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ABSTRACT

Kombucha is one type of traditional fresh drink derived from
fermented sweet tea water for 7-10 days. Bacteria play a role in the
kombucha fermentation process are acetic acid acid bacteria and
lactic acid bacteria. This study aims to isolation and identification
lactic acid bacteria that play a role in the kombucha rosella
fermentation. The study was conducted using De Man, Rogosa and
Sharpe media to add CaCO; 1 %. Colonies that grow and provide
clear zones are purified several times to obtain uniform colonies
morphologically and biochemically. The 18 isolates identified 8
isolates that have the characteristics of lactic acid bacteria. Analysis
with AP1 50CH KIT identified 4 isolates from the genera Lactobacillus
and 4 isolates from the genus Lactococcus.
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PENDAHULUAN

Kombucha merupakan salah satu jenis
minuman segar tradisional yang dihasilkan
dari proses fermentasi air teh manis selama
7-10 hari dengan bantuan pertumbuhan
simbiosis antara yeast dan bakteri,
mengandung alkohol +0,5-1 % dan pH
+3-5,5 (Naland, 2004).

Kombucha merupakan fermentasi teh
manis dengan bantuan simbiosis bakteri
dan yeast. Interaksi mikroorganisme ini
menghasilkan  selapis selulosa pada
permukaan teh fermentasi. Semakin lama,
lapisan semakin tebal. Komponen kultur
bakteri dipelajari lebih jauh untuk
membandingkan spesies yang berperan,
diantaranya Bakteri asam asetat. Pada masa
sekarang, bakteri asam laktat dilaporkan
meningkat sampai 30 % dari populasi
kultur kombucha (Marsh et al., 2014; Yang
etal., 2010).

Teh kombucha dipercaya oleh
penyuka kombucha dunia, memiliki
manfaat bagi  kesehatan.  Sebagian
penelitian, hanya mempelajari dengan

menggunakan model percobaan dan belum
banyak bukti ilmiah pendukung yang
menggunakan manusia sebagai model.
Penelitian yang berkembang tentang efek
antimikrobia, antioksidan, hepatoprotektif
dan antikanker. Efek kombucha dilaporkan
berdasarkan kesaksian dari penyuka
kombucha.

Jamur teh atau kombucha merupakan
simbiosis antara bakteri asam asetat dan
spesies yeast osmofilik di lapisan yang
ditemukan pada fermentasi teh manis.
Komposisi mikrobia yang tepat pada
kombucha tidak bisa spesifik ditentukan,
karena bervariasi tergantung sumber
karbon dan inokulum dalam fermentasi
teh.

Lapisan selulosa yang terbentuk
selama fermentasi oleh Acetobacter
xylinum tampak sebagai lembaran tipis
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pada permukaan teh, dimana massa sel
bakteri dan yeast terbentuk. Kultur
campuran mikroorganisme dan selulosa
dimungkinkan disebut dengan jamur teh.
Lapisan biofilm mikroorganisme
kombucha mengambang di permukaan teh
dan mirip dengan lapisan atas jamur
(Watawana et al.,, 2015). Membran
selulosa mempertahankan mikroorganisme
di permukaan, sehingga memungkinkan
ketersediaan oksigen yang cukup untuk
pengembangan dan melindungi
mikroorganisme dalam kombucha dari
sinar UV yang berasal dari matahari (Leal
etal., 2018).

Vina et al. (2013), menyatakan bahwa
variabel fermentasi proses, seperti waktu,
suhu dan konsentrasi sukrosa,  akan
mempengaruhi konsentrasi produk akhir
zat organik seperti asam dan pH. Asam
organik diproduksi selama proses, yang
menyebabkan kurangnya oksigen
menginduksi keasaman. Turunnya pH akan
menekan jumlah sel patogen, sehingga
menghasilkan  minuman yang aman
dikonsumsi.

Beberapa faktor berperan penting
dalam konsentrasi kandungan kombucha,
salah satunya adalah suhu. Penelitian Fu et
al. (2014) menyatakan bahwa menyimpan
kombucha pada suhu 4 °C akan
menurunkan kandungan asam asetat dari
9,3x10® CFU/mI menjadi 3,4x10® CFU/mI
selama 14 hari, sedangkan asam laktat
menurun secara signifikan sebesar 0,98 %
setelah 8 hari penyimpanan. Penelitan
Suharja  dan Henriksson (2012)
melaporkan bahwa yeast mempunyai
pengaruh positif pada kelangsungan hidup
bakteri asam laktat pada suhu 30 °C tetapi
tidak pada suhu 12 °C. Fu et al. (2014),
menyatakan bahwa pada suhu rendah (4
°C) dimungkinkan akan mempengaruhi
efek positif yeast terhadap bakteri asam
laktat dan menurunkan tingkat
kelangsungan hidupnya.
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Bakteri dan yeast osmofil yang
diinokulasi pada kombucha, memainkan
peran dalam pertumbuhan jamur teh pada
kombucha. Mikroorganisme menggunakan
sukrosa sebagai sumber karbon, bakteri
asam asetat  (Acetobacter  xylinum)
membentuk jaringan selulosa sebagai
senyawa metabolit. Simbiotik bakteri dan
yeast akan menempel pada lapisan selulosa
(biofilm) membentuk membrane gel yang
semakin tebal (Leal et al., 2018).

Marsh et al. (2014) melaporkan
bahwa terdapat 5 bakteri dominan dalam 5
sampel kombucha (2 dari Kanada dan 1
masing-masing dari Irlandia, Amerika
Serikat dan Inggris). Bakteri dominan
tersebut adalah genera Gluconacetibacter
(lebih dari 85 % sampel), dan
Lactobacillus (sampai 30 % sampel).
Acetobacter ditemukan dalam jumlah yang
sangat sedikit (kurang dari 2 %).
Gluconacetobacter sp A4 memiliki
kemampuan kuat dalam menghasilkan D-
sacharic acid -1,4 lactone (DSL) dan
merupakan spesies bakteri fungsional
utama yang terisolasi dari Kombucha
(Yang et al., 2010).

Yeast dan bakteri terlibat dalam
aktivitas metabolisme dalam penggunaan

substrat yang  berbeda-beda. Ragi
menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa
dan fruktosa oleh invertase dan
menghasilkan  etanol  melalui  jalur
glikolisis, dengan fruktosa sebagai
substrat. Bakteri asam asetat
memanfaatkan glukosa untuk

menghasilkan asam glukonat dan etanol
untuk menghasilkan asam asetat. Nilai pH
kombucha akan menurun karena produksi
asam  organik  selama  fermentasi
(Jayabalan et al., 2014).

Selama fermentasi, terjadi degradasi
komponen dalam teh sebagai substrat.
Wang et al. (2010) meneliti tentang
kandungan DSL (D-sacharic acid -1,4
lactone) dari kombucha, yang berkisar
57,99 (sampel dari rumah tangga) sampai
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132,72 ug/ml (sampel dari laboratorium).
Yang et al. (2010), menyatakan bahwa
terjadi  peningkatan kandungan DSL
selama 8 hari fermentasi, setelah tercapai
maksimal  akan  diikuti  penurunan
kandungan DSL sampai akhir fermentasi.
Peneliti menyimpulkan bahwa bakteri
asam laktat memiliki efek positif pada
produksi DSL, dalam simbiosisnya dengan
Gluconacetobacter sp A4.

Komposisi dalam kombucha
menunjukkan adanya banyak senyawa di
dalamnya, dan tergantung pada substrat
kombucha, waktu dan suhu proses, serta
mikroorganisme yang ada pada starter.
Beberapa penelitian telah dilakukan
dengan pembuatan kombucha dengan
berbagai substrat, seperti anggur merah,
ekstrak Yerusalem artichoke, susu, whey,
daun pepermint dan lain sebagainya.
Varietas daun teh yang berbeda, jenis
bahan baku, jumlah gula, waktu fermentasi

dan  komposisi  jamur teh, akan
memberikan perbedaan komposisi
kombucha dan  aktivitas  biologis

kombucha (Jayabalan et al., 2014).

Hasil penelitian Nguyen et al. (2015),
tentang suplementasi bakteri asam laktat
dari kefir selama fermentasi kombucha
menunjukkan bahwa terjadi peningkatan
fungsi biologi selama fermentasi, antara
lain  meningkatkan  produksi  asam
glukoronat, = meningkatkan  aktivitas
antibakteri dan antioksidan dari kombucha.
Puspawati (2016), telah mengisolasi
bakteri yang terindikasi sebagai bakteri
asam laktat dari kombucha teh. 20 isolat
yang diperoleh 15 isolat resisten terhadap
pH rendah dan 13 isolat resisten terhadap
bile salt. Isolat tersebut berpotensi untuk
dikembangkan sebagai kandidat probiotik
yang memberikan  kontribusi  untuk
kesehatan saluran pencernaan.

Berdasarkan hasil penelitian
sebelumnya, bahwa perlu digali lagi
tentang mikroorganisme yang berperan
dalam fermentasi kombucha, terutama
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kombucha dengan bahan baku rosella.
Perbedaan substrat akan menghasilkan
komposisi kimia dan mikroorganisme yang
berbeda dari kombucha. Penelitian ini
bertujuan mengisolasi dan
mengidentifikasi bakteri asam laktat yang

berperan selama fermentasi kombucha
rosella.
METODE
Bahan
Bahan yang digunakan dalam

penelitian ini adalah kelopak bunga rosella
(diperoleh dari pasar tradisonal di Solo),

starter ~ kombucha  (diperoleh  dari
perusahaan Indokombu, Bandung),
DeMan, Rogosa and Sharpe (MRS)

merck, agar, CaCOs (merck) , APl 50CH
Kit (Biomeriux, France) , bahan untuk
pengecatan gram bakteri, dan bahan
penunjang analisis lainnya.

Preparasi sampel

Preparasi sampel (gambar 2) sebagai
berikut kombucha rosella dibuat dari
fermentasi teh dari kelopak bunga rosella
(8 g/l) yang diseduh dengan air panas serta
ditambahkan gula 10 % (dari total cairan),
dan diaduk sampai homogeny serta

disaring. Seduahn rosela kemudian
disterilisasi (121 °C selama 15 menit).
Cairan  kelopak rosella  kemudian

didinginkan dan setelah dingin (45 °C),
ditambahkan jamur kombu 10 % dan
difermentasi selama 14 hari. Wadah
fermentasi menggunakan botol selai dan
ditutup dengan kain steril. Kondisi
fermentasi adalah pada suhu ruang serta
semi aerobic.

Isolasi dan pemurnian

Isolasi bakteri asam laktat dari
kombucha rosella dilakukan dengan
menggoreskan (streak plate) pada media
MRS agar ditambah dengan CaCOs 1 %
dan diinkubasi selama 2 hari. Koloni yang
menunjukkan zona jernih (clear zone)
dimurnikan lagi dengan media yang sama.
Pemurnian  (streak plate) dilakukan
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berulang sampai diperoleh koloni yang
seragam, kurang lebih 3 kali pemurnian.

Uji morfologi

Setelah koloni seragam, dilakukan uji
morfologi bentuk sel dan pengecatan gram
bakteri dengan cara sederhana. Bakteri
umur 18-24 jam diambil dan diletakkan
pada deckglass kemudian ditetesi methylen
blue, selanjutnya diamati di mikroskop.
Bentuk bakteri asam laktat adalah batang
atau bulat. Hal tersebut juga dlilakukan
untuk uji pengecatan gram, menggunakan
cairan gram A, gram B, gram C dan gram
D, selanjutnya diamati di mikroskop.
Koloni bakteri asam laktat berwarna ungu
saat dilakukan pewarnaan (Rahayu dan
Margino, 1997)

Uji biokimia

Uji biokimia terhadap isolat terduga
dilakukan dengan menumbuhkan isolat
pada beberapa kondisi suhu, pH dan kadar
garam (Rahayu dan Margino, 1997).
Selanjutnya isolat diuji secara fenotip
menggunakan kit yaitu APl 50CHL kit
(Biomeriux, France). Prinsip APl 50CHL
kit adalah asimilasi karbohidrat dan
fermentasi dengan 49 sumber karbon dan 1
lubang sebagai kontrol. Hasil dari reaksi,
akan dibandingkan dengan database

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kombucha dapat dibuat dari teh hijau,
teh oolong dan teh hitam. Tetapi untuk
tujuan pengobatan, paling baik
menggunakan teh hijau karena
mengandung lebih dari 36 % polifenol
sebagai komponen bioaktifnya
dibandingkan teh  hitam.  Senyawa
polifenol  tersebut berperan sebagai
penangkap radikal bebas hidroksil
sehingga tidak mengoksidasi lemak,
protein dan DNA dalam sel. Kandungan
polifenol sebagai senyawa antioksidan
inilah yang berkhasiat bagi kesehatan.

Selama proses fermentasi larutan teh
manis akan terjadi perubahan gula di dalam
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larutan teh tersebut menjadi berbagai jenis
asam, vitamin, dan alkohol. Potensi
antioksidan kombucha juga tidak lepas dari
peranan media air teh yang mengandung
senyawa-senyawa bermanfaat  seperti
polifenol, theofilin, flavonoid/metixantin,
tanin, vitamin C dan E, catechin serta
sejumlah mineral seperti Zn, Se, Mo, Ge
dan Mg.

Pengujian  isolat  meliputi  uji
morfologi, uji biokimia (pengecatan gram
dan katalase), uji pertumbuhan pada kadar
garam dan suhu tertentu. Tabel 1
menunjukkan hasil identifikasi bakteri
asam laktat pada kombucha rosella

Isolasi bakteri asam laktat

Penelitian ini diawali dengan isolasi
bakteri asam laktat. Koloni dari bakteri
tersebut akan menunjukkan zona jernih di
sekeliling koloni pada media MRS agar
ditambah CaCOs 1 % dan Natrium azida
(sebagai penghambat pertumbuhan bakteri
gram negatif). Kombucha rosella hasil
fermentasi digoreskan pada media MRS
agar, koloni yang menunjukkan zona jernih
dimurnikan dengan media yang sama,
sampai diperoleh koloni yang seragam dari
segi morfologi.

Gambar 1. Koloni bakteri asam laktat pada
media MRS+CaCos

Hasil pemurnian diperolah 18 isolat
murni yang diduga sebagai bakteri asam
laktat secara morfologis berbentuk bulat
dan batang, (tabel 1).
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Uji morfologi

Setelah dipastikan bahwa isolat masih
murni, dilakukan pengecatan gram isolat
dengan metode yang sederhana. Isolat
diinokulasi pada media MRS broth dengan
umur 18-24 jam, kemudian dilakukan
pewarnaan cat gram A, gram B, gram C
dan gram D. 18 isolat setelah dilakukan
pengecatan gram, 11 isolat menunjukkan
gram positif (+) sedang 9 isolat gram
negatif. Bakteri asam laktat merupakan
bakteri gram prositif. Selanjutnya, isolat
yang menunjukkan gram positif dilakukan
uji lanjutan yaitu uji pertumbuhan pada
beberapa kadar garam (6,5 % dan 18 %)
dan suhu pertumbuhan (37 °C dan 45 °C).
Hasil yang menunjukkan gram negatif
tidak diuji lebih lanjut, karena bakteri asam
laktat menunjukkan gram positif pada uji
pengecatan gram.

Uji katalase dilakukan bersamaan
dengan uji pengecatan gram. Bakteri asam
laktat menunjukkan katalase negatif. Uji
katalase dilakukan dengan menetesi kultur
dengan H202 3 %, katalase positif akan
menunjukkan gelembung setelah ditetesi.

Uji morfologi dilakukan bersamaan
dengan uji pengecatan gram. Uji morfologi
dilakukan pada isolat umur muda (18-24
jam), dengan cara menetesi 1 ose kultur
dengan metilen blue. Metilen blue akan
memperjelas bentuk bakteri. Bakteri asam
laktat memiliki ciri bentuk morfologi bulat,
bulat rantai, bulat berpasangan, batang,
batang rantai. Hasil uji morfologi padal8
isolat menunjukkan 4 isolat bentuk bulat
dan 14 isolat bentuk batang.

Uji Biokimia

Selanjutnya dilakukan uji
pertumbuhan isolat pada suhu 37 °C dan 45
°C. Hasil uji pertumbuhan pada suhu 37 °C
dan 45 °C menunjukkan 11 isolat, mampu
tumbuh pada suhu tersebut, yang
ditunjukkan oleh media pertumbuhan yang
keruh karena adanya pertumbuhan bakteri.
Bakteri asam laktat mampu tumbuh pada
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suhu 37 °C dan 45 °C, sehingga 11 isolat
semuanya merupakan bakteri asam laktat
(tabel 1).

Uji selanjutnya adalah uji
pertumbuhan pada kadar garam 6,5 % dan
18 %. Media yang digunakan adalah MRS
broth dengan kadar garam 6,5 % dan 18 %.
Hasil menunjukkan 8 isolat dari 11 isolat
mampu tumbuh pada kadar 6,5 %.
Sehingga diduga merupakan bakteri asam
laktat. Bakteri asam laktat mampu tumbuh
pada kadar garam yang tinggi, karena
sebagian besar bakteri asam terhambat
dengan adanya garam. Sedang kadar garam
18 % semua isolat tidak mampu tumbuh.
Gambar 7 menunjukkan pertumbuhan
isolat pada kadar garam 6,5 % dan 18 %.

Uji Fenotip dengan API 50 CHL kit

Berdasarkan hasil identifikasi (tabel
1), dari 18 isolat diperoleh 8 isolat yang
menunjukkan ciri-ciri bakteri asam laktat.
11 isolat bukan merupakan bakteri asam
laktat. Uji fenotip dilakukan dengan
menggunakan APl 50 CHL Kkit, yaitu
dengan meneteskan 1 ml isolat (umur 24
jam) pada sumuran APl 50 CHL Kkit.
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Sumuran API 50 CHL kit terdiri dari 50
sumuran dengan 49 macam sumber karbon
dan 1 sumuran sebagai kontrol. Setelah
ditetesi dengan sampel, diinkubasi selama
24 jam. Hasil yang diperoleh adalah warna
sumuran berubah menjadi ungu/biru tua,
dengan indikasi isolat mampu
memetabolisme sumber karbon pada
sumuran tersebut. Sedang warna kuning,
mengindikasikan bahwa isolat tidak
mampu memetabolisme sumber karbon
pada sumuran. Hasil analisis diolah dengan
database apiweb.biomerieux.com untuk
mengkonfirmasi kesamaan spesies dari
isolat tersebut dengan database.

Berdasarkan analisis ciri-ciri genera
menunjukkan  bahwa  ke-8  isolat
merupakan bakteri asam laktat dari genera
Lactobacillus (dengan bentuk batang) dan
Lactococcus (dengan bentuk bulat). Isolat
nomor 2, 6, 11 dan 18 berdasarkan
database apiweb, memiliki kedekatan
dengan spesies. Lactobacillus delbrueckii.
Isolat nomor 1, 3, 14 dan 17, berdasarkan
database apiweb memiliki kedekatan
dengan Lactococcus lactis.

g gram kelopak bungarosela

airmendidih

Gula pasir 10%

Aduk sampai homogen

—.-l diseduh

l

l

Dizaring

Ampas kelopak

]

Sterilisasil2?1*C selama 15 menit

l

Cairan didinginkan sampai 45°C |

l

Stater kombucha
10%%

—-| Fermentasi 14hari |

|

l Kombucah Rosela |

Gambar 2 Diagram alir pembuatan kombucha rosela
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Tabel 1. Hasil identifikasi Bakteri pada Kombucha Rosella
No Kode Bentuk Katalase Gram Pertumbuhan  Pertumbuhan Produksi  Spesies BAL/Non
pada Suhu dengan kadar gas BAL
garam
37°C_ 45°C  6,5% 18%
11 Bulat + + + + + Lactococcus lactis
2 1.2 Batang + + + + + Lactobacillus
delbrueckii
3 1.3 Bulat - + + + + + Lactococcus lactis
4 1.4 Batang + + Non BAL
5 15 Batang + + + - + Non BAL
6 1.6 Batang + + + + + Lactobacillus
delbrueckii
7 1.7 Batang Non BAL
8 1.8 Batang Non BAL
9 19 Batang - + + + + Non BAL
10 110 Batang + + Non BAL
11 21 Batang - + + + + + Lactobacillus
delbrueckii
12 22 Batang - + + + + Non BAL
13 23 Batang + - Non BAL
14 2.4 Bulat - + + + + + Lactococcus lactis
15 25 Batang + Non BAL
16 26 Batang + - Non BAL
17 2.7 Bulat - + + + + + Lactococcus lactis
18 28 Batang - + + + + + Lactobacillus
delbrueckii
Ciri  genus Lactobacillus hasil Penelitian sejenis telah dilakukan
penelitian ini adalah berbentuk batang, Mukadam et al. (2016) dan

gram positif, katalase negatif, mampu
tumbuh pada suhu 37 °C dan 45 °C serta
tahan terhadap kadar garam tinggi (6,5 %
dan 18 %). Ciri genus Lactococcus hasil
penelitian ini adalah berbentuk bulat, gram
positif, katalase negative, mampu tumbuh
pada suhu 37 °C dan 45 °C serta tahan
terhadap kadar garam tinggi (6,5 % dan 18
%).

Penelitian ini sejalan dengan hasil
penelitian Jayabalan et al. (2014) yang
mengidentifikasi Lactobacillus pada teh
kombucha mendominasi 30 % dari
mikroorganisme. Hasil penelitian Marsh et
al. (2014) menunjukkan bahwa ekstraksi
DNA pelikel selulosa kombucha dari 5
lokasi geografis, terdeteksi profil yang
berbeda. Genus bakteri utama adalah
Gluconacetobacter  (>85 %)  dan
Lactobacillus populasi juga diidentifikasi
(hingga 30 %) dengan jumlah genus sub-
dominan  yang  belum  terdeteksi
sebelumnya pada kombucha.

mengidentifikasi bakteri asam asetat dari
kombucha (fermentasi black tea) dengan
menggunakan media selektif Glucose yeast
extract  broth.  Analisis  biokimia
mengkonfirmasi keberadaan organisme
dari genus Acetobacter. Ragi tidak
teridentifikasi  oleh  dalam  analisis
biokimia. Karakterisasi molekuler dari
isolat mengidentifikasi bakteri asam asetat
sebagai Komagataeibacter saccharivorans
dan ragi sebagai Zygosaccharomysis.

Penelitian-penelitian sebelumnya
menunjukkan adanya perbedaan jenis
bakteri yang dapat diisolasi pada
kombucha. Hal tersebut sejalan dengan
pernyataan Vina et al. (2013), yang
menyatakan bahwa variabel fermentasi
proses, seperti waktu, suhu dan konsentrasi
sukrosa, akan mempengaruhi konsentrasi
produk akhir zat organik seperti asam dan
pH. Turunnya pH akan menekan jumlah sel
patogen, sehingga akan mempengaruhi
komposisi mikroflora yang berkembang
dalam kombucha. Penurunan pH pada
kombucha dengan substrat yang berbeda
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akan mempengaruhi jenis mikrobia yang
dapat diisolasi.

Beberapa hasil penelitian  juga
menunjukkan bahwa kombucha dari bahan
baku yang berbeda akan memberikan profil
mikroflora yang berbeda pula, sehingga
hasil penelitian ini merupakan suatu
temuan tentang jenis bakteri yang
berkembang pada kombucha dengan bahan
dasar kelopak bunga rosella. pH awal dari
teh kelopak bunga rosella yang asam akan
mempengaruhi  jenis mikroflora yang
berkembang.

Hasil penelitian Marsh et al. (2014)
dan Vina et al. (2013) mengidentifikasi
mikroflora pada kombucha dari daun teh
antara lain adalah Genus Azetobacter,
Gluconobacter, Lactobacillus sp,
Lactococcus  sp,  Leuconostoc  sp,
Bifidobacterium  sp,  Thermus  sp,
Allobacullum  sp, Enterococcus sp,
Propionilbacterium sp, Saccharomyces
cerevisiae, Zygosaccharomyces
bailii,Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces ludwigii,
Zygosaccharomyces rouxii, Torulaspora
delbrueckii,Brettanomyces  bruxellensis,
Brettanomyces  lambicus,Brettanomyces
custerii, Candida sp., Pichia
membranaefaciens, Kloeckera apiculata
dan Torulopsis sp. Tabel

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
bakteri asam laktat yang dapat diisolasi
dan diiddentifikasi dari kombucha rosela
adalah Lactobacillus delbrueckii dan
Lactococcus lactis.
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