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Abstract

Kombucha is a traditional Asian drink generally made from a solution of black or green tea
and white cane sugar fermented using a SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). In
this study, the kombucha was brewed using faloak (Sterculia quadrifida R.Br) stem bark and
lontar palm sugar to utilize the potential of local substrates and increase the compound content
and health potential of kombucha. The purpose of this study is to determine the optimal lontar
palm sugar concentration and fermentation time to produce faloak stem bark (FSB) kombucha
with the best chemical characteristics and antioxidant activity. This study applied the Response
Surface Methodology (RSM) with two factor variables, namely lontar palm sugar concentration
and fermentation time. The results of this study revealed that lontar palm sugar concentration
of 15% and fermentation time of 15.18 days resulted in significant changes with a pH value of
2.72, total acid of 1.264%, total sugar of 6.451%, total phenolic content of 452.783 mg GAE/L,
and antioxidant activity (IC50) of 70.877 ppm. Therefore, FSB kombucha produced under these
conditions has the potential to be an alternative functional drink that is highly useful for health.
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Formulasi Minuman Fungsional Kombucha Kulit Batang
Faloak (Sterculia quadrifida R.Br) dengan Penambahan
Gula Aren Lontar

Abstrak

Kombucha merupakan minuman tradisional Asia berbahan dasar larutan teh gula yang
difermentasi menggunakan biakan SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts). Pada
umumnya kombucha dibuat dari teh hitam atau hijau yang difermentasi menggunakan gula
tebu putih. Pada penelitian ini, kombucha dibuat menggunakan kulit batang faloak (Sterculia
quadrifida R.Br) dan gula aren lontar, dalam rangka memanfaatkan potensi substrat lokal,
meningkatkan kandungan senyawa serta potensi kesehatan kombucha. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui konsentrasi gula aren lontar dan lama waktu fermentasi kombucha
kulit batang faloak yang optimum untuk menghasilkan kombucha KBF dengan karakteristik
kimia serta aktivitas antioksidan terbaik. Penelitian ini menggunakan metode Response Surface
Methodology (RSM) dengan dua faktor variabel, yaitu konsentrasi gula aren lontar dan waktu
fermentasi. Hasil penelitian menunjukkan konsentrasi gula aren lontar 15% dan waktu fermentasi
15,18 hari menghasilkan perubahan signifikan berupa nilai pH 2,72, total asam 1,264%, total
gula 6,451%, kadar total senyawa fenol 452,783 mg GAE/L serta aktivitas antioksidan 1C50
70,877 ppm. Kombucha kulit batang faloak yang dibuat dengan kondisi ini berpotensi sebagai
minuman fungsional alternatif yang berguna bagi kesehatan.
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1. Pendahuluan

Kombucha merupakan minuman tradisional Asia
berbahan dasar larutan teh gula yang difermentasi
menggunakan biakan SCOBY (Symbiotic Culture
of Bacteria and Yeasts). Dalam minuman ini
terkandung berbagai senyawa bioaktif seperti asam
organik, vitamin dan polifenol, sehingga berpotensi
sebagai antioksidan, antibakteri, antikarsinogenik
dan antidiabetes.'? Adanya efek menguntungkan,
menyebabkan kombucha tetap bertahan hingga
kini. Kim & Andhikari (2020)* berpendapat bahwa
kombucha sebagai minuman fungsional dapat
menjadi pengganti soft drink di Amerika.

Potensi kesehatan serta minat yang tinggi dari
kombucha mendorong para peneliti untuk meneliti
lebih jauh khasiat kombucha sebagai minuman
fungsional, khususnya mencari bahan alternatif
pengganti teh. Beberapa faktor seperti kadar dan
jenis gula, waktu fermentasi, serta variasi bahan
yang digunakan dalam fermentasi kombucha akan
mempengaruhi karakteristik metabolit di akhir proses
fermentasi.® Pengoptimalan berbagai faktor kondisi
fermentasi berdampak pada hasil akhir kombucha
yang diinginkan. Komposisi kimia seperti asam
organik, vitamin, dan polifenol dari kombucha akan
bervariasi begantung pada faktor waktu dan substrat.®’
Variasi komposisi senyawa bioaktif sekaligus akan
berdampak pada variasi kemampuan bioaktivitasnya.®

Gula yang ditambahkan pada proses fermentasi
dimanfaatkan mikroba sebagai sumber senyawa
karbon, yang kemudian dikonversi menjadi berbagai
asam organik.® Watawana et al. (2015)° menyatakan
bahwa proses fermentasi kombucha dapat
berlangsung 3-60 hari, bergantung pada kondisi
biakan yang digunakan. De Miranda et al. (2022)"
menyatakan bahwa lama fermentasi kombucha yang
ideal berkisar 7-14 hari.5®

Teh hitam atau teh hijau merupakan bahan dasar
yang umum digunakan dalam pembuatan kombucha,
namun saat ini telah banyak penelitian yang
menggunakan berbagai minuman herbal ataupun
berbagai jenis buah-buahan sebagai bahan dasar
minuman kombucha. Kombucha dengan bahan
alternatif yang telah diteliti antara lain, kombucha
anggur merah, kombucha salak, kombucha kayu
manis, kombucha pepermin, kombucha daun sawi
afrika, dan kombucha kunyit. >'"-'* Rahmani et al.
(2019)"?menyatakan bahwa pemilihan bahan alternatif
untuk kombucha akan meningkatkan nilai nutrasetikal
dari bahan tersebut.

Dengan memanfaatkan potensi lokal setempat,
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penelitian terdahulu telah memanfaatkan seduhan
herbal tradisional kulit batang faloak (Sterculia
quadrifida R.Br) sebagai bahan alternatif fermentasi
kombucha, yang terbukti memiliki khasiat dalam
menangkal radikal bebas dan sebagai agen terapi
hiperglikemik.”  Untuk  meningkatkan  khasiat
kesehatan, rasa yang menarik serta pemberdayaan
produk lokal, maka gula lokal seperti gula aren
lontar (Borassus flabellifer L.) asal Timor dapat
dimanfaatkan dalam proses pembuatan kombucha.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
konsentrasi gula aren lontar dan lama fermentasi yang
optimum untuk menghasilkan formula kombucha KBF
dengan karakteristik kimia serta aktivitas antioksidan
kombucha kulit batang faloak yang terbaik.

2. Bahan dan Metode
2.1. Alat

Alat yang digunakan meliputi hammer mill (Ikeda),
neraca digital (Ohaus), gelas beaker 250 ml, gelas
ukur 50 mL (Pyrex), spektrofotometer UV-Vis (Thermo
Genesys), pH meter (PHS 3C).

2.2. Bahan

Bahanyangdigunakan dalam penelitianinidiantaranya
kulit batang faloak (KBF) yang diperoleh di daerah
Kecamatan Alak, Kota Kupang, gula aren lontar
yang diperoleh dari pedagang lokal di Kota Kupang
dan starter SCOBY yang berasal dari Kombu.Koe
Kombucha. Indikator PP (Merck), anthrone (Merck),
H2S04 (Sigma Aldrich), DPPH (Sigma Aldrich), folin-
ciocalteu (Merck), NaOH, Etanol 96% dan aquades.

2.3.Prosedur

Penelitian ini menggunakan rancangan penelitian
Response Surface Methodology (RSM) dengan dua
faktor variabel yang dioptimasi, yaknifaktor konsentrasi
gula aren (X1) dan faktor waktu fermentasi (X2).
Respon yang diamati pada penelitian ini diantaranya
pH, total asam, total gula, total fenol, total flavonoid,
dan aktivitas antioksidan.

2.3.1. Rancangan Formula Optimasi

Rancangan formulasi menggunakan aplikasi Desain
Expert (Version 13.0, Stat-Ease). Berdasarkan studi
literatur, konsentrasi gula yang digunakan dalam
pembuatan kombucha adalah 10%"'6, sedangkan
waktu fermentasi berlangsung pada rentang waktu
7-14 hari fermentasi.''® Nilai variabel faktor batas
atas dan batas bawah yang digunakan ditampilkan
pada Tabel 1.
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Tabel 1. Kondisi Variabel Penelitian Menggunakan Desain
Expert

Faktor (-1) Batas bawah  (+2) Natas atas

Konsentrasi gula
arem (b/v) (%)

Waktu fermentasi
(hari)

5 15

7 21

Setelah menetapkan batas atas dan batas bawah
masing-masing faktor variabel, ditentukan 13 run
perlakuan yang digunakan pada penelitian ini.
2.3.2. Pembuatan Teh Celup

Pembuatan teh celup KBF dilakukan berdasarkan
metode Lalong et al. (2023)'°. KBF diambil dari pohon
Faloak dewasa, kemudian dikeringanginkan selama
lima hari pada suhu ruang untuk meminimalisasi
degradasi senyawa bioaktif. KBF dihaluskan
menggunakan hammer mill, lalu ditimbang masing-
masing 4 g untuk dimasukkan ke dalam setiap tea bag
celup.
2.3.3. Penimbangan Gula Aren

Gula aren lontar diiris-iris terlebih dahulu, kemudian
ditimbang sesuai konsentrasi yang diperlukan untuk
13 run perlakuan.

2.3.4. Pembuatan Kombucha KBF

Prosedur pembuatan kombucha KBF dilakukan
berdasarkan metode Lalong et al. (2022b)%. Sebanyak
250 ml air direbus hingga mendidih, kemudian

dimasukkan gula aren lontar dan diaduk hingga larut.
Sebanyak satu tea bag teh celup KBF dimasukkan
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ke dalam rebusan air bergula dan didiamkan selama
10 menit. Larutan dituangkan ke dalam gelas beaker
dan didiamkan hingga mencapai suhu 25°C. Starter
kombucha sebanyak 10% (v/v) ditambahkan ke dalam
larutan, kemudian didiamkan sesuai waktu fermentasi
yang telah dirancang. Prosedur yang sama dilakukan
terhadap 13 run perlakuan sesuai rancangan.
2.3.5. Analisa Karakteristik Kimia dan Bioaktivitas

Hasil dari 13 run perlakuan kombucha KBF dianalisa
berbagai  parameternya, diantaranya analisa
karakteristik kimia mencakup uji pH mengacu pada
prosedur Zubaidah et al. (2018)3, uiji titrasi total asam
berdasarkan metode Sinamo et al. (2022)?', uji total
gula mengacu pada metode Islam et al. (2013)?, uiji
total senyawa fenol dan uji aktivitas antioksidan 1C50
berdasarkan metode Puspaningrum et al. (2022).2

3. Hasil
3.1.Hasil Optimasi dan Analisa Varian (ANOVA)

Hasil optimasi kombucha KBF ditunjukkan pada
Tabel 2, menunjukkan adanya variasi nilai respon
dari kondisi fermentasi KBF yang berbeda.
Data ini dianalisa lebih lanjut untuk mengetahui
adanya pengaruh faktor variabel terhadap respon
menggunakan model polinomial dari aplikasi Desain
expert. Hasil model polinomial menggunakan
analisis varians (ANOVA) ditunjukkan pada Tabel 3.
Data hasil ANOVA pada Tabel 3 menunjukkan nilai
signifikansi model dari setiap respon menghasilkan
nilai p<0,05, sehingga dinyatakan faktor konsentrasi
gula (X1) dan waktu fermentasi (X2) berpengaruh
secara signifikan terhadap respon yang diamati.

Tabel 2. Hasil optimasi nilai respon kondisi fermentasi kombucha KBF

Konsentrasi gula

Total senyawa fenol Antioksidan 1C50

Formula aren lontar (%) Waktu pH Total Asam (%)  Total Gula (%) (mg GAE/L) (ppm)
1 10 14 2,78 1,01 12,2 427,67 98,4
2 2,92 14 3,95 0,41 14,82 236,72 232,4
3 10 14 2,62 0,92 8,13 429,64 86,6
4 15 7 3,75 0,98 14,2 327,24 112,2
5 5 21 3,98 0,56 15,83 228,65 206,5
6 10 14 2,7 1,12 9,01 412,34 92,5
7 17,07 14 2,51 1,21 6,12 465,02 78,1
8 15 21 2,59 1,14 6,13 394,61 113,9
9 10 14 3,02 0,41 15,4 419,06 93,2
10 10 23,9 2,83 0,98 10,21 223,51 224,7
11 10 14 2,69 0,73 9,16 383,62 144 .4
12 5 7 3,83 0,55 20,98 284,79 214,3
13 10 4,1 4,01 0,35 21,92 293,62 201,8
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Tabel 3. Hasil analisis varians dan model regresi respon formulasi kombucha

Signifikan model

Lack of fit

Respon Model (p<0,05) (p>0,05) Adjusted R? Predicted R? Std. dev Mean
pH Quadratic 0,0004 0,1927 0,8944 0,6789 0,2003 3,17
TAT Linear 0,0074 0,9355 0,5508 0,4625 0,2067 0,7977
Total gula Quadratic 0,0055 0,8859 0,7742 0,6955 2,44 12,62
Total fenol Quadratic 0,0002 0,1526 0,9117 0,7200 25,57 348,19
AO Quadratic 0,0010 0,5698 0,8623 0,7120 22,29 146,08

Nilai lack of fit (ketidakcocokan) yang tidak signifikan
(p>0,05). Data pada Tabel 3, menyatakan model yang
direkomendasi sesuai untuk digunakan. Data nilai
Adj R2 dan Pred R2 yang memiliki selisih <0,2 juga
memperkuat model yang direkomendasikan sangat
tepat digunakan untuk menentukan pengaruh faktor
terhadap masing-masing respon.

3.2. Total Asam Titrasi (TAT), Nilai pH dan Total Gula
Kombucha KBF

Proses  fermentasi pada kombucha  akan
mempengaruhi nilai total asam dan pH di akhir
fermentasi, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1.
Pada Gambar 1 terlihat adanya peningkatan nilai TAT
(warna merah) yang disertai adanya penurunan nilai
pH (warna biru) pada kombucha KBF, ketika semakin
lama waktu fermentasi dan semakin tinggi konsentrasi
gula aren lontar yang digunakan.

3.3.Hasil Pengukuran Kadar Total Senyawa Fenol
Kombucha KBF

Pada Tabel 3, diketahui bahwa variasi konsentrasi gula
aren lontar yang difermentasi selama variasi waktu
fermentasi tertentu pada pembuatan kombucha KBF
berpengaruh signifikan terhadap kadar total senyawa
fenol. Perubahan kadar total senyawa fenol ditunjukkan
dalam grafik respon permukaan pada Gambar 1d.

3.4. Aktivitas Antioksidan (AO) Kombucha KBF

Pada Tabel 2 telah diketahui adanya perbedaan
kemampuan AO kombucha KBF yang difermentasi
menggunakan variasi konsentrasi gula aren selama
variasi waktu fermentasi tertentu. Perubahan nilai
AO dapat dilihat pada grafik respon permukaan pada
Gambar 1e.

3.5.Hasil Optimasi dan Verifikasi Kombucha KBF
Gula Aren Lontar

Dengan bantuan aplikasi desain expert, hasil optimasi
formula dan kondisi fermentasi KBF yang ditunjukkan
pada Tabel 4.

Pada Tabel 4, didapatkan satu formula yang memiliki
nilai desirability paling tinggi atau mendekati satu.
Formula ini dijadikan sebagai formula yang diverifikasi
lebih lanjut sebanyak tiga kali pengulangan.
Data hasil verifikasi ditunjukkan pada Tabel 5.

Pada Tabel 5, menunjukan hasil verifikasi formula
yang dioptimasi. Data hasil verifikasi kemudian
dibandingkan dengan nilai prediksi optimum yang
direkomendasikan, kemudian nilai verfikasi juga
dibandingkan dengan nilai kisaran 95% Pl low dan 95
Pl high untuk mempertegas kesesuaian model dan
formula yang direkomendasikan.

4. Pembahasan
4.1.Perubahan Karakteristik Kimia

Variasi konsentrasi gula aren dan variasi waktu
fermentasi dalam pembuatan kombucha KBF
berpengaruh signifikan terhadap karakteristik kimia
kombucha. Perubahan ini dibuktikan dengan rentang
nilai TAT yang berkisar 0,35-1,21% dan nilai pH yang
berkisar 4,01-2,51 di akhir proses fermentasi. TAT
yang meningkat menunjukkan adanya peningkatan
jumlah asam organik sebagai hasil metabolisme
bakteri asam asetat dan yeast'. Asam organik yang
dihasilkan akan terdisosiasi menjadi ion H+, sehingga
berdampak pada penurunan nilai pH24.

Dalam proses pembuatan kombucha KBF, gula aren
lontar sebagai sumber karbon oleh mikroorganisme
dalam proses metabolismenya. Hal ini dibuktikan
dengan penurunan kadar gula selama proses
fermentasi (Gambar 1c), dimana rentang nilai total
gula sebesar 21,92-6,12% di akhir proses fermentasi.
Gula aren lontar memiliki kandungan gula sederhana
seperti halnya gula tebu yang sering digunakan dalam
fermentasi kombucha. Gula seperti sukrosa dan
gula tereduksi teridentifikasi dalam kadar yang tinggi
dalam nira lontar atau siwalan®2¢, Sukrosa gula nira
inilah yang akan dikonversi menjadi asam organik
oleh mikroba. Enzim invertase yang dihasilkan oleh
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Gambar 1. Grafik respon permukaan 3D yang dihasilkan dari

fermentasi terhadap: a) TAT, b) pH, c) total

yeast berperan mengkonversi sukrosa menjadi asam
organik melalui jalur metabolisme karbohidrat?.

4.2.Perubahan  Total Senyawa Fenol dan
Aktivitas Antioksidan Kombucha KBF
Kombucha KBF telah teridentifikasi ~memiliki

kandungan senyawa bioaktif seperti senyawa fenol?’.
Total senyawa fenol mengalami peningkatan selama
proses fermentasi, yakniberkisar 223,51 -465,02 mg/L
GAE (Gambar 1d). Terlihat puncak yang berwarna
merah pada permukaan respon menunjukkan kadar
total fenol tertinggi.

Shahbazi et al. (2018)'® juga melaporkan peningkatan
total senyawa fenol selama proses fermentasi
kombucha. Peningkatan kadar ini dikaitkan dengan

" oA Konserntrasl Gula (%)
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variasi konsentrasi gula aren lontar dan waktu
gula, d) senyawa fenol dan e) aktivitas antioksidan kombucha KBF

jenis gula serta aktivitas mikroorganisme selama
fermentasi. Selain mendegradasi gula, enzim yang
dihasilkan mikroorganisme mampu menghidrolisis
senyawa polifenol kompleks menjadi senyawa
sederhana yang terakumulasi.’

Kandungan senyawa fenol dalam kulit batang faloak
dan gula aren lontar diyakini ikut berkontribusi
dalam meningkatnya jumlah senyawa bioaktif
kombucha KBF. Enzim yang dihasilkan mikroba
akan menghidrolisis senyawa fenol yang terikat pada
bahan dasar kombucha serta mengubah kelarutannya
selama proses fermentasi* Pihurov et al. (2022)*
menambahkan bahwa peningkatan jumlah senyawa
fenol dapat disebabkan adanya mikroba yang sensitif
terhadap asam, karena cenderung melepaskan
senyawa katekin dari bahan yang difermentasi.
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Tabel 4. Hasil optimasi formula dan kondisi fermentasi kombucha KBF

Konsentrasi

Waktu fermentasi Total senyawa Antioksidan S
0, 0, 0,
gula aren (%) (hari) pH Total asam (%)  Total gula (%) fenol (mg/L GAE) IC50 (ppm) Desirability
15 15,18 2,51 1,088 6,613 451,270 74,251 0,941

Kandungan senyawa bioaktif yang terikat pada bahan
kombucha baik kulit batang faloak maupun gula aren
lontar diduga ikut dihidrolisis dan terakumulasi dalam
minuman kombucha KBF.

Pada Gambar 1e, terlihat adanya perubahan nilai
IC50 232,4 ppm menjadi 78,1 ppm selama fermentasi.
Kandungan senyawa fenol dan asam organik pada
minuman kombucha berpengaruh pada penangkapan
radikal bebas DPPH dalam analisa AO, sehingga
rendahnya nilai IC50 menandakan kemampuan
AO yang tinggi dari kombucha. Berdasarkan nilai
IC50 yang diperoleh, aktivitas antioksidan dapat
digolongkan dalam beberapa kategori, yakni sangat
kuat (IC50; <50 ppm), kuat (IC50; 50-100 ppm),
sedang (IC50; 100-150 ppm), lemah (IC50; 150-200
ppm), sangat lemah (IC50; >200 ppm)30. Dalam
penelitian nilai AO yang dihasilkan sebesar 78,1 ppm,
maka dapat dikategorikan sebagai AO kuat

Villarreal-Soto et al. (2018)?> mengemukakan bahwa
tingginya aktivitas antioksidan dikaitkan dengan
tingginya kadar senyawa fenol dari hasil fermentasi

mikroba dalam kombucha. Sebagai senyawa
antioksidan, fenol memiliki kemampuan dalam
mentransfer atom hidrogen melalui mekanisme

transfer elektron tunggal sehingga senyawa radikal
bebas dapat direduksi menjadi senyawa non radikal.
Potensi antioksidan dari senyawa fenol ditentukan
oleh struktur cincin benzena dan jumlah gugus OH
dalam menstabilisasi radikal bebas melalui efek
resonansi.®'

Adapun beberapa mekanisme senyawa fenolik
lainya dalam menangkal radikal bebas diantaranya
mekanisme transfer elektron melalui transfer proton
secara berurutan®?> dan mekanisme transisi kelat
logam.33

4.3.Hasil Optimasi dan Verifikasi

Nilai rerata hasil verifikasi yang menunjukkan nilai
pH 2,72, TAT 1,264%, total gula 6,613%, total fenol
452,783 mg/L GAE, dan AO 70,877 ppm. Rerata nilai
verifikasi respon berada pada rentangan nilai 95%
Pl low dan 95% PI high, sehingga dapat dikatakan
bahwa model serta formula yang direkomendasikan
dapat dijadikan acuan formulasi yang optimal untuk
meningkatkan potensi kombucha sebagai minuman
fungsional alternatif yang bermanfaat bagi kesehatan.

5. Simpulan

Adanya variasi konsentrasi gula aren lontar (Borassus
flabellifer L.) dan variasi waktu fermentasi pada
pembuatan kombucha kulit batang faloak (Sterculia
quadrifida R.Br) berpengaruh signifikan terhadap
karakteristik kimia (pH, total asam, total gula, total
fenol) dan aktivitas antioksidan. Formula optimum
kombucha kulit batang faloak adalah pada konsentrasi
gula aren lontar 15% dan waktu fermentasi selama
15,18 hari, dengan menghasilkan karakteristik
kombucha pH 2,72, nilai total asam sebesar 1,264%,
total gula sebesar 6,451%, total fenol sebesar 451,27,
serta kemampuan aktivitas antioksidan yang kuat
dengan nilai IC50 sebesar 70,877 ppm.

Ucapan Terimakasih

Terima kasih kepada Lembaga Penelitian dan
Pengabdian Masyarakat (LPPM) Universitas Katolik
Widya Mandira yang telah memberikan dana Hibah
Penelitian Reguler bagi peneliti.

Konflik Kepentingan
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Tabel 5. Data nilai verifikasi serta perbandingannya dengan nilai prediksi

Respon Prediksi Verifikasi 95% Pl low 95% PI high
pH 2,51 2,72 2,14 2,87
TAT 1,088 1,264 0,749 1,425

Total gula 6,613 6,451 2,107 11,118
Total fenol 451,270 452,783 404,12 498,421
AO 74,251 70,877 33,135 115,365
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menyatakan bahwa data yang dipublikasikan pada
naskah ini tidak ada konflik kepentingan terhadap
pihak manapun.
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