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ABSTRAK

Kombucha buah nanas madu (Annanas comasus) Subang mengandung senyawa metabolit sekunder
yang berasal dari golongan alkaloid, flavonoid, dan juga saponin. Dimana ketiganya berpotensi
dalam menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun negatif Penelitian ini bertujuan
menngidentifikasi senyawa metabolit sekundern secara kualitatif yang terkandung dalam larutan
fermentasi kombucha buah nanas madu Subang dan memberikan informasi ilmiah mengenai
pengaruh konsentrasi gula aren yang berbeda-beda pada larutan fermentasi kombucha buah nanas
madu subang dalam menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun negatif. Metode
penelitian ini dilakukan secara eksperimental di laboratorium dengan membuat 5 sediaan yaitu
fermentasi kombucha buah nanas madu subang dengan konsentrasi 15%, 25%, dan 35%, akuades
steril sebagai kontrol negatif, dan kombucha yang berbahan dasar teh hitam sebagai kontrol positif.
Hasil ANOVA terbukti bahwa seluruh perlakuan pada kombucha buah nanas madu subang dengan
konsentrasi 15%,25%, dan 35% mempunyai potensi sebagai antibakteri gram positif dan negatif
dengan nilai P > 0,05 dan uji beda nyata (BNT) terkecil telah membuktikan bahwa seluruh perlakuan
memiliki pengaruh yang siginifikan dalam menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun
negatif pada kombucha buah nanas madu subang.

Kata kunci: antimikroba, buah nanas, gula aren, metabolit sekunder

ABSTRACT

The kombucha of honey pineapple (Annanas comasus) Subang contains secondary metabolites from
the alkaloids, flavonoids, and saponins. Where all three have the potential to inhibit the growth of
gram-positive and negative bacteria. This study aims to qualitatively identify secondary metabolites
contained in the kombucha fermentation solution of Subang honey pineapple and provide scientific
information about the effect of different concentrations of palm sugar in the kombucha fermentation
solution of honey pineapple fruit. earring in inhibiting the growth of gram-positive and gram-
negative bacteria. This research method was carried out experimentally in the laboratory by making
5 preparations, namely fermented kombucha pineapple honey Subang with concentrations of 15%,
25%, and 35%, sterile distilled water as a negative control, and black tea-based kombucha as a
positive control. The results of ANOVA proved that all treatments on kombucha of pineapple honey
subang with concentrations of 15%, 25%, and 35% had potential as gram-positive and negative
antibacterials with P value > 0.05 and the smallest significant difference test (BNT) proved that all
The treatment had a significant effect in inhibiting the growth of gram positive and negative bacteria
on kombucha of pineapple honey subang.

Keywords: antimicrobial, pinepeal fruit, secondary metabolite
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1. PENDAHULUAN

Pemanfaatan makhluk hidup beserta
produk makhluk hidup (DNA, RNA, Protein,
Enzim, dan hormon) dikenal sebagai istilah
Bioteknologi' untuk menghasilkan barang dan
jasa baik secara konvensional maupun skala
modern. Pemanfaatan makhluk hidup dalam
menghasilkan  barang dan jasa secara
konvensional dikenal dengan istilah
bioteknologi konvensional karena produk yang
dihasilkan cenderung berskala hulu atau
sederhana, sedangkan pemanfaatan makhluk
hidup dalam menghasilkan barang dan jasa
secara modern dikenal sebagai bioteknologi
modern.

Fermentasi merupakan salah satu contoh
atau bagian dari proses bioteknologi
konvensional. Salah satu produk bioteknologi
fermentasi berbahan dasar teh dikenal sebagai

kombucha. Kombucha diketahui memiliki
khasiat sebagai sumber antibakteri®® sumber
antimikroba®, sumber antifungi® sumber
antioksidan® sumber antikolesterol’® serta

sumber antikanker®.

Kombucha selama proses fermentasi
dikendalikan oleh konsorsium bakteri dan ragi
atau yang dikenal sebagai Scoby (Simbiotic
Colony/Culture Bacteria & Yeast) vaitu
gabungan atau kombinasi antara bakteri dan ragi
yang memanfaatkan gula sebagai substrat
(nutrisi) untuk dirombak menjadi asam asam
organik, vitamin, mineral, enzim, dan polifenol
oleh sekelompok bakteri,serta etanol dan CO;
oleh Yeast'. Bahan baku dalam pembuatan
kombucha selain teh dapat digunakan dari
produk komoditas hortikultura salah satu nya
adalah buah nanas madu Subang (Ananas
comasus).  Penelitian  sebelumnya  pada
kombucha buah nanas madu Subang memiliki
potensi sebagai antibakteri baik bakteri gram
positif maupun negatif*’.

Hal tersebut dikarenakan dalam proses
pembuatan kombucha konsentrasi gula yang
berbeda-beda dapat mempengaruhi daya hambat
pertumbuhan bakteri. Hasil penelitian yang
dilakukan oleh? telah membuktikan bahwa
kombucha daun sirsak pada konsentrasi gula
20% merupakan perlakuan terbaik dalam
menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus maupun Escherichia
coli.

Hasil penelitian yang selaras dilakukan
olen Rezaldi et al, (2022) dan telah
membuktikan bahwa konsentrasi gula pasir putih

sebesar 35% pada kombucha buah nanas madu
Subang merupakan perlakuan terbaik dalam

menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, dan

Escherichia coli. Nilai Rata-rata diameter zona
hambat yang dihasilkan adalah 24,16 mm
dengan Kkategori sangat kuat pada bakteri
Staphylococcus aureus. 20,89 mm pada bakteri
Staphylococcus epidermidis dengan kategori
kuat. 17,88 mm pada bakteri Pseudomonas
aeruginosa dengan kategori kuat. 17,17 mm
pada bakteri Escherichia coli dengan kategori
kuat™.

Melihat perkembangan penelitian
mengenai potensi kombucha sebagai antibakteri
gram positif maupun negatif, maka dalam
kesempatan ini penulis tertarik untuk melakukan
penelitian dalam memanfaatkan buah nanas
madu Subang (Ananas comasus) yang dilakukan
melalui  metode bioteknologi  fermentasi
kombucha sebagai antibakteri gram positif
(Staphylococcus aureus, dan Staphylococcus
epidermidis) maupun bakteri gram negatif yaitu
berupa  Pseudomonas  aeruginosa  dan
Escherichia coli berdasarkan konsentrasi gula
aren yang berbeda-beda yaitu 15%, 25%, dan
35%*,

2. METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian
ini diantaranya adalah panci stenless, corong
stenless, kompor gas, pengaduk stenless, toples
kaca, lap, sendok, karet gelang, rak penyimpan,
timbangan analitik, botol kaca, timer, cawan
petri, dan Laminair air flow®,

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini vyaitu gula aren, kombucha
berbahan dasar teh hitam sebagai kontrol positif,
Scoby dan Baby Scoby sebagai starter atau kultur
awal kombucha yang telah diperoleh dari rumah
fermentasi Tangerang. Bakteri uji yang meliputi
Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, dan
Escherichia coli. Media Muller Hinton Agar
(MHA), dan nanas madu Subang (Ananas
comasus)™.

Persiapan Bahan Buah Nanas Madu Subang
(Ananas comasus) dan Scoby

Buah nanas madu yang telah didapatkan
dari kota Subang dipotong kecil-kecil dalam 15
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Kg untuk diperas dan juga diambil airnya. Buah
Nanas yang sudah diperoleh airnya disimpan
pada wadah yang steril untuk direbus dan juga
difermentasi oleh Scoby jika air rebusan nanas
sudah berada dalam kondisi dingin®,

Fermentasi Kombucha Buah Nanas Madu
Subang (Ananas comasus)

Langkah-langkah yang diperlukan dalam
fermentasi kombucha buah nanas madu subang
diantaranya adalah sebagai berikut; Pertama,
menyiapkan alat-alat dan bahan utama seperti
toples kaca, gula aren sebagai substrat, dan
kultur awal kombucha beserta baby scoby yang
berada dalam bentuk cair. Kedua, menimbang
buah nanas madu Subang sebanyak 25% dalam
1 liter. Ketiga, menimbang 8,2% air sampai 1,8
mL air. Keempat, menambahkan konsentrasi
gula aren sesuai perlakuannya yaitu 15%, 25%,
dan 35%. Kelima, memanaskan gula sampai
mendidih selama 15 menit serta memasukkan ke
dalam toples kaca pada setiap perlakuan gula
berdasarkan konsentrasinya. Keenam,
memasukkan air rebusan pada toples kaca pada
bagian dalam yang sudah ditambahkan
konsentrasi larutan gula aren masing-masing.
Ketujuh, mendinginkan air rebusan pada suhu
30°C kemudian menambahkan starter kombucha
yang sudah berusia 1 minggu sebanyak 10%
(v/v) pada perlakuan secara keseluruhan.
Kedelapan, menutup toples kaca dengan kain
penutup dengan tujuan supaya fermentasi
kombucha buah nanas madu Subang (Ananas
comasus) berjalan dengan statis hingga sukses'*.

Skrining Fitokimia

Larutan fermentasi kombucha buah
nanas madu Subang akan diidentifikasi senyawa
metabolit sekunder yang terdiri dari golongan
alkaloid, flavonoid, tanin, steroid/terpenoid, dan
saponin®,

Uji Aktivitas Antibakteri Gram Positif
Negatif Pada Kombucha Buah Nanas Madu
Subang (Ananas comasus)

Tahapan-tahapan  dalam  pengujian
antibakteri gram positif maupun negatif
diantaranya adalah yang pertama menyiapkan
cawan petri sebanyak 24 buah untuk dituangkan
kedalam media Muller Hinton Agar (MHA)
sebanyak 15 mL secara keseluruhan pada cawan
petri. Tahapan yang kedua adalah mendiamkan
media tersebut sampai pada kondisi memadat.

Tahapan ketiga yaitu mencelupkan lidi pada
kapas steril pada bakteri uji di dalam media.
Bakteri uji yang dimaksud diantaranya adalah
Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis merupakan bakteri gram positif.
Pseudomonas aeruginosa dan Escherichia coli
merupakan bakteri gram negatif. Tahapan yang
keempat vyaitu mengusap media MHA pada
permukaan hingga tertutup secara keseluruhan.
Tahapan yang kelima yaitu menempelkan disk
yang telah direndam pada sediaan larutan
fermentasi kombucha buah nanas madu Subang
(Ananas comasus) pada konsentrasi gula aren
yang berbeda-beda yaitu 15% pada cawan petri
pertama, 25% pada cawan petri kedua, 35% pada
cawan petri ketiga. Cawan petri keempat berisi
kontrol positif berupa kombucha yang berbahan
dasar teh hitam. Cawan petri kelima berisi
kontrol negatif yaitu berupa akuades steril.
Tahapan keenam yaitu melakukan pengulangan
sebanyak 3 kali. Tahapan ketujuh vyaitu
menginkubasi media yang berisi bakteri yang
akan diuji oleh perlakuan kombucha buah nanas
madu Subang (Ananas comasus) beserta kontrol
positif maupun negatif selama 24 jam. Tahapan
kedelepan atau yang terakhir adalah mengukur
rata-rata diameter zona hambat pada masing-
masing perlakuan secara keseluruhan™.

Analisis Data

Data yang dihasilkan berupa rata-rata
diameter zona hambat pada perlakuan secara
keseluruhan diolah menggunakan statistik
ANOVA satu jalur pada taraf kepercayaan 95%.
Data hasil penelitian tersebut yang telah
diperoleh memiliki perbedaan secara nyata atau
beda nyata terkecil (BNT), maka akan
dilanjutkan melalui uji post hoc?®.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Skrining Fitokimia

Hasil penelitian ini telah membuktikan
bahwa larutan fermentasi kombucha buah nanas
madu subang mengandung senyawa metabolit
sekunder yang terdiri dari alkaloid dengan
raeagen/pereaksi kimia wagner dan dragendroff.
Flavonoid, dan saponin yang masing-masing

memiliki  kemampuan sebagai antibakteri
patogen baik pada bakteri gram positif maupun
negatif®.

Larutan fermentasi kombucha buah nanas
madu subang berpotensi sebagai minuman
probiotik dalam meningkatkan sistem daya tahan
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tubuh'’. Adanya kandungan metabolit sekunder
pada larutan fermentasi kombucha buah nanas
madu subang berkhasiat sebagai sumber
antibakteri®, sumber antioksidan® dan sumber
antikanker’.

Hal tersebut disebabkan karena adanya
kandungan metabolit sekunder yang mampu
bekerja secara seluler baik sebagai sumber
antibakteri, sumber antioksidan, dan juga
sumber antikanker?,

Golongan alkaloid merupakan salah satu
senyawa metabolit sekunder yang bekerja secara
seluler sebagai antibakteri dengan cara
menghambat sintesis enzim, protein, hingga
terjadinya suatu ganguan pada metabolisme
bakteri patogen’®. Golongan alkaloid pada
kombucha buah nanas yang bekerja sebagai
sumber antioksidan secara seluler yaitu dengan
cara mendonorkan atom H pada radikal bebas
yang merupakan salah satu bagian dari alkaloid
yang bekerja sebagai antioksidan primer®®,

Alkaloid dapat dihasilkan dari pelarut
yang bersifat polar, sehingga berpotensi sebagai
sumber antioksidan. Alkaloid yang terkandung
pada buah nanas madu subang bekerja sebagai
sumber antikanker secara seluler yaitu dengan
menghambat mekanisme pembelahan dan non
aktivasi jalur apoptosis pada sel kanker®.

Flavonoid yang dihasilkan dari fermentasi
kombucha buah nanas madu subang yang
bekerja secara seluler sebagai sumber antibakteri
diantaranya adalah menginaktivasi protein
maupun enzim pada bagian membran sel
bakteri®®. Flavonoid yang telah dihasilkan pada
larutan fermentasi kombucha buah nanas madu
subang dan bekerja sebagai sumber antioksidan
adalah melalui proses penyumbangan atom
hidrogen, sehingga radikal bebas dapat
direduksi, sedangkan flavonoid yang telah
dihasilkan pada larutan fermentasi kombucha

buah nanas madu subang sebagai antikanker
dengan cara menghambat proses pembelahan
serta pengaktivan jalur apoptosis pada sel
kanker™.

Golongan saponin yang dihasilkan
melalui fermentasi kombucha buah nanas madu
subang dan bekerja sebagai sumber antibakteri
diantaranya adalah  mensintesis  senyawa
kompleks pada bagian membran sel bakteri
patogen melalui ikatan hidrogen. Hal tersebut
mengakibatkan struktur protein menjadi rusak
dan dapat mempengaruhi ketidakseimbangan
pada membran sel yang  merupakan
makromolekul maupun ion yang terkandung di
dalam sel menjadi lisis atau hancur yang dialami
oleh bakteri patogen baik pada bakteri gram
positif maupun negatif2.

Golongan saponin yang terkandung dalam
fermentasi kombucha buah nanas madu subang
yang bekerja sebagai sumber antioksidan yaitu
dengan cara mensisntesis lipid peroksida,
sedangkan potensi golongan saponin yang
terkandung dalam fermentasi kombucha buah
nanas madu subang sebagai antikanker yaitu
dengan cara mengikat gugus aglikon sapogenin
berupa triterpenoid atau steroid®.

Aktivitas Antibakteri Gram Positif - Negatif

Pada Tabel 1 telah membuktikan bahwa
konsentrasi gula aren pada fermentasi buah
nanas madu subang yang berbeda-beda
berpotensi sebagai antibakteri baik pada bakteri
gram positif maupun negatif. Hasil penelitian
yang tercantum pada tabel 1 tersebut telah
membuktikan bahwa konsentrasi gula aren
sebesar 35% adalah perlakuan terbaik yang
berpotensi dalam mensintesis zona hambat pada
bakteri uji secara keseluruhan. Rata-rata nilai
diameter zona hambat pada bakteri.

Tabel 1. Hasil Perhitungan Diameter Zona Hambat Pada Media MHA (Muller Hinton Agar)

Diameter zona hambat setiap

_ _ Dlgg:;ter Kontrpl Kon_tr_ol _ Konsentrasi
Jenis Bakteri h negatif positif  Fermentasi kombucha buah nanas madu
ambat
(mm) (mm) (mm) subang (mm)
15% 25% 35%
| 0 20,34 15,47 16,90 21,88
Staphylococcus I 0 22,45 17,25 17,66 23,78
aureus 1l 0 23,56 18,22 19,52 25,90
Rerata 0 22,11 16,98 18,02 23,85
Staphylococcus | 0 19,34 13,45 15,00 20,00
epidermidis I 0 20,00 15,87 15,90 21,87
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11 0 21,89 16,60 18,00 22,34

Rerata 0 20,41 15,30 16,30 21,40

| 0 18,34 12,60 14,56 19,71

Pseudomonas ] 0 19,87 13,45 15,52 20,90
aeruginosa 11 0 21,50 15,00 17,00 22,00
Rerata 0 19,90 13,68 15,69 20,87

| 0 17,72 11,78 13,45 20,50

Escherichia ] 0 18,98 12,77 15,00 20,50
coli 11 0 20,00 14,00 15,89 21,54
Rerata 0 18,90 12,85 14,78 20,84

Tabel 2 dibawah ini adalah data hasil
penelitian yang diuji secara statistik melalui
ANOVA satu jalur dan telah menunjukkan
bahwa pada kelompok perlakuan fermentasi
kombucha buah nanas madu subang dengan nilai
p masing-masing kurang dari 0,05. Nilai rata-
rata antar kelompok perlakuan fermentasi
kombucha buah nanas madu subang memiliki
perbedaan bermakna sehingga dapat dilanjutkan
melalui uji post hoc.

Tabel 2. Uji Anova Satu Jalur

Uji One Way Anova Sig
Staphylococcus aureus 0,0
Staphylococcus epidermidis 0,1
Pseudomonas aeruginosa 0,02
Escherichia coli 0,03

Tabel 3 yang tercantum dibawah ini
merupakan hasil uji lanjut berupa post hoc yang
telah membuktikan apabila suatu data hasil
penelitian mempunyai nilai p kurang dari 0,05,
maka data hasil penelitian yang diperoleh

Tabel 3. Analisis Uji Post hoc

membuktikan tidak berbeda nyata secara
signifikan pada perlakuan lainnya. Uji post hoc
yang sudah tercantum pada tabel 3 telah
membuktikan bahwa diameter zona hambat pada
bakteri Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, dan
Escherichia coli pada konsentrasi gula aren
sebesar 15% fermentasi kombucha buah nanas
madu subang mempunyai perbedaan secara
bermakna dan signifikan pada konsentrasi gula
aren fermentasi kombucha buah nanas madu
subang sebesar 35%. Namun mempunyai
perbedaan secara bermakna pada konsentrasi
25%, kontrol  positif  maupun  negatif.
Konsentrasi gula aren sebesar 25% pada
kombucha buah nanas madu subang memiliki
perbedaan secara bermakna baik pada
konsentrasi 15%, 35%, kontrol positif maupun
negatif. Konsentrasi gula aren sebesar 35% pada
larutan fermentasi kombucha buah nanas madu
subang mempunyai perbedaan secara bermakna
baik pada kontrol positif maupun negatif.
Namun memiliki perbedaan secara bermakna
pada konsentrasi gula aren sebesar 15% maupun
25%.

. . Kontrol Kontrol
Jenis Bakteri 15% 25% 35% Positif  Negatif
15% - 0,777  0,005* 0,000* 0,000*
25% 0,777 - 0,122 0,000* 0,000*
35% 0,005* 0,122 - 0,000* 0,000*
Staphylococcus aureus
Kontrol
Positif  0,000* 0,000* 0,000* - 0,000*
Kontrol
Negatif  0,000* 0,000* 0,000* 0,000* -
15% - 0,255 0,005* 0,000* 0,000*
Staphylococcus epidermidis 25% 0,255 § 0,244 0,000* 0,000
35% 0,006* 0,244 - 0,000* 0,000*
Kontrol
Positif ~ 0,000* 0,000* 0,000* - 0,000*
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Kontrol
Negatif  0,000* 0,000* 0,000* 0,000* -
15% - 0,277  0,005* 0,000* 0,000*
25% 0,277 - 0,277 0,000* 0,000*
Pseudomonas aeruginosa 35% 0,004% o177 - 0,000% 0,000%
Kontrol
Positif  0,000* 0,000* 0,000* - 0,000*
Kontrol
Negatif  0,000* 0,000* 0,000* 0,000* -
15% - 0,388 0,002* 0,000* 0,000*
25% 0,388 - 0,888 0,000* 0,000*
35% 0,002* 0,888 - 0,000* 0,000*
Escherichia coli Kontrol
Positif  0,000* 0,000* 0,000* - 0,000*
Kontrol
Negatif  0,000* 0,000* 0,000* 0,000* -

Keterangan: (*) Menyatakan terdapat perbedaan bermakna (p<0,05)

Tabel 1 telah membuktikan bahwa
kombucha buah nanas madu subang pada
konsentrasi gula aren sebesar 15%, 25%, dan
35% memiliki kemampuan dalam membentuk
zona hambat atau zona bening pada sekeliling
sumuran baik pada bakteri gram positif yang
meliputi ~ Staphylococcus aureus maupun
Staphylococcus epidermidis dan juga bakteri
gram negatif yang meliputi Pseudomonas
aeruginosa maupun Escherichia coli. Hal
tersebut ditandai dengan adanya indikasi yaitu
kombucha buah nanas madu subang pada

konsentrasi gula aren secara keseluruhan
mempunyai  potensi  dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri gram positif maupun
negatif.

Hal ini telah dipertajam melalui hasil
penelitian yang telah dilakukan oleh Khalaei et
al (2020), yang menyatakan bahwa zona hambat
yang terbentuk atau terdapat pada zona bening
pada kombucha yang berbahan dasar teh hitam
berpotensi  sebagai  antibakteri®’.  Potensi
kombucha buah nanas madu subang yang
dihasilkan dalam penelitian ini  memiliki
aktivitas sebagai antibakteri pada spektrum
sempit. Pernyataan tersebut didukung oleh hasil
penelitian yang telah dilakukan oleh Rezaldi et
al. (2022) yang telah membuktikan bahwa
konsentrasi gula aren pada fermentasi kombucha
bunga telang berpotensi dalam menghambat
pertumbuhan Salmonella thypi dengan rata-rata
diameter zona hambat yang dihasilkan sebesar
18,23 mm (kategori kuat) dan Vibrio

parahaemolyticus dengan rata-rata diameter
zona hambat sebesar 15,31 mm (kategori kuat)®.

Pada tabel 1 telah membuktikan bahwa
hasil rata-rata diameter zona hambat pada
kombucha buah nanas madu subang vyaitu
konsentrasi gula aren sebesar 35% merupakan
perlakuan  terbaik  dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri baik bakteri gram positif
maupun negatif.Hal tersebut menunjukkan
bahwa konsentrasi gula yang berbeda-beda dapat
mempengaruhi pertumbuhan bakteri patogen®*.

4. KESIMPULAN

Hasil penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa kombucha buah nanas madu subang
berpotensi dalam menghambat pertumbuhan
bakteri gram positif maupun negatif pada
konsentrasi gula aren secara keseluruhan.
Konsentrasi gula aren sebesar 35% pada
kombucha buah nanas madu subang merupakan
perlakuan  terbaik  dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri gram positif maupun
negatif. Kombucha buah nanas madu subang
mengandung senyawa metabolit sekunder
seperti alkaloid, flavonoid, dan juga saponin.
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