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RINGKASAN 
 

Teh kombucha merupakan salah satu jenis minuman yang sering dikonsumsi 

oleh masyarakat karena selain menyegarkan, minuman ini juga memiliki manfaat bagi 

kesehatan tubuh. Beberapa hasil penelitian menyatakan bahwa teh kombucha dapat  

mengatasi masalah saluran pencernaan atau sembelit, memperbaiki kondisi 

tubuh, bermanfaat melawan arteriosclerosis, memulihkan fungsi alat pencernaan, 

bermanfaat bagi penderita stres mental, menawarkan racun dan membunuh sel kanker 

(Anon, 2012a). Hal ini disebabkan karena teh kombucha dibuat melalui proses 

fermentasi dan mengandung mikroba hidup yang bermanfaat bagi kesehatan atau 

dikenal dengan istilah probiotik. Selama proses fermentasi dan oksidasi berlangsung, 

terjadi bermacam-macam reaksi pada larutan teh manis secara asimilatif dan 

disimilatif. Mikroba pada teh memetabolisme gula, dan sebagai gantinya 

memproduksi zat-zat bermanfaat dalam minuman tersebut, seperti asam glukuronat, 

asam laktat, vitamin, asam amino, antibiotik, serta zat-zat lain. Proses fermentasi teh 

kombucha biasanya berlangsung secara alami dan spontan tanpa ada penambahan 

starter dari kultur mikroba murni. Hal ini menyebabkan jenis dan komposisi mikroba 

yang ada pada minuman fungsional ini sangat beragam. Jumlah dan jenis mikroba 

pada minuman teh kombucha sampai saat ini belum diketahui dengan pasti.  

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya potensi bakteri asam 

laktat yang memiliki sifat-sifat kandidat probiotik dari minuman fungsional teh 

kombucha yang selama ini sudah terbiasa dikonsumsi oleh masyarakat. Adapun 

tujuan khusus dari penelitian ini adalah: memperoleh isolat bakteri asam laktat dari 

minuman fungsional teh kombucha yang berpotensi sebagai isolat probiotik, dan 

mendapatkan strain baru bakteri asam laktat dari minuman fungsional teh kombucha 

yaitu Lactobacillus yang memiliki sifat sebagai probiotik melalui tahap karakterisasi 

fisik, biokimia dan sifat probiotik. Tujuan penelitian ini dapat dicapai dengan 

melakukan 3 tahap penelitian. Penelitian ini terdiri dari tiga tahap yaitu tahap 

pertama: isolasi bakteri asam laktat dari minuman fungsional teh kombucha, tahap 

kedua: karakterisasi fisik dan biokimia bakteri asam laktat (Lactobacillus) dari 

minuman teh kombucha, tahap ketiga: karakterisasi Lactobacillus terseleksi untuk 

pengembangan bakteri probiotik isolat lokal Indonesia. 
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BAB I. PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Kombucha adalah suatu ramuan minuman kuno, yang merupakan hasil dari 

simbiosis murni dari bakteri dan ragi kombucha yang berasal dari Asia Timur. 

Minuman tersebut sampai sekarang dikenal dengan nama teh kombucha (kombucha 

tea). Teh kombucha merupakan salah satu jenis minuman yang sering dikonsumsi 

oleh masyarakat karena selain menyegarkan, minuman ini juga memiliki manfaat bagi 

kesehatan tubuh. Beberapa hasil penelitian menyatakan bahwa teh kombucha dapat 

mengatasi masalah saluran pencernaan atau sembelit, memperbaiki kondisi tubuh, 

bermanfaat melawan arteriosclerosis, memulihkan fungsi alat pencernaan, bermanfaat 

bagi penderita stres mental, menawarkan racun dan membunuh sel kanker (Anon, 

2012a). Hal ini disebabkan karena teh kombucha dibuat melalui proses fermentasi dan 

mengandung mikroba hidup yang bermanfaat bagi kesehatan atau dikenal dengan 

istilah probiotik. Probiotik adalah pangan yang mengandung mikroorganisme hidup 

yang secara aktif dapat meningkatkan kesehatan dengan cara memperbaiki 

keseimbangan flora usus jika dikonsumsi dalam keadaan hidup dalam jumlah yang 

memadai (Fuller, 1989). 

Teh kombucha (kombucha tea) merupakan produk minuman tradisional hasil 

fermentasi larutan teh dan gula dengan menggunakan starter mikroba kombucha 

(Acetobacter xylinum dan beberapa jenis khamir) dan difermentasi selama 8-12 hari. 

Selama proses fermentasi dan oksidasi berlangsung, terjadi bermacam-macam reaksi 

pada larutan teh manis secara asimilatif dan disimilatif. Mikroba pada teh 

memetabolisme gula, dan sebagai gantinya memproduksi zat-zat bermanfaat dalam 

minuman tersebut, seperti asam glukuronat, asam laktat, vitamin, asam amino, 

antibiotik, serta zat-zat lain. Maka dari itu, jamur kombucha ini bagaikan sebuah 

pabrik biokimia mini dan minumannya dapat berperan sebagai minuman fungsional. 

Proses fermentasi teh kombucha biasanya berlangsung secara alami dan spontan tanpa 

ada penambahan starter dari kultur mikroba murni. Hal ini menyebabkan jenis dan 

komposisi mikroba yang ada pada minuman fungsional ini sangat beragam. Jumlah 

dan jenis mikroba pada minuman teh kombucha sampai saat ini belum diketahui 

dengan pasti. Hal ini menyebabkan teh kombucha memiliki peluang yang sangat besar 

sebagai sumber kekayaan hayati bagi pertumbuhan mikroba yang menguntungkan dan 
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membuka peluang yang besar untuk mengeksplorasi jenis mikroba apa yang terdapat 

didalamnya terutama mikroba yang bersifat menguntungkan yaitu bakteri asam laktat. 

Adanya klaim yang menyatakan bahwa konsumsi bakteri asam laktat yang 

bersifat probiotik menyehatkan, menyebabkan terjadinya perburuan strain BAL dari 

berbagai sumber alami seperti saluran pencernaan manusia dan hewan serta makanan 

terfermentasi yang dibuat secara tradisional. Bakteri asam laktat yang bersifat 

probiotik umumnya diisolasi dari makanan yang melalui tahap fermentasi, salah 

satunya adalah teh kombucha. Melihat teh kombucha memiliki potensi yang sangat 

besar sebagai sumber BAL isolat lokal dan berpotensi sebagai probiotik maka perlu 

dilakukan penelitian yang mendasar untuk mengetahui potensi bakteri asam laktat dari 

teh kombucha dengan melakukan isolasi dan karakterisasi BAL yang terdapat dalam 

teh kombucha untuk pengembangan bakteri probiotik isolat lokal Indonesia. 

 

 

1.2.Tujuan Khusus Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya potensi bakteri asam 

laktat yang memiliki sifat-sifat kandidat probiotik dari minuman fungsional teh 

kombucha yang selama ini sudah terbiasa dikonsumsi oleh masyarakat. Adapun 

tujuan khusus dari penelitian ini adalah: 

1. Memperoleh isolat bakteri asam laktat dari minuman fungsional teh kombucha 

yang berpotensi sebagai isolat probiotik. 

2. Mendapatkan strain baru bakteri asam laktat dari minuman fungsional teh 

kombucha yaitu Lactobacillus yang memiliki sifat sebagai probiotik melalui 

tahap karakterisasi fisik, biokimia, dan sifat probiotik. 

 

 

1.3. Urgensi Penelitian 

Adanya klaim yang menyatakan bahwa konsumsi bakteri asam laktat yang 

bersifat probiotik menyehatkan, menyebabkan terjadinya perburuan atau eksplorasi 

strain BAL dari berbagai sumber alami seperti saluran pencernaan manusia dan 

hewan serta makanan terfermentasi yang dibuat secara tradisional. Teh kombucha 

merupakan minuman fungsional yang dibuat melalui proses fermentasi. Proses 

fermentasi teh kombucha berlangsung secara alami dan spontan. Hal tersebut 

menyebabkan jumlah dan jenis mikroba yang memiliki dampak baik bagi kesehatan 
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yang tumbuh pada produk minuman fungsional ini sangat beragam. Melihat teh 

kombucha memiliki potensi yang sangat besar sebagai sumber BAL isolat lokal dan 

berpotensi sebagai probiotik maka perlu dilakukan penelitian yang mendasar untuk 

mengetahui potensi bakteri asam laktat dari teh kombucha dengan melakukan isolasi 

dan karakterisasi BAL yang terdapat dalam teh kombucha untuk pengembangan 

bakteri probiotik isolat lokal Indonesia. Hasil dari penelitian ini adalah diperolehnya 

isolat bakteri asam laktat yang memiliki sifat-sifat sebagai kandidat probiotik. Bakteri 

kandidat probiotik yang berhasil diisolasi dari minuman fungsional teh kombucha 

selanjutnya dapat diuji untuk pengembangan probiotik yang ke depannya dapat 

digunakan sebagai obat dalam menanggulangi masalah penyakit-penyakit degeneratif 

sehingga dapat mengurangi penggunaan obat-obatan kimia yang dapat memiliki efek 

negatif bagi kesehatan. Melihat penting dan besarnya manfaat yang diperoleh maka 

penelitian tentang potensi isolat bakteri asam laktat kandidat probiotik sangat perlu 

dilakukan dan dikembangkan. 
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Teh Kombucha sebagai Minuman Fungsional 

Kombucha adalah jamur teh yang berasal dari Asia Timur dan tersebar ke 

Jerman melalui Rusia sekitar pergantian abad ke-20. Teh kombucha (kombucha tea) 

merupakan produk minuman tradisional hasil fermentasi larutan teh dan gula dengan 

menggunakan starter mikroba kombucha (Acetobacter xylinum dan beberapa jenis 

khamir) dan difermentasi selama 8-12 hari. Kombucha adalah suatu ramuan minuman 

kuno, yang merupakan hasil dari simbiosis murni dari bakteri dan ragi kombucha 

yang berasal dari Asia Timur. 

Jamur kombucha merupakan membran jaringan jamur yang bersifat gelatinoid 

dan liat, serta berbentuk lempengan datar. Kombucha hidup dalam larutan teh manis 

yang kaya nutrisi dan tumbuh dengan cara germinasi. Pada mulanya, lempengan 

jamur tumbuh meluas pada permukaan teh lalu menebal, kemudian disusul oleh 

pertumbuhan lempengan berlapis-lapis dibawahnya yang akan menebal. Bila dirawat 

secara benar, jamur ini akan tumbuh pesat dan sehat. Selama proses fermentasi dan 

oksidasi berlangsung, terjadi bermacam-macam reaksi pada larutan teh manis secara 

asimilatif dan disimilatif. Jamur teh memakan gula, dan sebagai gantinya 

memproduksi zat-zat bermanfaat yang berada dalam minuman tersebut, seperti asam 

glukuronat, asam laktat, vitamin, asam amino, antibiotik, serta zat-zat lain. Maka dari 

itu, jamur kombucha ini bagaikan sebuah pabrik biokimia mini dan minumannya 

dapat berperan sebagai minuman fungsional 

Teh kombucha memiliki khasiat bagi kesehatan dan dari beberapa hasil 

penelitian menyatakan bahwa teh kombucha dapat mengatasi masalah saluran 

pencernaan atau sembelit, memperbaiki kondisi tubuh, bermanfaat melawan 

arteriosclerosis, memulihkan fungsi alat pencernaan, bermanfaat bagi penderita stres 

mental, menawarkan racun dan membunuh sel kanker (Anon, 2012a). Khasiat teh 

kombucha sangat banyak, hal ini disebabkan karena kombucha tidaklah khusus 

membidik organ tubuh tertentu, namun mempengaruhi tubuh secara menyeluruh, 

dengan menstabilkan metabolisme tubuh dan menawarkan racun dengan asam 

glukuronat. Aktivitas ini menyebabkan peningkatan kapasitas pertahanan endogenis 

tubuh terhadap pengaruh beracun dan tekanan lingkungan, sehingga metabolisme sel 

yang rusak diperkuat, dan berlanjut dengan pemulihan kesehatan tubuh. Beberapa 
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sifat menyehatkan teh kombucha ini harus didukung oleh penelitian lebih lanjut. 

Namun, mekanisme aktif lainnya telah dibuktikan melalui pengujian dan percobaan 

ilmiah, seperti pada pengaturannya terhadap bakteri pada alat pencernaan, penguatan 

sel, detoksifikasi dan mengurangi kelebihan keringat, harmonisasi metabolis, efek 

antibiotik, dan memfasilitasi keseimbangan pH tubuh. Kandungan asam glukonat 

yang ada pada minuman kombucha mampu memperkuat daya kekebalan tubuh 

terhadap infeksi dari luar serta mempunyai kemampuan untuk mengikat racun dan 

mengeluarkannya dari tubuh lewat urine. Kandungan antimikroba pada minuman 

kombucha mampu menghambat pertumbuhan Shigella sonmei, E. coli, dan 

Salmonella typhimurium. 

Khasiat dari minuman teh kombucha juga disebabkan karena selama proses 

fermentasi, kultur kombucha akan menghasilkan sejumlah alkohol, karbondioksida, 

vitamin B, vitamin C, serta berbagai jenis asam organik yang sangat penting bagi 

metabolisme manusia seperti asam asetat, asam glukonat, asam glukoronat, asam 

oksalat, dan asam laktat. Komposisi larutan media (teh) memengaruhi aroma dan rasa 

kombucha. Komposisi yang dimaksud adalah gula-gula residu, karbondioksida dan 

asam organik (terutama rasio antara asam asetat dengan asam glukonat). Asam asetat 

yang bersifat volatil menghasilkan aroma kuat dan menusuk serta aroma asam, 

sedangkan flavor asam yang dihasilkan adalah asam glukonat lembut. 

 

2.2. Fermentasi Teh Kombucha  

 Minuman tradisional ini dibuat melalui proses fermentasi yang sangat 

sederhana. Mikroba yang berperan dominan pada minuman ini adalah Acetobacter 

xylinum dan beberapa jenis jamur. Pada medianya yang sesuai, mikroba ini sangat 

cepat tumbuh dan memiliki kelangsungan hidup yang panjang.  

 Proses fermentasi dimulai ketika kultur mengubah glukosa menjadi alkohol 

dan CO2, kemudian bereaksi dengan air membentuk asam karbonat. Glukosa berasal 

dari inversi sukrosa oleh khamir menghasilkan glukosa dan fruktosa. Acetobacter 

sebagai bakteri utama dalam kultur kombucha mengoksidasi etanol menjadi 

asetaldehid lalu kemudian menjadi asam asetat. Aktivitas biokimia yang kedua dari 

bakteri Acetobacter adalah pembentukan asam glukonat yang berasal dari oksidasi 

glukosa. Sukrosa akan dipecah menjadi glukosa dan fruktosa oleh khamir. 

Selanjutnya glukosa akan dikonversi menjadi asam glukonat melalui jalur fosfat 
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pentosa oleh bakteri asam asetat, sebagian besar fruktosa dimetabolis menjadi asam 

asetat dan sejumlah kecil asam glukonat. Bakteri asam laktat juga menggunakan 

glukosa untuk mensintesis selulosa mikroba. Fruktosa masih tertinggal sebagian 

dalam media fermentasi dan diubah menjadi bentuk yang lebih sederhana oleh 

mikroorganisme sehingga dapat digunakan sebagai substrat fermentasi dan pada saat 

yang bersamaan kultur fermentasi teh kombucha juga menghasilkan asam-asam 

organik lainnya. 

 Bakteri A. xylinum mengubah gula menjadi selulosa yang disebut nata atau 

pelikel dan melayang di permukaan medium. Jika nutrisi dalam medium telah habis 

dikonsumsi, kultur akan berhenti tumbuh tetapi tidak mati. Kultur akan aktif lagi jika 

memperoleh nutrisi kembali. Bakteri asam asetat memanfaatkan etanol untuk tumbuh 

dan memproduksi asam asetat. Adanya asam asetat menstimulasi khamir untuk 

memproduksi etanol kembali. Interaksi simbiosis ini ditemukan pada glukonobacter 

dan S.cerevisiae. Konsentrasi asam asetat dalam kombucha hanya meningkat sampai 

batas tertentu lalu mengalami penurunan. Hal ini terjadi karena pemanfaatan asam 

asetat lebih lanjut oleh A.xylinum ketika jumlah gula dalam media teh mulai habis. 

Penurunan kadar asam ini juga dikarenakan fermentasi etanol oleh khamir juga 

mengalami penurunan karena pH yang sangat rendah serta mulai habisnya gula dalam 

larutan. 

Acetobacter juga mampu menghidrolisa sukrosa menggunakan levansukrase 

menjadi glukosa dan sebuah polisakarida fruktosa. Jenis gula (sukrosa, glukosa, 

fruktosa) memiliki pengaruh yang berbeda-beda terhadap pembentukan etanol dan 

asam laktat, namun konsentrasi gula secara individu hanya mempunyai pengaruh 

yang sangat kecil terhadap flavor kombucha. Selama proses fermentasi kombucha tea 

terjadi aktivitas mikroorganisme yang berlangsung secara simultan dan sekuensial. 

Proses fermentasi dimulai dengan aktivitas khamir yang memecah sukrosa menjadi 

glukosa dan fruktosa dengan bantuan enzim ekstraseluler invertase dan selanjutnya 

glukosa direduksi menjadi etanol dan karbondioksida yang terbentuk bereaksi dengan 

air membentuk asam karbonat. Laju pemecahan sukrosa menjadi fruktosa lebih tinggi 

dibandingkan terhadap produksi glukosa. Kedua gula ini dapat digunakan oleh 

A.xylinum untuk memproduksi asam-asam organik dan biosintesis selulosa. A.xylinum 

tidak aktif memetabolisir fruktosa seperti halnya glukosa, sehingga fruktosa 

terakumulasi di dalam larutan. 
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 Proses pembuatan teh kombucha tidak jauh berbeda seperti proses pembuatan 

nata de coco pada umumnya, dimana setiap proses fermentasi dipengaruhi oleh 

berbagai faktor yang mempengaruhi kelangsungannya. Faktor-faktor yang perlu 

diperhatikan dalam proses fermentasi adalah: ketersediaan nutrisi meliputi unsur C, N, 

P, dan K, pH medium sekitar 5,5, suhu fermentasi 23°C - 27°C dengan toleransi 

dalam kisaran 18°C - 35°C, ketersediaan udara namun tidak dalam bentuk aerasi aktif, 

tidak boleh ada goncangan atau getaran dan tidak boleh terkena sinar matahari secara 

langsung.  

Lama fermentasi akan berlangsung selama 4-14 hari. Pada fermentasi 10 hari, 

dengan kadar gula awal 8%, akan diperoleh fruktosa 25g/L, asam glukonat 3,1 g/L, 

dan asam asetat 2 g/L. Jika fermentasi diperpanjang menjadi 13 hari, maka fruktosa 

akan menjadi 15,03 g/L, asam glukonat 6,64 g/L dan asam asetat 8,61 g/L. Semakin 

lama fermentasi maka rasa teh kombucha akan semakin asam dan rasa manis akan 

semakin berkurang. Lama fermentasi yang disarankan adalah 14 hari karena gula 

telah benar-benar difermentasi dari minuman dan minuman memiliki rasa yang kuat 

seperti anggur. Setelah proses fermentasi selesai, jamur kombucha akan berubah 

warna menjadi kecoklatan, dan ramuan teh manis akan mengeluarkan sedikit buih. 

Jika warna jamur kombucha sudah menjadi coklat tua, dan ramuan teh manis 

mengeluarkan banyak buih, sebaiknya teh kombucha tidak diminum lagi, karena 

dikhawatirkan mengakibatkan efek samping. 

 

2.3. Mikroba pada Teh Kombucha 

 Kultur kombucha mengandung berbagai macam bakteri dan khamir 

diantaranya Acetobacter xylinum, A. aceti, A. pasteurianus, Gluconobacter, 

Brettanamyces bruxellensis, B. intermedius, Candida fomata, Mycoderma, 

Mycotorula, Pichia, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces, Torula, 

Torulaspora delbrueckii, torulopsis, Zygosaccharomyces bailii dan Z. rouxii. Kultur 

kombucha berbentuk seperti pancake yang berwarna putih (pucat) dan bertekstur 

kenyal seperti karet dan menyerupai gel. Kultur yang disebut pelikel ini terbuat dari 

selulosa hasil metabolisme bakteri asam asetat. Kultur kombucha terletak mengapung 

di permukaan cairan atau kadang dijumpai tenggelam di dalam cairan teh kombucha. 

Kultur kombucha mencerna gula menjadi asam-asam organik, vitamin B dan C, serta 

asam amino dan enzim. Kultur ini juga berperan sebagai mikroorganisme probiotik 

yang baik bagi kesehatan. 



8 

 

Koloni kombucha mewakili hubungan simbiosis antara bakteri dan khamir. 

Acetobacter xylinum dalam aktivitasnya menunjukkan perannya sebagai bakteri utama 

dalam koloni kultur. Beberapa kombinasi bakteri-khamir dalam kombucha antara lain 

Acetabacter sp. dan Pichia, Zygosaccharomyces, jumlah khamir yang terdapat di 

dalam koloni sangat bervariasi, namun yang paling sering ditemukan berasal dari 

genera Brettanomyces, Zygosaccharomyces dan Saccharomyces. Rendahnya laju 

kontaminasi oleh mikroorganisme berbahaya (patogen dan pembusuk) menandakan 

bahwa kombucha juga dapat diproduksi sendiri tanpa adanya risiko pathogen bagi 

kesehatan. Keasaman produk kombucha relatif tinggi, yaitu dengan total asam sekitar 

33 g/L, dan dalam jumlah ini kontaminan lain akan sulit tumbuh. Namun apabila 

fermentasi berlangsung terlalu lama, maka keasaman akan meningkat sangat jauh 

sehingga dapat membahayakan orang yang mengkonsumsinya. 

pH yang rendah dan kondisi lingkungan yang anaerob menyebabkan viabilitas 

khamir dan bakteri menjadi menurun selama fermentasi berlangsung, namun masih 

ada beberapa genera baik khamir maupun bakteri yang tahan dalam kondisi tersebut. 

Langkah-langkah prosedur dilakukan sama seperti proses pembuatan kombucha tea, 

tetapi toplesnya bisa digunakan yang lebih kecil. Lapisan selulosa yang baru terbentuk 

dan seduhan teh yang sudah difermentasi dijadikan starter untuk pembuatan minuman 

kombucha tea. Agar diperoleh kepuasan maksimal dari minuman ini, biarkan 

minuman ini sekitar beberapa hari (sekurang-kurangnya 5 hari) setelah ditaruh dalam 

botol. Kegiatan bakteri terhenti karena minuman yang di dalam botol tanpa udara, 

sementara raginya terus bekerja. Jika botol benar-benar tertutup dengan baik, gas 

yang dihasilkan oleh kegiatan ragi, tidak bisa keluar, sehingga minuman yang berbuih 

halus biasa dihasilkan. 

Pada proses fermentasi teh kombucha, akan dihasilkan berbagai komponen 

atau senyawa yang berperan penting bagi pembentukan aroma dan citarasa yang khas 

yaitu terbentuknya beraneka macam asam-asam organik. Komponen-komponen 

tersebut antara lain: asam laktat, asam asetat, asam malat, asam oksalat, asam 

glukonat, asam butirat, asam nukleat, asam amino dan enzim-enzim. Selain itu, pada 

proses fermentasi teh kombucha juga dapat dihasilkan vitamin C dan B serta bakteri 

dan khamir yang penting. 

Asam laktat yang ada di dalam kombucha sebagian besar terdapat dalam 

bentuk L(+)-laktat. Asam laktat penting bagi sistem pencernaan manusia. Asam laktat 

juga digunakan sebagai indikator penyakit kanker. Asam asetat dapat menghambat 
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bakteri berbahaya sehingga sering digunakan menjadi pengawet. Asam asetat 

merupakan komponen yang memberi aroma dan rasa khas pada kombucha. Asam 

malat penting dalam proses detoksifikasi tubuh. Asam oksalat dapat berfungsi sebagai 

pengawet alami dan juga mendukung sel dalam memproduksi energi bagi tubuh. 

Asam glukonat efektif dalam infeksi yeast seperti Candida. Asam butirat diproduksi 

oleh khamir dan bekerja sama melawan infeksi khamir dengan asam glukonat. Asam 

nukleat berperan untuk meningkatkan regenerasi sel yang baik dan sehat. Asam amino 

merupakan sekelompok asam yang berperan dalam pembentukan protein. Asam 

amino penting dalam pembelahan sel dan memperbaiki jaringan yang rusak. Asam 

amino juga dapat membentuk antibodi yang dapat melawan bakteri dan virus. Enzim 

adalah bagian dari protein yang bertindak sebagai biokatalis, mempercepat laju reaksi 

biokimia dalam tubuh. Oleh karena itu, enzim akan meningkatkan fungsi-fungsi 

kesehatan kombucha dengan tubuh. 

 

2.4. Proses Pembuatan Teh Kombucha 

 Proses produksi teh kombucha cukup sederhana dan mudah diaplikasikan 

untuk skala rumah tangga. Pada proses pembuatan minuman ini sebaiknya tidak 

dibuat dalam kapasitas besar dalam satu wadah sekaligus tapi lebih baik dalam ukuran 

yang kecil (2 liter). Proses pembuatan teh kombucha cukup sederhana seperti 

langkah-langkah berikut ini. Pertama diawali dengan membuat teh dengan cara biasa. 

Untuk per liter air, tambahkan 2 sendok teh hijau, hitam, atau teh-celup ke dalam air 

yang baru mendidih. Biarkan teh mengembang selama 15 menit.  Selanjutnya saring 

teh atau pisahkan teh celupnya dari air. Tambahkan 70 - 100 gram gula putih untuk 

satu liter air teh kemudian aduk sampai merata. Biarkan cairan teh yang sudah 

mengandung gula tersebut dingin menyamai suhu ruangan tidak lebih tinggi dari 20 – 

25oC karena koloni kombucha akan mati bila berada dalam cairan yang panas. Bila 

suhu teh sudah sama dengan temperatur ruangan, masukkan ke dalam toples dari 

bahan stainless steel atau bahan gelas. Alat yang terbuat dari logam selain stainless 

steel akan menghasilkan produk yang kurang bagus karena asam yang terbentuk 

selama proses fermentasi akan bereaksi dengan logam.  

Pada saat pertama kali memproduksi teh kombucha, sebaiknya lakukan 

inokulasi kultur dengan menambahkan cairan teh kombucha sebelumnya. Selanjutnya 

tutup wadah fermentasi dengan menggunakan kain yang rapat agar tidak 

terkontaminasi. Fermentasi berlangsung sekitar 8 - 12 hari, tergantung suhu. Semakin 
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hangat suhu ruangan, semakin cepat proses fermentasinya. Koloni kombucha 

memerlukan tempat yang tenang dan hangat dan tidak boleh digoyang dan dipindah-

pindah. Suhu teh tidak boleh berada dibawah 20oC dan tidak lebih dari 30oC. Suhu 

yang ideal adalah diantara 23oC sampai 27oC (Anon, 2012b) 

 Terbentuknya kombinasi CO2 dan asam-asam organik pada teh kombucha 

akan memberikan rasa khas minuman kombucha. Pada awal fermentasi masih terasa 

manis, namun kemudian hilang karena gula terurai. Pada waktu bersamaan, rasa asam 

muncul untuk tumbuh sebagai sebuah hasil dari kegiatan bakteri, sehingga terjadi 

proses transisi dari rasa manis ke rasa asam atau kelat. Jika ingin rasa yang agak 

sedikit manis, fermentasi dapat dihentikan lebih awal sedangkan untuk rasa yang lebih 

asam, ferementasi harus lebih lama.  

 

2.5. Bakteri Asam Laktat 

Bakteri asam laktat merupakan bakteri gram positif, bersifat anaerob 

aerotoleran, tahan asam, fermentatif, berbentuk batang dan bulat, habitatnya harus 

kaya nutrisi (fastidious), komposisi basa nitrogen DNA kurang dari 50% mol G + C 

(Axelsson, 2004; Adam dan Moss, 1995). Bakteri tersebut umumnya bersifat katalase 

negatif tetapi kadang-kadang terdeteksi katalase semu pada kultur yang ditumbuhkan 

pada konsentrasi gula rendah. Pertumbuhannya membutuhkan karbohidrat yang dapat 

difermentasi (Pot et al., 1994). 

Menurut Hayakawa (1992), bakteri asam laktat adalah kelompok bakteri yang 

menguntungkan yang dapat memfermentasi gula sebagai sumber energi untuk 

memproduksi asam laktat dalam jumlah besar dan jika memecah protein, tidak 

membentuk senyawa putrefaktif (senyawa yang berbau busuk).  

 Dalam produk pangan umumnya bakteri asam laktat tidak berbahaya dan 

memenuhi status GRAS (Generally Recognized As Safe). Bakteri ini juga dapat 

memberi efek bermanfaat bagi manusia karena komponen metabolit yang 

dihasilkannya dapat menghambat bakteri enterik patogen, mengatasi masalah lactose 

intolerance, menurunkan kadar kolesterol, antimutagenik dan antikarsinogenik serta 

memperbaiki sistem kekebalan tubuh (Surono 1998). 

 Pada awalnya, bakteri asam laktat dibedakan menjadi 4 genus yaitu 

Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus dan Pediococcus, dimana didasarkan pada 

ciri morfologi, tipe fermentasi, perbedaan tumbuh pada suhu tertentu, konfigurasi 
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produksi asam laktat (D-asam laktat atau L-asam laktat), kemampuan tumbuh pada 

konsentrasi garam tinggi dan kemampuan toleransinya terhadap asam dan basa. 

Klasifikasi bakteri asam laktat selanjutnya berkembang berdasarkan perbedaan 

komposisi asam lemak pada membran sel, motilitas, urutan rRNA dan persentase 

guanin dan sitosin (% G dan % C) pada DNA (Pot et al., 1994). Genus Lactobacillus 

berkembang menjadi Lactobacillus dan Carnobacterium, genus Streptococcus 

berkembang menjadi 4 yaitu: Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus dan 

Enterococcus. Genus Pediococcus berkembang menjadi Pediococcus, 

Tetragenococcus dan Aerococcus sedangkan pada genus Leuconostoc tidak 

mengalami perubahan.  

Menurut Fardiaz (1989), klasifikasi bakteri asam laktat yang tidak kalah 

penting adalah kemampuan dalam memfermentasi glukosa yang dibedakan menjadi 

homofermentatif dan heterofermentatif. Bakteri asam laktat homofermentatif dapat 

mengubah keseluruhan glukosa menjadi asam laktat sedangkan bakteri asam laktat 

heterofermentatif mempunyai kemampuan untuk memfermentasikan glukosa menjadi 

asam laktat, etanol atau asam asetat dan CO2.  

 

2.6. Probiotik 

Probiotik adalah pangan mengandung mikroorganisme hidup yang secara aktif 

meningkatkan kesehatan dengan cara memperbaiki keseimbangan flora usus jika 

dikonsumsi dalam keadaan hidup dalam jumlah yang memadai (Fuller, 1989). FAO 

dan WHO (2001) mendefinisikan probiotik sebagai mikroorganisme hidup (bakteri 

atau khamir) yang apabila dikonsumsi atau digunakan dalam jumlah yang cukup 

dapat meningkatkan kesehatan yang mengkonsumsinya. Pada awalnya, definisi 

probiotik digunakan pada pemberian pakan ternak yang disuplementasi dengan 

mikroba untuk membantu hewan ternak khususnya dalam saluran pencernaannya. 

Dalam perkembangannya banyak dilakukan penelitian mengenai mekanisme 

probiotik dengan menggunakan hewan percobaan untuk diekstrapolasikan pada 

manusia (Pessi et al., 1998; Fuller, 1999). 

 Menurut Shortt (1999), untuk dapat berfungsi sebagai isolat probiotik maka 

bakteri asam laktat harus memenuhi persyaratan antara lain: 

1. Stabil terhadap asam lambung sehingga mampu bertahan dan hidup selama 

melalui lambung dan usus. 
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2. Stabil terhadap garam empedu dan mampu bertahan hidup selama berada pada 

bagian atas usus kecil. 

3. Memproduksi senyawa antimikroba seperti asam laktat, hidrogen peroksida 

dan bakteriosin. 

4. Mampu menempel dan mengkolonisasi sel usus manusia. Hal ini akan mampu 

meningkatkan kompetisi dengan mikroba patogen dan penyebab karsinogen. 

5. Tumbuh baik dan berkembang dalam saluran pencernaan. Pada beberapa 

genus lactobacili dan bifidobakteria dapat tumbuh baik pada saluran 

pencernaan tanpa adanya oksigen. 

6. Aman digunakan oleh manusia. Pengujian secara in vivo merupakan salah satu 

indikator bahwa probiotik tersebut dapat dikonsumsi oleh manusia. 

7. Tahan terhadap mikrobisida dan spermisidal vaginal. Sifat ini diperlukan 

untuk probiotik yang ditujukan untuk mengobati infeksi saluran urinovaginal. 

8. Koagregasi membentuk lingkungan mikroflora yang normal dan seimbang, 

koagregasi juga mencerminkan kemampuan interaksi antar kultur untuk saling 

menempel.   

 Bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai probiotik harus tahan terhadap 

asam lambung dan garam empedu. Hal ini disebabkan karena bila isolat bakteri asam 

laktat masuk ke dalam saluran pencernaan manusia, maka isolat tersebut harus 

mampu bertahan dari pH asam lambung untuk mencapai usus. Waktu yang diperlukan 

mulai saat bakteri masuk sampai keluar dari lambung sekitar 90 menit (Chou dan 

Weimer, 1999). Jadi isolat bakteri asam laktat yang digunakan sebagai probiotik harus 

mampu bertahan dalam keadaan asam di lambung selama sedikitnya 90 menit  

Ketahanan bakteri asam laktat yang akan digunakan sebagai probiotik 

terhadap garam empedu merupakan syarat penting yang harus dipenuhi. Lactobacillus 

merupakan mikroflora alami pada saluran pencernaan manusia dan mempunyai 

ketahanan yang bervariasi terhadap garam empedu.  

Bakteri asam laktat sebelum diklaim memiliki peranan sebagai bakteri 

probiotik yang aman harus melalui berbagai uji keamnan dan studi secara klinis. 

Standar produk probiotik harus berdasarkan petunjuk (guideline) sebelum produk 

tersebut dipasarkan, kultur bakteri yang digunakan harus diuji kualitas dan 

kelayaknnya (Reid et al., 2003). Strain bakteri yang akan digunakan harus dapat 

diidentifikasikan berdasarkan genus dan spesiesnya selanjutnya nomenklatur dari 

bakteri tersebut harus dilaporkan dan didaftarkan pada daftar nama bakteri (Approved 
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List of Bacterial Names). Selanjutnya strain bakteri tersebut harus diuji secara in vivo 

untuk mengetahui fungsi mikroorganisme tersebut di dalam tubuh dan secara in vitro 

untuk mengetahui pertahanan mikroorganisme itu terhadap pemakai. Kriteria 

keamanan bakteri yang diklaim memilki sifat probiotik diketahui melalui serangkaian 

pengujian yang meliputi: resistensi antibiotik, aktivitas metabolisme, produksi toksin, 

aktivitas hemolisis, infeksi terhadap hewan immunocompromissed, efek samping 

terhadap manusia, insiden lain terkait konsumen (Anon., 2008). 
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BAB III. METODE PENELITIAN 

 

3.1. Tempat dan waktu penelitian 

 Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Pangan, Fakultas 

Teknologi Pertanian Universitas Udayana. Waktu pelaksanaan penelitian adalah 

April-November 2015. 

 

3.2. Bahan Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: sampel 

minuman teh kombucha, MRS Broth (Oxoid), MRS Agar (Oxoid), NaCl (Merck), 

Rogosa Agar (Oxoid), kristal violet, lugol, kertas tisu, etanol 95%, safranin, minyak 

imersi, H2O2 (3%), Media Gibson’s semi solid tomato juice cair (empat bagian susu 

skim 10% ditambah dengan satu bagian Nutrien agar 10%, ditambah 0,25% yeast 

exstract, 5% glukosa dan 10% jus tomat), Media SA steril (trypton, yeast extract, 

K2HPO4, triamonium sitrat, sukrosa, dan bacto agar), Alkohol 70%, pepsin, saline, 

pankreatin, NaDC, kapas, aluminium foil, plastik tahan panas,spiritus.    

 

3.3. Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan adalah autoklaf, inkubator, vortex, timbangan 

analitik, tabung reaksi, cawan petri, pipetman, rak tabung reaksi, gelas ukur, bunsen, 

jarum ose, gelas objek, cover glass, mikroskop, batang bengkok, sarung tangan, air 

laminar flow, hands glove, hot plate, magnetik stirer, koloni counter, eppendorf, hoky 

steak, shaker, sentrifuse. 

 

3.4.Tahapan Penelitian 

Penelitian ini (tahun pertama) terdiri dari tiga tahap yaitu tahap pertama: 

isolasi bakteri asam laktat dari minuman fungsional teh kombucha, tahap kedua: 

karakterisasi fisik dan biokimia bakteri asam laktat (Lactobacillus) dari minuman teh 

kombucha, tahap ketiga: karakterisasi Lactobacillus terseleksi sebagai kandidat 

probiotik. Secara garis besar tahapan penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 1. 
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Minuman Fungsional Teh Kombucha 

Isolasi dan pemurnian BAL dari Teh Kombucha 
1. Total Lactobacillus  4. Total Asam 
2. Total BAL   5. pH 
3. Total Mikroba    
 

Karakteristik sifat fisik BAL serta dari Teh Kombucha 
1. Pewarnaan Gram 
2. Pengamatan bentuk mikroba 
3. Uji katalase 

Karakteristik biokimia BAL dari Teh Kombucha 
1. Pertumbuhan pada suhu yang berbeda (10oC,15oC, 30oC, dan 45oC) 
2. Produksi CO2 dari glukosa 
3. Pertumbuhan pada NaCl 4% dan 6.5% 
4. Produksi dekstran dari sukrosa 

Terseleksi 

Terseleksi 

Pengujian Karakteristik Probiotik 
1. Pertumbuhan pada pH rendah (HCl pH 2 dan pH 3) 
2. Garam Empedu 

Terseleksi 

tidak 

tidak 

Kultur stok 

Kultur stok 

Lactobacillus kandidat probiotik 

Gambar 1. Diagram Alir Penelitian 
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a. Penelitian Tahap I : Isolasi bakteri asam laktat dari Minuman Fungsional 

Teh    Kombucha 

Penelitian tahap pertama dilakukan pengambilan sampel minuman fungsional 

teh kombucha dari produsen di Kabupaten Gianyar dan Denpasar. Pada sampel teh 

kombucha dilakukan proses isolasi bakteri asam laktat yang dilanutkan dengan tahap 

pemurnian isolat. 

a.1. Pengambilan Sampel dan Isolasi BAL dari Minuman Fungsional Teh 

Kombucha 

Sampel segar minuman fungsional teh kombucha diambil secara aseptis dan 

disimpan pada suhu 4oC sampai akan dianalisa. Sebanyak 1 ml sampel yang telah 

diencerkan (100, 10-1, 10-2, 10-3) dengan larutan pengencer (garam fisiologis) 

ditumbuhkan pada media MRSA, dan Rogosa agar dengan suhu inkubasi 37oC selama 

48 jam dalam kondisi aerob.  

Pengamatan dilakukan setelah inkubasi selama 48 jam dan penghitungan 

jumlah koloni untuk masing-masing cawan. Koloni pada media MRSA (aerob) 

menunjukkan total jumlah BAL sedangkan yang tumbuh pada media rogosa (aerob) 

menunjukkan adanya pertumbuhan laktbasili.  

 

a.2. Pemurnian Koloni yang Tumbuh pada Media MRSA dan Rogosa Agar 

Koloni yang tumbuh pada masing-masing media sangat beragam. Koloni 

bakteri akan berbentuk bulat kecil, oval, dan bulat besar yang tumbuh dipermukaan, 

tenggelam dan didasar cawan. Koloni yang berbeda bentuknya pada masing-masing 

cawan selanjutnya dipisahkan dan diinokulasikan pada MRSA dengan metode gores 

kuadran sehingga diperoleh koloni yang seragam dan terpisah.  

 

a.3. Total Asam (AOAC, 2000) 

Sebanyak 10 g sampel dimasukkan ke dalam labu takar lalu ditambahkan 25 

ml alkohol netral, kemudian direfluks selama 10 menit. Setelah mendidih didinginkan 

lalu ditambahkan 3 tetes indikator phenolphthalein. Setelah itu dititrasi dengan KOH 

0,1 N sampai berubah menjadi merah muda. Total asam dapat dihitung dengan rumus 

sebagai berikut: 

Total asam  =        ml titrasi KOH   x   NKOH   x   56,1 
                                             Berat contoh (g) 
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b. Penelitian Tahap II : Karakterisasi fisik dan biokimia bakteri asam laktat 

(Lactobacillus) dari minuman teh kombucha.  

Penelitian pada tahap kedua Lactobacillus yang sudah berhasil diisolasi dan 

dimurnikan dengan bentuk yang seragam (hasil tahap I) selanjutnya dikarakterisasi 

secara fisik dan biokimia untuk mendapatkan isolat terseleksi kandidat probiotik. 

Karakterisasi fisik yang dilakukan  meliputi: pewarnaan Gram, pengamatan bentuk 

mikroba, pengujian sifat katalase, sedangkan karakterisasi biokimia meliputi: 

kemampuan mikroba tumbuh pada suhu berbeda yaitu 10oC, 15oC, 30oC dan 45oC, 

kemampuan memproduksi CO2 dari glukosa, memproduksi dekstran dari sukrosa, 

pertumbuhan mikroba pada NaCl 4% dan  6,5%. 

b.1. Pewarnaan Gram (Harrigan dan McCance, 1998) 

Sebanyak ose air steril diteteskan pada gelas objek ditambah dengan satu ose 

isolat yang disebarkan hingga rata, selanjutnya difiksasi hingga kering. Preparat 

ditambah satu tetes kristal violet dan didiamkan selama 1 menit, selanjutnya dibilas 

dengan air dan dikeringkan dengan kertas tisu. Preparat ditambah satu tetes lugol dan 

didiamkan selama 2 menit, selanjutnya dibilas dengan air mengalir kemudian 

dikeringkan dengan kertas tisu. Preparat ditambah etanol 95% dan didiamkan selama 

10-20 detik kemudian dibilas dengan air serta dikeringkan. Selanjutnya, preparat 

ditambah satu tetes safranin dan didiamkan selama 10-20 menit kemudian dibilas 

dengan air. Preparat dkeringkan dan diamati dibawah mikroskop hingga perbesaran 

1000 kali (minyak imersi). 

Jika preparat dibawah mikroskop berwarna merah menujukkan bahwa 

mikroba yang diamati adalah Gram negatif, maka tidak dilanjutkan untuk pengamatan 

selanjutnya (dieliminasi). Apabila preparat berwarna biru keunguan menunjukkan 

bahwa mikroba yang diamati adalah Gram positif. Isolat yang mempunyai sifat Gram 

positif digunakan untu pengujian selanjutnya.  

 

b.2. Pengamatan bentuk bakteri (Harrigan dan McCance, 1998) 

 Preparat Gram positif yang diperoleh dari pengujian Gram, dilanjutkan pada 

pengamatan bentuk mikroba. Mikroba yang mempunyai bentuk kokus, streptokokus, 

basil pendek, basil panjang, basil bergandengan dan berbentuk basil mirip huruf Y 

(atau bentuk tulang) dilanjutkan untuk pengujian berikutnya.  
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b.3. Uji katalase (Harrigan dan McCance, 1998) 

 Sebanyak dua tetes H2O2 (3%) diteteskan pada gelas objek dan ditambah 1 ose 

isolat kultur. Dicampur rata dan diamati ada atau tidaknya gelembung CO2 yang dapat 

dilihat melalui sisi bawah gelas objek. Adanya gelembung CO2 menunjukkan mikroba 

bersifat katalase positif sedangkan yang tidak mengasilkan gelembung CO2 

menunjukkan mikroba bersifat katalase negatif. Isolat kultur yang bersifat katalase 

negatif dilanjutkan pada pengujian selanjutnya. 

 

b.4. Pertumbuhan pada Suhu Berbeda (Nuraida, 1988) 

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan tumbuh bakteri asam 

laktat pada suhu berbeda. Sebanyak 1 tetes kultur bakteri asam laktat diinokulasikan 

ke dalam tabung yang berisi medium MRSB.  Inokulasi kultur bakteri asam laktat 

dibuat dalam 4 seri tabung yang selanjutnya setiap seri tabung diinkubasikan selama 7 

– 14 hari pada suhu 10oC, 15oC, 30oC dan 45oC (4 hari). Perlakuan kontrol 

diinkubasikan pada suhu 37oC. Adanya pertumbuhan terlihat dengan adanya 

kekeruhan pada tabung. 

 

b.5. Produksi CO2 dari Glukosa (Modifikasi Nuraida 1988 & Harrigan 1998) 

Pengujian ini bertujuan untuk membedakan bakteri asam laktat yang bersifat 

homofermentatif dan heterofermentatif. Medium yang digunakan adalah Gibson’s 

semi solid tomato juice cair yang dibuat dengan cara sebagai berikut: empat bagian 

susu skim 10% ditambah dengan satu bagian Nutrien agar 10%, ditambah 0,25% 

yeast exstract, 5% glukosa dan 10% jus tomat dengan pH akhir 6,5. Selanjutnya 

media dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 10 ml dan disterilisasi. Sebelum 

media tersebut digunakan, suhunya diturunkan terlebih dahulu mencapai 45oC. 

Selanjutnya ditambahkan kira-kira 0,5 ml isolat bakteri asam laktat yang telah 

ditumbuhkan dalam MRSB selama 24 jam kemudian dituangkan agar cair diatasnya 

kira-kira 2-3 cm untuk menciptakan kondisi anaerobik. Inkubasi dilakukan pada suhu 

37oC selama 2-5 hari. Bakteri asam laktat yang bersifat heterofermentatif akan 

membentuk gas yang ditandai dengan pecahnya agar sedangkan homofermentatif 

tidak. 
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b.6. Produksi Dekstran dari Sukrosa  

Uji ini dilakukan untuk membedakan spesies dari genus Leuconostoc. Medium 

sukrosa agar (SA) untuk 1 liter dibuat dengan cara mencampur 10 gr trypton; 5 gr 

yeast extract; 5 gr K2HPO4; 5 gr triamonium sitrat; 50 gr sukrosa; dan bacto agar 15 

gr. Medium selanjutnya disterilisasi pada suhu 121oC selama 15 menit, selanjutnya 

media didistribusikan pada cawan steril. 

Satu lup kultur bakteri asam laktat digoreskan pada sukrosa agar dan 

diinkubasikan pada suhu 37oC selama 48 jam. Bakteri asam laktat dari genus 

Leuconostoc akan menghasilkan dekstran yang ditandai dengan terbentuknya koloni 

mukoid (diselimuti lendir). 

 
b.7. Pertumbuhan pada Media Mengandung Garam/NaCl (Nuraida, 1988) 

Pengujian ini untuk tujuan untuk mengetahui kemampuan BAL untuk tumbuh 

pada media yang mengandung kadar garam yang tinggi. Toleransi terhadap garam 

(4% dan 6.5% NaCl) umum digunakan untuk membedakan antara 

enterokoki/vagokoki, streptokoki. Media MRS broth yang ditambah 6.5% NaCl 

diinokulasi dengan 1 ose inokulum. Kultur kemudian diinkubasikan pada suhu 37oC 

selama 5 hari. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya kekeruhan dan endapan. 

 

c. Penelitian Tahap III : Karakterisasi Lactobacillus terseleksi sebagai kandidat 

probiotik. 

Penelitian pada tahap ketiga adalah Lactobacillus yang sudah berhasil 

diseleksi berdasarkan sifat fisik dan bikimianya (hasil tahap II) selanjutnya di lakukan 

pengujian karakteristik kandidat probiotik. Penelitian tahap ini meliputi: kemampuan 

Lactobacillus dan Bifidobacterium terseleksi tumbuh pada pH rendah yaitu pH 2 dan 

pH 3, ketahanan terhadap garam empedu dan kemampuan memfermentasikan gula 

dengan API 50 CHL untuk mengidentifikasi bakteri asam laktat. Hasil dari penelitian 

tahap ini adalah spesies Lactobacillus yang berpotensi sebagai probiotik. 

c.1. Ketahanan terhadap pH rendah (Modifikasi Chou dan Weimer, 1999; 

Zavaglia et al., 1998) 

Uji ketahanan terhadap asam dilakukan dengan metode plate count  dengan 

modifikasi media. Ketahanan terhadap asam dilakukan dalam medium MRS broth 

yang diatur pada pH 2,0 menggunakan HCl 37%. Kultur yang telah disegarkan dalam 
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MRS broth selama 24 jam, diinokulasikan ke dalam MRS broth kontrol dan MRS 

broth yang telah diatur pada pH 2,0, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37oC selama 0 

dan 5 jam. Hal ini sesuai dengan lamanya makanan berada di lambung yaitu 2 – 6 jam 

(Gropper dan Groff, 2001). Setelah inkubasi dilakukan hitungan cawan pada MRSA 

dengan metode tuang dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 48 jam. Sel yang tahan 

terhadap pH rendah adalah persentase sel yang hidup setelah diinkubasi pada pH 2,0 

selama 0 dan 5 jam. Ketahanan terhadap asam dihitung berdasarkan selisih unit log 

jumlah koloni yang tumbuh pada waktu inkubasi 0 jam dengan 5 jam. 

 

c.2. Ketahanan terhadap Garam Empedu (Modifikasi Moser dan Savage, 2001; 

Ngatirah et al., 2000) 

Uji ketahanan terhadap garam empedu dilakukan menurut Ngatirah et al. 

(2000) tetapi konsentrasi garam empedu yang digunakan sebesar 0,5% (Moser dan 

Savage, 2001). Konsentrasi ini dipilih karena ekuivalen dengan konsentrasi fisiologis 

garam empedu di dalam duodenum.  

Sebanyak 1 ml kultur bakteri asam laktat dalam MRS broth berumur 24 jam 

dimasukkan ke dalam 9 ml MRS broth yang mengandung 0,5% garam empedu 

kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 0 dan 5 jam. Jumlah bakteri asam laktat 

dihitung dengan metode tuang pada media MRSA dan diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 48 jam. Ketahanan terhadap garam empedu dihitung berdasarkan selisih unit 

log jumlah koloni yang tumbuh setelah inkubasi selama 0 jam dengan kultur yang 

tumbuh setelah diinkubasi selama 5 jam. Semakin kecil selisih maka semakin tinggi 

ketahanan kultur bakteri asam laktat yang diuji terhadap garam empedu. 
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BAB IV. HASIL PENELITIAN 

 Teh jamur kombucha merupakan minuman herbal kuno yang memiliki 

berbagai khasiat pencegahan dan pengobatan terhadap berbagai macam penyakit. 

Untuk membuat teh kombucha diperlukan air, gula pasir dan teh bubuk secukupnya, 

selanjutnya semua bahan-bahan direbus hingga mendidih. Larutan teh tersebut 

disaring, didinginkan, lalu dimasukkan ke dalam wadah tertutup kedap udara, 

kemudian bibit jamur kombucha dimasukkan ke dalam wadah. Setelah itu, tutup rapat 

dan diamkan selama 8 hingga 14 hari pada suhu ruang.  

Pada penelitian ini dilakukan pengambilan sampel dari 3 tempat yaitu daerah 

Batuan Gianyar (KB), Sidakarya Denpasar (KS), dan Sudirman Denpasar (KK). 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Pangan, Fakultas Teknologi 

Pertanian Universitas Udayana. Sampling dilakukan pada produk dengan waktu 

inkubasi selama 2 sampai 7 hari. Parameter yang diamati adalah pH, total asam, total 

BAL, total Lactbacillus, total mikroba dan karakteristik sifat fisik serta biokimia BAL 

dari teh kombucha yang meliputi: pewarnaan gram, pengamatan bentuk mikroba, uji 

katalase, pertumbuhan pada suhu yang berbeda (15oC, 30oC, 37oC dan 45oC), 

produksi CO2 dari glukosa, pertumbuhan pada NaCl 4% dan 6,5%, serta produksi 

dekstran dari sukrosa. Data dapat dilihat pada Tabel 1 dan Tabel 2. 
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Tabel 1.  pH, Total Asam dan Total BAL Teh Kombucha 
No Kode 

Sampel 
Inkubasi 

(hari) 
pH Total Asam (% asam laktat) Total BAL 

(cfu/ml) 
Total Lactobacillus 

(cfu/ml) 
Total Mikroba 

(cfu/ml) I II Rata-rata 
1 KB 2 3.83 0.3236 0.3236 0.3236 5.1 x 10 9 1.0 x 10 9  TBUD 

4 3.62 0.2901 0.2731 0.2816 9.5 x 10 5 2.0 x 10 6 2.8 x 10 6 

6 3.50 0.2981 0.3066 0.30235 0 0 2.0 x 10 7 

14 3.27 0.5948 0.6105 0.60265 4.5 x 10 8 0 5.0 x 10 6 

                

2 KK 3  3.40  1.1946  1.1605 1.17755  5.8 x 10 7  0 5.4 x 10 7 

        4 3.40 1.2629 1.2287 1.2458 1.8 x 10 3 3.1 x 10 4 2.6 x 10 4 

5 3.34 1.2069 1.2069 1.2069 1.4 x 10 3 2.4 x 10 4 2.1 x 10 4 

6 3.28 1.368 1.3338 1.3509 1.8 x 10 3 1.9 x 10 3 2.0 x 10 3 

7 3.22 1.3653 1.3823 1.3738 TBUD TBUD 1.4 x 10 4 

                

3 KS 2 2.62 1.7473 1.7473 1.7473 6.9 x 10 1 3.8 x 10 2 4.3 x 10 2 

3 2.57 2.3769 2.3769 2.3769 1.1 x 10 1 2.0 x 10 1 1.6 x 10 3 

4 2.54 2.4746 2.4746 2.4746 8.0 x 10 1 1.0 x 10 1 1.5 x 10 1 
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Tabel 2. Jumlah dan Karakteristik Isolat BAL dari T eh Kombucha 

No 
Kode 
Isolat Deskripsi Koloni Uji Katalase 

Pertumbuhan pada suhu… Pertumbuhan pada 
garam NaCl Produksi 

CO2 
Produksi 
Dekstran 

15oC 30oC 37oC 45oC 4% 6.50% 

1 MB 21 Bulat +     ++           

2 MB 22 Bulat - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

3 MB 23 Pipih - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

4 MB 24 Bulat -     +++           

5 MB 25 Bulat +     +++           

6 MB 26 Pipih ++     ++           

7 MB 41 Bulat besar - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

8 MB 42 Bulat kecil +     +++           

9 MB 43 Bulat besar -     +++           

10 MB 44 Bulat kecil - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

11 MB 45                      

12 MB 46 Bulat kecil +     +++           

13 MB 47 Bulat kecil +     +++           

14 MB 48 Bulat besar +     +++           

15 MB 49                     

16 MB 141 - +     +           

17 MB 142 - +     ++           

18 MB 143 - +     +++           

19 MB 144 - +     +++           

20 MB 145 - ?     ?           
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21 MB 146 - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

22 MB 147 - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

23 MK 31 Bulat pipih +     +++           

24 MK 32 - ++     ++           

25 MK 33                     

26 MK 34 - +     ++           

27 MK 35 Bulat sdng permukaan +     +++           

28 MK 36                     

29 MK 41 -       +++           

30 MK 42 Bulat sedang -     +++           

31 MK 43 Bulat besar ?     +++           

32 MK 44 Bulat sedang ?     ++           

33 MK 45     ++ +++   ++ +++ +++ - - 

34 MK 51 Bulat besar +     ++           

35 MK 52 - ?     +++           

36 MK 61 Bulat besar +     +++           

37 MK 71 Bulat besar ?     +++           

38 MK 72 Bulat kecil +     ++           

39 MS 21 Bulat besar di atas -     +++           

40 MS 22 Bulat besar di atas +     +++           

41 MS 31 Bulat kecil permukaan ?     ++           

42 MS 32 Bulat besar  ?     ?           

43 MS 41                     

44 MS 42 Bulat besar permukaan ?     +++           

45 RB 21                     

46 RB 22 Bawah - ++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 
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47 RB 23 Atas - ++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 

48 RB 24 Bawah - ++ +++ +++ ++ +++ +++ - - 

49 RB 25 Bawah - ++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

50 RB 26 Atas - ++ +++ +++ ++ +++ +++ - - 

51 RB 27 Bawah - ++ +++ +++ ++ +++ +++ - - 

52 RB 28 Bawah miring besar +     +++           

53 RB 29 Bawah besar datar - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

54 RB 210 Miring oval besar - ? ? +++ ? ? ? ? ? 

55 RB 211 Miring oval besar - ? ? +++ ? ? ? ? ? 

56 RB 212 Miring oval kecil +     +++           

57 RB 213 Miring oval kecil ???     +++           

58 RB 214 Miring oval besar - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

59 RB 215 Bulat di bawah - ++ +++ +++ +++ ++ +++ - - 

60 RB 216 Bulat di bawah + +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

61 RB 217 Miring  oval +     +++           

62 RB 44 Bawah +     +++           

63 RB 45 Bawah ?     ++           

64 RK 21 - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

65 RK 22 Bintang besar - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

66 RK 23 Miring sedang -     ++           

67 RK 24                     

68 RK 25                     

69 RK 41 Bulat besar di dasar - ++ +++ +++ +++ +++ ++ - - 

70 RK 42 Bulat pipih besar miring - ++ +++ +++ +++ +++ ++ - - 

71 RK 43 Bulat kecil ditengah ?     +           

72 RK 51 Bulat besar -     +++           
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73 RK 52 Bulat kecil ++     +++           

74 RK 53 Bawah kecil - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

75 RK 61 Bulat besar - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

76 RK 62 Bawah kecil - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

77 RK 63 Bawah kecil ? - - ++ - - - - - 

78 RK 71 Bulat besar +++     +++           

79 RK 72 Bulat kecil - ++ +++ ++ +++ ++ ++ - - 

80 RK 73 Bawah kecil +     ++           

81 RS 21 Agak menempel - ++ +++ + +++ ++ ++     

82 RS 22 Koloni Agak menempel - ++ +++ +++ ++ +++ ++     

83 RS 41 Bulat kecil -     +++           

84 RS 51 Bulat besar   ++ +++   +++ +++ +++ - - 
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BAB V. RENCANA TAHAP BERIKUTNYA 

 

Adapun rencana penelitian untuk tahap berikutnya meliputi: 

1. Pengamatan koloni dibawah mikroskop 

2. Uji katalase 

3. Pertumbuhan pada suhu yang berbeda (15oC, 30oC, 37oC dan 45oC) 

4. Produksi CO2 dari glukosa 

5. Pertumbuhan pada NaCl 4% dan 6,5% 

6. Produksi dekstran dari sukrosa 
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BAB VI. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan didapat 84 isolat dari 3 

sampel teh kombucha dengan waktu inkubasi 2 – 7 hari. Untuk uji biokimia 

belum selesai dilakukan untuk semua isolate yang diperoleh. 
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Gambar 5. Total mikroba hari ke-2 
       pengenceran 10-7 
 


