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ABSTRAK. Kombucha cengkeh adalah minuman fermentasi yang memanfaatkan teh cengkeh, gula, dan starter SCOBY
sehingga memiliki kandungan mikroba yang baik untuk kesehatan. Kelompok bakteri asam laktat (BAL) memiliki
peranan paling penting dalam memengaruhi kualitas produk fermentasi. Informasi karakteristik BAL pada produk
pangan penting dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri terhadap kondisi pengolahan serta potensi kesehatan
yang dihasilkan. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi BAL kombucha cengkeh. Penelitian
dilakukan dengan mengisolasi kombucha cengkeh pada media selektif MRSA dan dilanjutkan pada tahap karakteristisasi
makroskopis. Hasil isolasi dari fermentasi kombucha cengkeh memperoleh lima isolat BAL dengan karakteristik
makroskopis yang beragam (berwarna putih, berbentuk circular, tepi entire hingga curled, elevasi raised).
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PENDAHULUAN

Makanan dan minuman yang mengandung bakteri probiotik adalah bagian dari pangan fungsional yang
telah dimodifikasi untuk memberikan manfaat kesehatan tambahan selain nutrisi yang dikandungnya. Bakteri
probiotik umumnya berasal dari kelompok bakteri asam laktat (BAL) (Surono, 2004). Bakteri asam laktat
sering diaplikasikan dalam beberapa produk pangan yang dapat memberi banyak manfaat bagi produk
fermentasi itu sendiri. Beberapa penelitian sebelumnya menjelaskan bahwa penambahan BAL pada produk
pangan akan menurunkan pH substrat sehingga bakteri perusak dan patogen akan terhambat pertumbuhannya
sehingga berperan dalam kesehatan pencernaan manusia (Azizah et al., 2019). BAL secara alami tumbuh
pada bahan pangan fermentasi, seperti susu, daging, dan sayuran sehingga dikenal dengan sebutan food grade
microorganism. Bakteri ini dikategorikan sebagai mikroorganisme generally recognized as safe (GRAS),
yaitu mikroorganisme yang tidak memiliki risiko terhadap kesehatan (Yuyana, 2016). Salah satu minuman
kesehatan yang mengandung BAL adalah kombucha.

Kombucha adalah minuman fermentasi yang melibatkan mikroorganisme yaitu bakteri dan khamir
dengan menggunakan teh dan gula serta starter kultur SCOBY (Symbiotic of Bacteria and Yeast). Kombucha
pada umumnya terbuat dari ekstrak daun teh yang memiliki kandungan tanin, steroid, saponin, triterpenoid,
flavonoid, dan alkaloid (Noriko, 2013). Fermentasi kombucha memanfaatkan Bakteri Asam Laktat (BAL)
yang memiliki peranan paling penting dalam memengaruhi kualitas produk. Fermentasi BAL dapat
meningkatkan gizi dan mengurangi kandungan gula hingga perbaikan cita rasa (Karyantina dan Sumarmi,
2021).

Saat ini, telah banyak penelitian yang menganalisis potensi kombucha sebagai minuman kesehatan
dengan fermentasi dari sumber alam seperti bunga telang, teh hitam, hingga daun kopi. Penelitian-penelitian
ini juga menunjukan bahwa kombucha dapat berperan sebagai antioksidan, antibakteri, memperbaiki
mikroflora usus, dan dapat meningkatkan ketahanan, dan menurunkan tekanan darah tinggi (Khamidah dan
Antarlina, 2020). Sampai saat ini belum ada penelitian mengenai pemanfaatan daun cengkeh sebagai bahan
baku kombucha yang berpotensi sebagai inovasi pangan fungsional baru. Provinsi Sulawesi Utara merupakan
penghasil cengkeh terbesar di Indonesia, dengan luas lahan perkebunan cengkeh sekitar 71.424 hektar (BPS
SULUT, 2022). Eugenol cengkeh dapat digunakan sebagai obat untuk kesehatan manusia karena memiliki
fungsi dan peran sebagai antikanker, antibakteri, anti-jamur, dan antioksidan (Tulungen, 2019). Eugenol pada
bunga cengkeh sendiri juga dapat memperbaiki kadar neurotransmitter pada otak dengan menghambat MAO
(Monoamin-Oksidase) (Mathiazhagan et al., 2013). Berdasarkan hal tersebut, penambahan cengkeh pada
kombucha dapat memperkaya rasa dan meningkatkan khasiat kombucha sebagai minuman kesehatan.

Penelitian menggunakan teh hitam, teh hijau, teh oolong, dan teh putih sebagai bahan baku kombucha
menunjukkan bahwa kualitas kombucha yang dihasilkan berbeda-beda dalam hal rasa, aroma, kandungan
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nutrisi dan senyawa yang dihasilkan sehingga dapat memberikan profil mikroflora yang berbeda pula
(Kamelia et al., 2023). Selain itu, penelitian terdahulu telah mengidentifikasi jenis BAL yang berbeda antara
lain, teh kombucha lokal Bali (Lactobacillus sp.) (Viviandari et al., 2015), kombucha rosella (Lactobacillus
delbrueckii dan Lactococcus lactis) (Karyantina dan Sumarmi, 2021) dan teh kombucha (Lactobacillus
pentosus, Lb. plantarum, Lb. paracasei) yang berpotensi dapat menurunkan kolesterol (Adhinugraha et al.,
2022). Berdasarkan hal tersebut, penting untuk menganalisis tentang jenis BAL yang berkembang pada
kombucha dengan bahan daun cengkeh. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi
BAL pada kombucha cengkeh.

METODE
Fermentasi Kombucha

Sampel daun cengkeh dikeringkan dengan cahaya matahari hingga kering. Pembuatan kombucha
cengkeh diawali dengan membuat teh daun cengkeh 0,8% (b/v). Selanjutnya, teh ditambahkan gula dengan
konsentrasi 20%. Setelah didinginkan hingga suhu £40°C, teh ditambahkan dengan SCOBY dan 10% larutan
starter kombucha. Kombucha kemudian difermentasi selama 7 hari. Analisis karakteristik kombucha cengkeh
dilakukan dengan menguji pH larutan dengan menggunakan pH meter.

Pembuatan Media de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) dan Media de Man Rogosa Sharpe Broth
(MRSB)

Serbuk MRSA sebanyak 55,1 gram dilarutkan sampai volume 1000 ml dengan akuades dalam
Erlenmeyer dan dipanaskan pada hotplate kemudian diaduk menggunakan batang pengaduk hingga mendidih.
Erlenmeyer kemudian ditutup menggunakan aluminium foil yang selanjutnya disterilisasi di dalam autoklaf.
Setelah media steril, media dituang pada cawan petri sebanyak £20ml. Serbuk MRSB sebanyak 68,2 gram
dilarutkan sampai volume 1000 ml dengan akuades dalam Erlenmeyer dan dipanaskan pada hotplate
kemudian diaduk menggunakan batang pengaduk hingga mendidih. Perlakuan MRSB dengan kadar NaCl
berbeda dilakukan dengan cara yang sama, hamun ditambahkan 4% dan 6,5% bubuk NaCl ke dalam larutan
MRSB. Media kemudian dituang pada tabung reaksi sebanyak +5ml. Tabung reaksi kemudian ditutup
menggunakan kapas steril dan aluminium foil yang selanjutnya disterilisasi di dalam autoklaf.

Pembuatan Larutan NaCl 0,9%0

Larutan NaCl 0,9% dengan volume 1000 ml disiapkan dengan cara berikut: 9 gram bubuk NaCl
dimasukkan ke dalam erlenmeyer untuk volume 1000 ml. Kemudian dibagi kedalam tabung reaksi masing-
masing sebanyak 9 ml. Erlenmeyer dan tabung reaksi ditutup dengan aluminium foil dan kemudian
disterilisasi di dalam autoklaf.

Isolasi Bakteri Asam Laktat Asal Kombucha Cengkeh

Isolasi bakteri asam laktat dari kombucha cengkeh dilakukan dengan metode spread plate pada media
selektif BAL yaitu media MRSA. Pengenceran 10-1 dilakukan dengan mengambil 1 ml sampel kombucha
lalu dimasukkan ke 9 ml larutan NaCl 0,9% dalam tabung reaksi. Pengenceran dilakukan hingga Faktor
Pengenceran 10-4. Perhitungan total bakteri dilakukan dengan metode Total Plate Count (TPC) pada
pengenceran dengan jumlah koloni antara 30-300 menggunakan rumus perhitungan (Maulidah dan Wabhidah,
2020).

Purifikasi dan Karakterisasi Makroskopis

Bakteri yang dihasilkan dari hasil isolasi dilakukan purifikasi dengan metode kuadran dipindahkan ke
media MRSA untuk ditumbuhkan agar didapatkan isolat murni. Isolat kemudian dikarakterisasi secara
makroskopik berdasarkan warna, bentuk, elevasi, dan tepi.

Karakterisasi Mikroskopis

Prosedur untuk uji morfologi bentuk sel dan pengecatan gram bakteri dimulai dengan membersihkan
gelas objek menggunakan alkohol 70% dan dibilas dengan akuades, kemudian dipanaskan untuk sterilisasi.
Selanjutnya, satu ose biakan bakteri diambil secara aseptik dan diletakkan pada kaca objek, diratakan, dan
difiksasi di atas nyala api. Larutan kristal violet kemudian ditetesi dan dibiarkan selama 1 menit, diikuti
dengan pencucian menggunakan air mengalir dan pengeringan. Setelah itu, diteteskan larutan iodium dan
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dibiarkan selama 1 menit sebelum dicuci kembali dan dikeringkan. Larutan pemucat kemudian digunakan
selama 30 detik, diikuti dengan pencucian dan pengeringan. Setelah itu ditetesi dengan larutan safranin atau
zat penutup dan didiamkan selama 2 menit, kemudian dicuci dengan air mengalir dikeringkan dan diamati
dengan menggunakan mikroskop pada perbesaran kuat (1.000x) untuk melihat warna gram dan bentuk sel
bakteri (Delvia et al., 2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Fermentasi Kombucha Cengkeh

Hasil fermentasi kombucha cengkeh selama tujuh hari menunjukkan perbedaan pada karakteristik
larutan. Kombucha cengkeh yang difermentasi pada hari ke-7 menunjukkan adanya lapisan tipis nata di
permukaan larutan. Proses terbentuknya nata SCOBY dalam kombucha terjadi melalui proses fermentasi.
Bakteri Acetobacter xylinum memiliki kemampuan untuk mengoksidasi glukosa menjadi berbagai jenis asam
organik. Bakteri ini juga mensintesis glukosa menjadi selulosa yang membentuk serat-serat putih yang
dikenal sebagai nata. Awalnya, selulosa dihasilkan dalam bentuk tidak berstruktur di dalam medium,
kemudian membentuk lapisan nata SCOBY (Suhardini dan Zubaidah, 2016).

Proses fermentasi kombucha cengkeh melibatkan simbiosis bakteri dan yeast yang memproduksi asam
yang yang menyebabkan perubahan nilai pH. Karakteristik pH kombucha pada hari ke-O bernilai 3,5
kemudian diamati pada hari ke-7 bernilai 3,0. Turunnya nilai pH disebabkan oleh aktivitas mikrobia dalam
kombucha yang menghasilkan penumpukan zat asam. Proses fermentasi kombucha cengkeh bertujuan untuk
meningkatkan variasi rasa dan meningkatkan sifat antimikroba dan antioksidan dari teh cengkeh. Fermentasi
dapat membantu memecah senyawa kompleks menjadi nutrisi yang lebih sederhana dan mudah diserap
(Nasution dan Nasution, 2022).

Isolasi Bakteri Asam Laktat Kombucha Cengkeh

Isolasi Bakteri Asam Laktat (BAL) kombucha cengkeh yang telah difermentasi selama 7 hari pada
penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode spread plate (cawan sebar) pada media MRSA dan
dihitung dengan metode Total Plate Count. Hasil isolasi BAL kombucha cengkeh yang diinkubasi selama 48
jam memperoleh total mikroba 4,5 x 10° cfu/ml. Selanjutnya, isolat-isolat yang berbeda secara makroskopis
dilakukan karakterisasi berdasarkan warna, bentuk, elevasi, dan tepian sehingga diperoleh total lima isolat
asam laktat kombucha cengkeh. Isolat BAL kombucha cengkeh diberi kode JS1, JS2, JS3, JS4, dan JS5
kemudian dihitung total koloni mikroba seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Total BAL Kombucha Cengkeh
Kode Isolat Jumlah Bakteri(cfu/mL)

JS1 2,6 x 10°
JS2 1,4 x10°
JS3 1,0 x 10
JS4 1,1x10*
JS5 1,3 x10*

Hasil total mikroba BAL dari kombucha cengkeh yang diperoleh pada penelitian ini mencapai 10°
cfu/ml. Hasil penelitian Wistiana dan Zubaidah (2014), menunjukkan rerata total bakteri asam laktat
kombucha dari daun salam, daun teh, daun jambu, daun sirih, daun sirsak dan daun kopi selama proses
fermentasi berkisar antara 5,90x10* cfu/ml hingga 2,20x10° cfu/ml pada pengamatan hari ke-0, kemudian
3,00x10° cfu/ml hingga 9.90x10° cfu/ml pada pengamatan hari ke-8, dan 4,50x10* cfu/ml hingga 4,30x10°
cfu/ml pada pengamatan hari ke-14. Penelitian lainnya menunjukkan total BAL kombucha daun teh dan daun
kopi robusta yang difermentasi selama 10 hari berada pada rentang 5,9 x 10° hingga 3,1 x 10* cfu/ml dimana
total BAL tertinggi ada pada kombucha daun kopi robusta dengan konsentrasi 0,6% (Zubaidah et al., 2021).
Isolat BAL yang mendominasi pada penelitian ini adalah isolat JS1 dengan jumlah bakteri 2,6 x 10° cfu/ml
diikuti oleh isolat BAL kombucha cengkeh dengan kode isolat JS2 dengan total koloni 1,4 x 10° cfu/ml, isolat
BAL kombucha cengkeh dengan kode isolat JS5 dengan total koloni 1,3 x 10° cfu/ml. Isolat BAL kombucha
cengkeh dengan kode isolat JS4 dengan total koloni 1,1 x 10* cfu/ml dan isolat BAL kombucha cengkeh
dengan kode isolat JS3 1,0 x 10* cfu/ml. Pertumbuhan BAL menyebabkan penurunan pH kombucha cengkeh
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selama proses fermentasi dari mulanya 3,5 pada hari ke-0 menjadi 3,0 pada hari ke-7. Hasil ini menunjukkan
peran BAL selama proses fermentasi kombucha, pertumbuhan BAL berhubungan dengan penurunan pH
larutan karena BAL menghasilkan asam laktat yang menyebabkan penurunan pH kombucha.

Variabel fermentasi proses, seperti waktu, suhu, dan konsentrasi sukrosa, akan mempengaruhi
konsentrasi produk akhir zat organik seperti asam dan pH (Vina et al., 2013). Turunnya pH akan menekan
jumlah sel patogen, sehingga akan mempengaruhi komposisi mikroba yang berkembang dalam kombucha.
Penurunan pH pada kombucha dengan substrat yang berbeda akan mempengaruhi jenis mikrobia yang dapat
diisolasi.

Karakterisasi Makroskopis

Karakterisasi secara makroskopik dilakukan untuk mengetahui bentuk koloni, warna koloni dan bentuk
permukaan koloni yang dilakukan dengan cara memilih strain isolat yang berbeda setelah proses isolasi tahap
pertama pada media selektif MRSA. Koloni bakteri asam laktat ditemukan berdasarkan perubahan warna
media menjadi putih susu di sekitar lokasi tumbuh koloni bakteri. Isolat BAL yang memiliki koloni yang
sama dianggap sebagai 1 jenis (strain) kemudian dilakukan pemurnian pada media MRSA dengan metode
garis kuadran. Hasil karakterisasi isolat BAL kombucha cengkeh dapat dilihat pada Tabel 2.

Karakterisasi morfologi secara makroskopik dilakukan dengan pengamatan secara visual terhadap
warna, bentuk tepi, elevasi, dan bentuk permukaan koloni. Berdasarkan pengamatan, koloni bakteri JS1
memiliki ciri morfologi warna putih, bentuk circular, tepi entire, elevasi raised dan berdiameter 0,3 cm. Isolat
BAL JS2 memiliki ciri morfologi warna putih, bentuk circular, tepi curled, elevasi raised dan berdiameter 0,4
cm. lIsolat JS3 memiliki ciri morfologi warna putih, bentuk circular, tepi entire, elevasi raised, dan
berdiameter 0,1 cm. Isolat BAL JS4 memiliki ciri morfologi warna putih, bentuk circular, tepi curled, elevasi
raised dan berdiameter 0,2 cm. Isolat BAL JS5 memiliki ciri morfologi warna putih, bentuk circular, tepi
entire, elevasi raised, dan berdiameter 0,4 cm (Tabel 2).

Seluruh isolat kombucha cengkeh yang diisolasi menunjukkan ciri-ciri morfologi bakteri asam laktat
karena sesuai dengan ciri-ciri karakter isolat BAL yaitu tidak berpigmen, berbentuk bulat, permukaan yang
halus dengan tepi rata dan ukuran koloni 0,5-2 mm (Putri dan Kusdiyantini, 2018). Hal ini sesuai dengan
pernyataan Kurnia et al. (2020) koloni yang diduga bakteri asam laktat memiliki warna putih hingga putih
kekuningan, bentuk bulat dan tepian berwarna bening. Karakter BAL yang diisolasi dari kombucha cengkeh
ini sesuai dengan karakter BAL Genus Lactobacillus dalam penelitian Putri et al. (2018), yang memiliki
morfologi koloni BAL berbentuk bulat, berwarna putih susu, permukaan cembung, pinggiran rata dan halus.

Menurut Sousa et al. (2013), pengamatan terkait karakteristik dilakukan untuk mengidentifikasi spesies
bakteri karena memiliki pola pertumbuhan yang berbeda dan spesifik. Perbedaan morfologi koloni digunakan
sebagai indikator proses identifikasi karena morfologi koloni dianggap sebagai bentuk ekspresi adaptasi
bakteri terhadap lingkungannya. Perbedaan morfologi tiap koloni menjadikannya sebagai ciri khas untuk
dapat membedakan mikroorganisme pada tingkat takson, diantaranya perbedaan strain dari suatu spesies.

Karakterisasi Mikroskopik

Karakterisasi morfologi secara mikroskopik dilakukan dengan pewarnaan gram. Pewarnaan gram
dilakukan untuk mengetahui jenis gram dari isolat bakteri, yang merupakan penentuan karakter isolat
berdasarkan perbedaan struktur bakteri. Hasil pengamatan dari kelima isolat BAL yaitu isolat JS1, JS2, JS3,
JS4 dan JS5 terwarnai ungu saat diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 100x seperti yang
ditunjukkan pada Tabel 3.
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Tabel 1. Karakteristik Makroskopis BAL Kombucha Cengkeh

Kode Gambar Warna  Bentuk Tepi Elevasi Ukuran
Isolat ) (cm)
JS1 . Putih  Circular Entire Raised 0,3
JS2 Putih Circular Curled Raised 0,4
JS3 Putih Circular Entire Raised 0,1
JS4 Putih Circular Curled Raised 0,2
JS5 Putih Circular Entire Raised 0,4
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Tabel 3. Karakteristik Mikroskopis Isolat Bakteri dari Kombucha Cengkeh

Kode Gambar (Perbesaran Mikroskop Bentuk Sel Gram
JS1 Basil Positif
JS2 Basil Pendek Positif
JS3 Basil Positif
JS4 Basil Positif
JS5 Basil Positif
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Hasil pewarnaan gram pada kelima isolat bakteri asal fermentasi kombucha cengkeh adalah positif,
yaitu sel bakteri berwarna ungu setelah dilakukan pengecatan gram. Hal tersebut dikarenakan bakteri ini
memiliki kandungan lipid lebih rendah, sehingga dinding sel bakteri akan lebih mudah terdehidrasi akibat
perlakuan dengan alkohol yang menyebabkan ukuran pori-pori sel menjadi lebih kecil dan daya
permeabilitasnya berkurang sehingga zat warna kristal violet yang merupakan zat warna utama tidak dapat
keluar dari sel (Pelczar et al., 1986).

Salah satu karakteristik umum BAL pada hasil pewarnaan gram adalah gram positif Holt, 1994).
Bakteri gram positif memiliki dinding sel yang lebih tebal dan kaku dibandingkan dengan bakteri gram
negatif. Hal ini membuat bakteri gram positif lebih tahan terhadap lingkungan asam, termasuk asam lambung
dalam saluran pencernaan. Oleh karena itu, bakteri gram positif lebih baik dalam pencernaan karena dapat
bertahan hidup dalam lingkungan asam lambung dan membantu dalam proses pencernaan makanan (Nugraha
et al., 2021). Bentuk sel bakteri dapat diamati pada gambar hasil pewarnaan gram (Tabel 3). Secara umum,
kelima isolat (JS1, JS2, JS3, JS4, dan JS5) menunjukkan bentuk sel bakteri berbentuk batang. Namun,
terdapat perbedaan pada isolat JS2 yang menunjukkan adanya bentuk sel bakteri batang pendek. Ciri ciri ini
sesuai dengan buku Bergey’s (1994) yang memiliki ciri-ciri kemiripan dengan Lactobacillus yaitu sel
berbentuk batang, berukuran 0,5-1,2 x 1,0-10,0 um (Holt, 1994). Hasil uji mikroskopis isolat bakteri dari
kombucha cengkeh ini sama seperti dalam penelitian Viviandari et al. (2015), pada isolat BAL dari teh
kombucha lokal bali yang memperoleh 5 isolat yang memiliki bentuk sel batang sehingga diduga berasal dari
genus Lactobacillus. Hasil penelitian BAL kombucha rosella oleh Karyantina dan Sumarmi (2021) juga
mengidentifikasi BAL Lactobacillus delbrueckii yang memiliki bentuk sel batang.

Menurut Teuber (2001), BAL memiliki dua bentuk morfologi yang berbeda yakni basil dan kokus,
bakteri asam laktat yang berbentuk batang tergolong Lactobacillus dan yang berbentuk kokus tergolong
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus, dan Pediococcus. Kelima isolat BAL yang
didapatkan pada kombucha cengkeh digolongkan sebagai Lactobacillus. Genus ini umumnya memiliki sel
berbentuk batang, katalase negatif, dan gram positif. Sel-sel Lactobacillus dapat muncul secara tunggal,
berpasangan, atau dalam bentuk rantai pendek.

KESIMPULAN

Hasil isolasi bakteri asam laktat (BAL) kombucha cengkeh diperoleh lima isolat BAL dengan
karakteristik makroskopis yang beragam (berwarna putih, berbentuk circular, tepi entire hingga curled,
elevasi raised) dan karakteristik mikroskopis berbentuk batang, gram positif.
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