium mikroba dalam kombucha berada pada fase eksponensial menuju fase
stationer. Menurut Ruiz ef al. (2010), bakteri umumnya menghasilkan senyawa metabolit sekunder
(asam asetat, asam laktat, etanol, diasetil, dan karbondioksida) yang bersifat antibakteri pada fase
eksponensia sampai menuju fase stationer.

Kayu secang diketahui mengandung senyawa aktif seperti brazilin yang memiliki sifat
antibakteri melalui mekanisme penghambatan sintesis dinding sel dan perusakan membran bakteri
(Kusmita et al., 2020). Mekanisme penghambatan lain diduga juga disebabkan oleh kandungan
metabolit sekunder (alkaloid, flavonoid, tanin, fenol, dan terpenoid) yang terkadung dalam minuman
probiotik ini seperti yang ditunjukkan pada hasil skrining fitokimia (Tabel 1). Menurut Arifin &
Ibrahim (2019), tanin dan fenol menunjukkan aktivitas antibakteri yang cukup kuat melalui
mekanisme denaturasi protein dan gangguan permeabilitas serta inhibisi enzim pencernaan. Mamta
et al., (2013), melaporkan bahwa senyawa terpenoid termasuk monoterpene dan seskuiterpen
merupakan antibakteri alami yang bekerja melalui dirupsi dinding sel, inhibisi proses respirasi bakteri
serta menganggu komponen hidrofobik membran sel bakteri. Arifin & Ibrahim (2019),
menambahkan bahwa senyawa flavonoid yang terkandung dalam sampel dapat berinteraksi dengan
lipid membran sehingga meningkatkan permeabilitas dan menyebabkan kebocoran isi sel bakteri.
Senyawa ini lebih efektif terhadap bakteri Gram positif (S. aureus) yang memiliki struktur membran
yang lebih sederhana dibandingkan dengan E. coli. Hal ini selaras dengan hasil penelitian yang telah
dilakukan, di mana rerata diameter zona hambat pada S. aureus cenderung lebih besar dibandingkan
E. coli pada semua perlakuan, meskipun secara statistik perbedaan tersebut tidak menunjukkan hasil
yang signifikan (p > 0,05). Hal ini mengindikasikan bahwa senyawa aktif dalam minuman probiotik
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kayu secang memiliki potensi antibakteri yang relatif setara dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Gram positif maupun Gram negatif pada konsentrasi yang diuji.

Tabel 2 menunjukkan bahwa meningkatnya populasi BAL dan yeast selama fermentasi
kombucha berkorelasi postif dengan meningkatnya aktivitas antibakteri terhadap patogen saluran
cerna E. coli dan S. aureus. Pada perlakuan P3D3 korelasi ini ditunjukkan dengan pertumbuhan
populasi BAL dan yeast yang optimal seiring dengan rerata zona hambat yang tinggi pada kedua
bakteri uji. Bakteri asam laktat mendominasi fase fermentasi kombucha setelah koloni SCOBY,
menghasilkan asam organik yang menekan pH hingga <4, menciptakan lingkungan asam yang toksik
bagi E. coli (Gram-negatif) dan S. aureus (Gram-positif) (Sanwal et al., 2023). Populasi BAL
meningkat signifikan pada fermentasi hari ke-7 hingga 14, berkontribusi pada kompetisi nutrisi dan
produksi bakteriosin yang merusak dinding sel bakteri patogen. Beberapa strain BAL (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus spp.) menghasilkan bacteriosin yang mampu menghambat bakteri Gram-
positif (S. aureus) dan Gram-negatif baik secara langsung maupun dengan meningkatkan kerentanan
permeabilisasi membran terhadap asam. Produksi bacteriosin ini berkorelasi dengan jumlah atau
aktivitas BAL (Zhu & Zhang., 2020). Menurut Al-Mohammadi et al. (2021), beberapa BAL
menghasilkan H20. sebagai produk samping metabolisme, yang bersifat toksik bagi bakteri patogen
dan memperkuat efek asam. Mikrobiota kombucha dapat memodifikasi polifenol yang terkandung
dalam bahan baku menjadi metabolit yang memiliki aktivitas antimikroba lebih tinggi, sehingga
seiring fermentasi dan dengan meningkatnya populasi BAL maka komponen fenolik aktif dapat
bertambah. Hasil serupa juga dilaporkan oleh Sintyadewi et al. (2023), yang melaporkan bahwa
aktivitas antibakteri kombucha bunga kecombrang sejalan dengan peningkatan populasi BAL serta
dipengaruhi oleh lama waktu fermentasi.

Formulasi P3D3 dan P3D4 dari penelitian ini menunjukkan hasil rerata zona hambat terbesar,
sehingga kedua formulasi ini diuji lanjut untuk menentukan nilai konsentrasi hambat minimum
(KHM) untuk mengetahui potensi antibakterinya. Tabel 5 menunjukkan perbedaan nilai KHM pada
kedua formulasi tersebut, yang mengindikasikan bahwa kedua formulasi memiliki tingkat efektivitas
yang berbeda dalam menghambat bakteri uji E. coli dan S. aureus. Formulasi dengan nilai KHM
lebih rendah menunjukkan efektivitas antibakteri yang lebih kuat secara nyata. Perbedaan KHM
antara P3D3 (8 hari fermentasi) dan P3D4 (12 hari fermentasi) dapat disebabkan oleh dinamika
metabolit bioaktif selama proses fermentasi. Pada fermentasi 8 hari, akumulasi senyawa antibakteri
seperti asam organik (asam asetat, asam glukonat), polifenol, flavonoid, dan senyawa fenolik
terdegradasi berada pada konsentrasi optimal sehingga efektivitas antibakterinya lebih tinggi
(Villarreal et al., 2018). Namun, setelah fermentasi diperpanjang hingga hari ke-12, kondisi medium
menjadi lebih asam dengan penurunan kadar nutrien. Hal ini dapat memicu degradasi sebagian
senyawa antibakteri atau terbentuknya metabolit sekunder yang justru menurunkan efektivitas
penghambatan (Greewalt, 2020). Hasil uji penetapan nilai KHM menunjukkan kombucha daun sirsak
dan kayu secang lebih efektif dalam menghambat pertumbuhan S. aureus dibandingkan E. coli (Tabel
5). Hal ini disebabkan karena perbedaan struktur dinding sel bakteri Gram positif (S. aureus) yang
lebih sederhana sehingga lebih rentan terhadap serangan senyawa fenolik, flavonoid, asam organik,
dan metabolit sekunder dari kombucha. Sebaliknya, E. coli sebagai Gram negatif memiliki lapisan
lipopolisakarida (LPS) yang lebih kompleks dan mampu menjadi penghalang masuknya senyawa
antibakteri (Cushnie & Lamb, 2011).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fermentasi kombucha daun sirsak dan kayu secang
mampu meningkatkan populasi BAL hingga menjapai kisaran 10° CFU/ml, yang memenuhi standar
minimal untuk dikategorikan sebagai minuman probiotik. Kenaikan populasi BAL ini berkontribusi
signifikan terhadap peningkatan aktivitas antibakteri terhadap E. coli dan S. aureus melalui produksi
asam organik, hidrogen peroksida, transformasi senyawa fenolik, serta kemungkinan pembentukan
bacteriosin. Hasil penelitian ini menegaskan bahwa kombucha daun sirsak dan kayu secang memiliki
potensi besar sebagai minuman probiotik yang tidak hanya memenubhi kriteria jumlah mikroba hidup,
tetapi juga menunjukkan aktivitas antibakteri yang relevan untuk mendukung kesehatan saluran
cerna. Dengan demikian, formulasi kombucha ini berpeluang dikembangkan lebih lanjut sebagai
minuman fungsional dengan manfaat biologis yang terverifikasi secara ilmiah.
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KESIMPULAN

Formulasi P3D3 dengan komposisi 70% daun sirsak dan 30% kayu secang yang difermentasi
selama 8 hari dapat disimpulkan sebagai formulasi terbaik. Formulasi ini memiliki potensi sebagai
minuman probiotik dengan total bakteri asam laktat (BAL) dan yeast masing-masing sebesar 2,0
10° CFU/mL dan 3,2 x 10° CFU/mL. Formulasi P3D3 juga menunjukkan aktivitas antibakteri
tertinggi yang ditunjukkan oleh zona hambat 12,7 mm terhadap E. coli dan 15,7 mm terhadap S.
aureus. Nilai KHM pada perlakuan P3D3 mampu menghambat pertumbuhan E. coli dan S. aureus
berturut-turut sebesar 40% dan 20%. Skrining fitokimia mengonfirmasi adanya senyawa alkaloid,
flavonoid, tanin, fenol, steroid dan saponin pada kombucha daun sirsak dan kayu secang yang diduga
kuat berkontribusi terhadap bioaktivitasnya.
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