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Abstrak

Menurunnya sistem kekebalan tubuh dapat menimbulkan penyakit pada saluran
pencernaan seperti diare. Pengobatan diare dengan antibiotik yang menimbulkan
banyak dampak negatif dari resistensi antibiotik membuat masyarakat beralih
kepada penggunaan probiotik sebagai pengobatan alternatif. Beberapa penelitian
menyatakan bakteri probiotik yang terdapat pada minuman probiotik kombucha
seperti bakteri asam laktat dapat bermanfaat untuk menjaga keseimbangan
mikroflora saluran pencernaan dengan membantu menghambat pertumbuhan
bakteri patogen penyebab diare. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi
spesies bakteri asam laktat yang berperan dalam minuman probiotik kombucha.
Penelitian ini menggunakan rancangan deskriptif eksperimental, yaitu
mendeskripsikan hasil data penelitian berupa gambar dan tabel kemudian ditarik
kesimpulan. Hasil yang diperoleh dari penelitian yang telah dilakukan adalah
didapatkan mikroorganisme yeast dengan spesies Saccharomyces cerevisiae,
Candida spherica, Candida lambica, Candida inconspicua, dan Candida krusei.
Sementara itu, bakteri yang diduga bakteri asam laktat dengan genus Lactobacillus
tidak dapat teridentifikasi oleh alat vitek. Pada penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa tidak dapat ditemukan spesies bakteri asam laktat pada seluruh isolat yang
diperoleh dari sampel minuman probiotik kombucha yang dibuat dari teh putih dan
gula merah.

Kata kunci: Bakteri Asam Laktat; Mikrobiologi; Minuman Probiotik; SCOBY;; Yeast

Abstract
A decreased immune system can cause diseases of the digestive tract such as
diarrhea. Treatment of diarrhea with antibiotics which causes many negative
impacts from antibiotic resistance has made people turn to the use of probiotics as
an alternative treatment. Several studies have stated that the probiotic bacteria found
in probiotic kombucha drinks, such as lactic acid bacteria, can be useful for
maintaining the balance of the digestive tract microflora by helping inhibit the
growth of pathogenic bacteria that cause diarrhea. The aim of this study is to identify
the species of lactic acid bacteria that play a role in probiotic kombucha drinks. This
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study uses a descriptive experimental design, namely describing the results of study
data in the form of pictures and tables and then drawing conclusions. The results
obtained from the study that has been carried out are yeast microorganisms with the
species Saccharomyces cerevisiae, Candida spherica, Candida lambica, Candida
inconspicua, and Candida krusei. Meanwhile, bacteria suspected to be lactic acid
bacteria of the genus Lactobacillus could not be identified by the vitek tool. In this
study it can be concluded that no species of lactic acid bacteria could be found in
all isolates obtained from samples of probiotic kombucha drinks made from white
tea and brown sugar.

Keywords: Lactic Acid Bacteria; Microbiology; Probiotic Drink; SCOBY;; Yeast.

Pendahuluan

Saluran pencernaan merupakan salahsatu organ yang berperan dalam sistem
kekebalan tubuh. Menurunnya sistem kekebalan tubuh dapat menimbulkan berbagai
penyakit, terutama pada saluran pencernaan seperti diare (Dewi, Atifah, Farma, Yuniarti,
dan Fadhilla, 2021). Diare disebabkan oleh beberapa bakteri patogen. Bakteri patogen
penyebab penyakit diare pada saluran pencernaan manusia dapat diobati dengan
antibiotik.

Namun, banyaknya dampak negatif dari resistensi antibiotik membuat masyarakat
beralih kepada penggunaan probiotik sebagai pengobatan alternatif. Probiotik merupakan
bakteri baik yang memiliki kemampuan tumbuh lebih cepat dibandingkan dengan bakteri
patogen, sehingga dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen dalam saluran
pencernaan manusia (Dewi, Atifah, Farma, Yuniarti, dan Fadhilla, 2021). Salah satu
produk probiotik yang banyak dikembangkan akhir-akhir ini adalah kombucha.

Kombucha merupakan minuman probiotik yang menyegarkan dan baik untuk
kesehatan (Riswanto dan Setiawan, 2022). Pada penelitian yang dilakukan oleh Dewi
(2022) kombucha teh rosella memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri penyebab
diare, Escherichia coli. Selain itu, pada penelitian yang dilakukan oleh Riadi, Setiyawati,
dan Situmeang (2020) kombucha kimchi memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
lain penyebab diare, yaitu Shigella dysentriae dan pada penelitian yang dilakukan oleh
Afifah (2010) kombucha teh, kopi, dan rosella memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri lain penyebab diare, yaitu Vibrio cholerae. Aktivitas anti bakteri pada kombucha
berasal dari bakteri probiotik yang terkandung didalamnya.

Bakteri yang terdapat pada setiap fermentasi minuman kombucha akan berbeda
tergantung pada substrat yang digunakan dalam pembuatan minuman kombucha
(Karyantina dan Sumarmi, 2021). Teh dapat digunakan sebagai substrat dalam proses
pembuatan minuman kombucha karena memiliki aktivitas antioksidan alami yang
berasal dari senyawa fenol (Khaerah dan Akbar, 2019).

Teh diberi tambahan pemanis berupa gula. Namun, gula yang digunakan pada
pembuatan minuman kombucha tidak berfungsi sebagai pemanis melainkan sebagai
sumber karbon bagi mikroorganisme kombucha untuk tetap bertahan hidup saat melalui
proses fermentasi (Hoffman, 1995 dalam Verawati, 2019). Pada penelitian yang
dilakukan Verawati (2019) gula merah memiliki kadar gula yang tepat untuk membantu
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proses fermentasi kombucha sehingga kadar alkohol dan total asam yang dihasilkan pun
tepat untuk menghasilkan fermentasi yang lebih baik.

Hasil fermentasi dari teh dan gula pada minuman kombucha menghasilkan lapisan
gelatin yang disebut SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). SCOBY adalah
kultur simbiosis yang terdiri atas gabungan mikroorganisme bakteri dan yeast yang hidup
dalam koloni yang sama (Azizah, Darma, Darusman, 2020). Salah satu bakteri yang
terdapat pada teh kombucha adalah bakteri asam laktat. Bakteri tersebut bermanfaat bagi
saluran pencernaan manusia karena dapat menjaga keseimbangan mikroflora saluran
pencernaan dengan membantu menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Dewi, Atifah,
Farma, Yuniarti, dan Fadhilla, 2021). Bakteri asam laktat yang berperan dalam proses
pembuatan teh kombucha belum banyak teridentifikasi.

Berdasarkan uraian mengenai bakteri asam laktat yang memiliki potensi sebagai
zat antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri patogen penyebab diare. Maka peneliti
tertarik untuk melakukan pengembangan mengenai mikroorganisme bakteri asam laktat
yang berperan dalam minuman probiotik kombucha dengan teh putih dan gula merah
sebagai substrat fermentasi kombucha sehingga penelitian ini diberi judul “Identifikasi
Bakteri Asam Laktat pada Fermentasi Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY)
dengan Teh Putih dan Gula Merah”.

Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Rumah Sakit Mata
Cicendo Bandung dan Laboratorium Kesehatan Provinsi Jawa Barat. Jenis penelitian
yang digunakan dalam penelitian ini adalah deskriptif eksperimental. Sampel yang
digunakan dalam penelitian ini adalah fermentasi Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeast (SCOBY) dengan teh putih dan gula merah dengan teknik pengambilan sampel,
yaitu teknik purposive sampling. Pada penelitian ini juga menggunakan tambahan sampel
kontrol dari fermentasi Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY) dengan teh
hitam dan gula pasir.

Data yang digunakan dalam penelitian ini adalah data primer. Data primer pada
penelitian ini, yaitu pengumpulan data yang dilakukan dengan cara melakukan
identifikasi spesies bakteri asam laktat dalam minuman probiotik kombucha dengan teh
putih dan gula merah melalui pengamatan makroskopis yang dilakukan dengan melihat
morfologi koloni secara langsung pada isolat media MRSA (deMan Rogosa Sharpe Agar)
dan media BA (Blood Agar). Pengamatan mikroskopis yang dilakukan dengan melihat
morfologi sel melalui pewarnaan Gram menggunakan alat mikroskop. Identifikasi spesies
bakteri yang dilakukan secara otomatis menggunakan alat vitek MS dan vitek 2.

Uji Makroskopis

Isolasi dilakukan dengan cara menanam sampel pada media MRSA dan BA
dengan metode streak plate lalu diinkubasi pada inkubator suhu 37°C selama 2x24 jam.
Selanjutnya, dilakukan pemurnian dengan cara mengambil bakteri hasil isolasi yang
membentuk zona bening (koloni bakteri tunggal) secara aseptis menggunakan jarum ose
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lalu ditanam pada media MRSA dan BA dengan metode streak plate kemudian diinkubasi
pada inkubator suhu 37°C selama 2x24 jam, disimpan pada suhu -20°C (Rambitan,
Pelealu, dan Tallei, 2018).

Uji Mikroskopis

Pewarnaan Gram dilakukan secara otomatis menggunakan alat previ color gram
stainer dengan cara membuat sediaan koloni dari isolat hasil pemurnian media MRSA
dan BA pada object glass menggunakan ose kemudian keringkan sediaan di atas rak
pewarnaan lalu fiksasi di atas spirtus. Sediaan terfiksasi tersebut dimasukkan ke dalam
rak previ color gram dengan mempertimbangkan keseimbangan sediaan pada object
glass, tutup alat.

Setelah itu, pilih dan klik jumlah sediaan yang akan diwarnai serta klik tombol
mulai pada alat. Proses pewarnaan berlangsung sampai mesin berhenti beroperasi.
Selanjutnya, sediaan diamati dibawah mikroskop dengan pembesaran lensa objektif 100x
(Harindana, Iswari, Setyojatmiko, dan Fatmawati, 2021).

Identifikasi Spesies Vitek Ms

Identifikasi bakteri dilakukan dengan cara mengambil koloni pada isolat hasil
pemurnian media MRSA dan BA kemudian menempatkan koloni pada kartu vitek MS
lalu ratakan. Selanjutnya, tambahkan matrix VITEK MS-CHCH 1 ul di tengah posisi
kartu menggunakan mikropipet. Biarkan koloni dan matrix pada kartu mengering secara
menyeluruh. Setelah itu, masukkan kartu pada alat vitek MS (Huyyirnah dan Rosmaniar,
2021).

Identifikasi Spesies Vitek 2

Identifikasi bakteri dilakukan dengan membuat suspensi bakteri dengan cara
mengambil koloni pada isolat hasil pemurnian media MRSA dan BA kemudian setiap
koloni dimasukkan kedalam tabung polystyrene bening berisi 3 mL larutan NaCl 0,45%-
0,50% dengan pH 4,5-7,0 lalu homogenkan. Suspensi bakteri pada tabung polystyrene
bening diukur kekeruhannya dalam rentang 0.50-0.63 Mc Farland untuk bakteri Gram
positif sedangkan untuk yeast dalam rentang 1.80-2.20 Mc Farland menggunakan alat
DensiCHEK dengan cara memasukkan tabung inokulum ke lubang pengukuran, putar
360° secara perlahan.

Setelah kekeruhan berada dalam rentang yang benar, masukkan hasil suspensi
bakteri pada bagian depan kaset, lalu masukkan kartu GP jika bakteri Gram positif dan
kartu YST jika yeast pada bagian belakang kaset dengan tabung transfer pada kartu
dimasukkan ke dalam suspensi bakteri. Setelah itu, kaset ditempatkan kedalam ruang alat
vitek 2. Secara otomatis alat akan mengidentifikasi spesies bakteri selama 5-8 jam (Amal,
2020).
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Hasil dan Pembahasan
Identifikasi Makroskopis

Identifikasi makroskopis dilakukan dengan melihat langsung isolat yang tumbuh
pada media agar meliputi bentuk koloni, warna, tepian, dan elevasi yang terbentuk pada
isolat (Kurnia, Amir, dan Handayani, 2020). Pengamatan makroskopik dilakukan melalui
hasil isolat media MRSA dan BA. Hasil identifikasi makroskopis dapat dilihat pada

Gambar 1 dan Tabel 1.
\

Gambar 1 Isolasi SCOBY Kombucha

Tabel 1 Identifikasi Makroskopis SCOBY dengan Teh Putih dan Gula Merah
Identifikasi Makroskopis
(Morfologi Koloni)

Bentuk Warna Tepian Elevasi
Rata BerwarnaBening
Bulat PutihSusu Cembung
Bulat Putih crom Rata Cembung Menonjol

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan 2 koloni berbeda. Secara makroskopis
koloni pada media MRSA baik sampel kontrol maupun sampel uji memiliki bentuk
koloni bulat dengan membentuk zona bening disekitar koloni, warna putih susu, tepian
rata berwarna bening, dan elevasi cembung sedangkan pada media BA baik sampel
kontrol maupun sampel uji memiliki bentuk kolonibulat dengan membentuk zona
beningdisekitar koloni, warna putih krem, tepian rata, dan elevasi cembung menonijol.

Identifikasi Mikroskopis

Identifikasi mikroskopis dilakukan dengan teknik pewarnaan Gram untuk
mengetahui apakah bakteri tersebut termasuk bakteri Gram positif atau bakteri Gram
negatif, memiliki bentuk batang (bacillus) atau bulat (coccus) (Ulinnuha, 2018).
Pengamatan mikroskopik dilakukanmelalui hasil koloni media MRSA dan BA.Hasil
identifikasi makroskopis dapat dilihat pada Gambar 2 dan Tabel 2.
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Gambar 2 Pewarnaan GramSCOBY Kombucha

A. Batang (Bacillus) B. Oval

Tabel 2 Identifikasi Mikroskopis SCOBY dengan Teh Putih dan Gula Merah
Identifikasi Mikroskopis (Morfologi Sel)

Bentuk Gram
Bacillus Positif
Oval Positif

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan 2 sel berbeda. Secara mikroskopis koloni
pada media MRSA baik sampel kontrol maupun sampel uji memiliki bentuk sel batang
(bacillus) dan bersifat Gram positif sedangkan pada media BA baik sampel kontrol
maupun sampel uji memiliki bentuk sel oval dan bersifat Gram positif.

Identifikasi Spesies
Identifikasi spesies bakteri secara langsung bisa menggunakan alat otomatis vitek

2 dan vitek MS. Vitek 2 merupakan alat analisis mikrobiologi dengan prinsip advance
colorymetry dan turbidimetry (Paramitha, 2020). Sementara itu, Vitek MS merupakan
salah satu jenis spektrofotometri massa dengan prinsip soft ionization (Kemalaputri,
Jannah, dan Budiharjo, 2017). Identifikasi spesies dilakukan melalui hasil isolat media
MRSA dan BA. Hasil identifikasi spesies dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3 Identifikasi Spesies SCOBY dengan Teh Putih dan Gula Merah
Identifikasi Spesies

Spesies Akurasi
Candida lambica 33,3%
Candida inconspicua 33,3%
Candida krusei 33,3%
S. cerevisiae 50%
Candida spherica 50%

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan 5 spesies berbeda. Identifikasi spesies
pada media MRSA baik sampel kontrol maupun sampel uji tidak dapat teridentifikasi
oleh alat vitek MS. Sementara itu, pada media BA sampel uji didapatkan hasil 5 jenis
spesies yeast dalam satu famili yang sama, yaitu Saccharomycetaceae dengan spesies
Saccharomyces cerevisiae, Candida spherica, Candida lambica, Candida inconspicua,
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dan Candida krusei sedangkan pada media BA sampel kontrol tidak dapat teridentifikasi
oleh alat vitek 2.

Pembahasan
Identifikasi Makroskopis

Pengamatan makroskopis bakteri asam laktat dilakukan dengan mengamati
secara langsung morfologi setiap koloni bakteri asam laktat yang tumbuh pada media
agar (Santosa dan Retnaningrum, 2020). Koloni bakteri asam laktat yang ditemukan pada
penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Djasmasari dan Rahmatia
(2020), yaitu ciri makroskopis koloni bakteri asam laktat dari SCOBY kombucha adalah
berbentuk bundar, elevasi cembung, tepian rata, dan warna putih susu. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Kurnia, Amir, dan Handayani (2020) yang menyatakan bahwa koloni
yang diduga bakteri asam laktat memiliki warna putih susu hingga putih kekuningan,
bentuk bulat, dan tepian berwarna bening.

Koloni yeast yang dapat berpotensi sebagai probiotik yang ditemukan pada
penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Linawati, Rusmiyanto, dan
Kurniatuhadi (2021), yaitu solate yeast probiotik yang ditemukan memiliki bentuk koloni
bulat, tekstur koloni yeast krim dan kental berwarna putih krem, elevasi koloni yeast
cembung dan sedikit menonjol, tepian rata dan memiliki diameter koloni yang bervariasi
pada setiap solate. Hal ini sesuai dengan pernyataan Sari, Saputro, dan Muhibuddin
(2016) yang menyatakan bahwa koloni yeast probiotik memiliki morfologi koloni
berbentuk bulat, berwarna putih dan krem, tekstur krim, permukaan halus berkilau
(smooth shiny), dengan elevasi cembung dan sedikit menonjol.

Identifikasi Mikroskopis

Pengamatan mikroskopis bakteri asam laktat dilakukan dengan teknik pewarnaan
Gram untuk diamati sifat Gram dan bentuk selnya dibawah mikroskop dengan perbesaran
100x (Amaliah, Bahri, dan Amelia, 2018). Hasil pewarnaan Gram bakteri asam laktat
yang ditemukan pada penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Karyantina dan Sumarmi (2021), yaitu ditemukan sel berbentuk batang (bacillus) dan
bersifat Gram positif yang diduga sebagai bakteri asam laktat dari fermentasi teh
kombucha.

Hal ini sesuai dengan pernyataan Santosa dan Retnaningrum (2020) yang
menyatakan bahwa kelompok bakteri asam laktat memiliki sel berbentuk batang
(bacillus) dan bersifat Gram positif, ciri tersebut merupakan bakteri asam laktat yang
termasuk dalam genus Lactobacillus. Hasil pewarnaan Gram yeast yang dapat berpotensi
sebagai probiotik yang ditemukan pada penelitian ini sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Linawati, Rusmiyanto, dan Kurniatuhadi (2021), yaitu isolat yeast
probiotik yang ditemukan memiliki bentuk sel oval, terwarnai ungu, dan bersifat Gram
positif. Hal ini sesuai dengan pernyataan Puspita, Nadia, Immanuela, dan Titania (2020)
yang menyatakan bahwa koloni yeast probiotik memiliki morfologi sel berbentuk bulat
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atau oval, memiliki ukuran berbeda- beda yang dipengaruhi oleh strain dengan panjang
5-20 um dan lebar 1-10 pm.

Identifikasi Spesies

Identifikasi spesies bakteri asam laktat pada penelitian ini dilakukan
menggunakan alat otomatis vitek 2 dan vitek MS. Koloni yang diduga bakteri asam laktat
ditemukan dengan bentuk sel batang (bacillus) Gram positif pada sampel uji maupun
sampel control divitek menggunakan alat otomatis vitek MS didapatkan hasil no
identification (tidak teridentifikasi).

Hal tersebut dapat terjadi karena spesies bakteri yang terdapat pada koloni tidak
terdapat pada data sistem alat vitek MS. Alat vitek MS yang belum dilakukan update
software hanya menampilkan sedikit spesies Lactobacillus. Hasil penelitian Jayabalan,
Malbasa, Loncar, Vitas, dan Sathishkumar (2014) mengidentifikasi Lactobacillus pada
teh kombucha mendominasi 30% dari mikroorganisme. Hasil penelitian Marsh,
O’Sullivan, Hill, Ross, dan Cotter (2014) menunjukkan bahwa ekstraksi DNA selulosa
kombucha dari 5 lokasi geografis, terdeteksi beberapa bakteri yang berbeda. Genus
bakteri utama adalah Gluconacetobacter (>85%) dan Lactobacillus (hingga 30%) dengan
jumlah genus sub-dominan yang belum terdeteksi sebelumnya pada kombucha.

Koloni yang diduga yeast ditemukan dengan bentuk sel oval berwarna ungu pada
sampel uji maupun sampel kontrol di vitek menggunakan alat otomatis vitek 2. Pada
sampel uji dengan media MRSA didapatkan hasil low discrimination dikarenakan
terdeteksi 3 jenis spesies dalam 1 koloni, yaitu Candida lambica, Candida inconspicua,
dan Candida krusei dengan masing-masing akurasi spesiesnya adalah 33,3%. Pada
sampel uji dengan media BA didapatkan hasil low discrimination dikarenakan terdeteksi
2 spesies dalam 1 koloni, yaitu Saccharomyces cerevisiae dan Candida spherica dengan
masing-masing akurasi spesiesnya adalah 50%.

Pada informasi yang terdapat dalam FAQ Vitek ada kalanya hasil identifikasi
tidak merujuk ke satu spesies seperti hasil yang probabilitasnya diatas 85%, hal ini terjadi
karena reaksi biokimia dari mikroorganisme tersebut mempunyai kemiripan. Jika itu
terjadi maka hasil identifikasi menjadi low discrimination yang artinya hasil reaksi
biokimia yang ada kemungkinan mengarah ke mikroorganisme A atau B.

Sementara itu, pada sampel kontrol dengan media BA didapatkan hasil
unidentified (tidak teridentifikasi). Pada informasi yang terdapat dalam FAQ Vitek jika
ditemukan lebih dari 3 taksa mikroorganisme dan menunjukkan reaksi biokimia yang
mirip sehingga alat tidak bisa memilih salah satu dari taksa tersebut atau viabilitas dari
mikroorganisme tersebut tidak terdeteksi sehingga hasil reaksi biokimia menunjukkan
minus semua atau reaksi biokimia < 30%.

Hasil penelitian Marsh, O’Sullivan, Hill, Ross, dan Cotter (2014) dan Vina, Linde,
Patetko, dan Semjonovs (2013) mengidentifikasi yeast pada kombucha dari daun the
didapatkan ~ yeast  dengan  genus  Saccharomyces, Zygosaccharomyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora, Pichia, Brettanomyces, Candida, Kloeckera, dan
Torulopsis. Greenwalt, Steinkraus, dan Ledford (2000) menyatakan bahwa kultur
kombucha terdiri dari beberapa mikroorganisme yeast pada genus Brettanomyces,
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Candida, Mycoderma, Mycoturula, Phichia, Saccharomyces, Schizoccharomyces,
Torulaspora, Toruoplasis, dan Zygosaccharomyces.

Kesimpulan

Seluruh isolat yang diperoleh pada fermentasi minuman probiotik kombucha
dengan teh putih dan gula merah didapatkan 2 koloni berbeda pada uji makroskopik, yaitu
koloni dengan bentuk bulat, warna putih susu, tepian rata berwarna bening, elevasi
cembung, dan koloni dengan bentuk bulat, warna putih krem, tepian rata, elevasi
cembung menonjol. Pada uji mikroskopik didapatkan 2 bentuk sel berbeda, yaitu bakteri
dengan bentuk sel batang (bacillus) bersifat Gram positif dan bentuk sel oval bersifat
Gram positif. Spesies mikroorganisme yang dapat teridentifikasi adalah yeast dalam satu
famili yang sama, yaitu Saccharomycetaceae dengan spesies Saccharomyces cerevisiae,
Candida spherica, Candida lambica, Candida inconspicua, dan Candida krusei. Sementara
itu, spesies bakteri asam laktat yang diduga termasuk genus Lactobacillus tidak dapat
teridentifikasi oleh alat vitek.
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