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Kombucha pulpa kakao adalah minuman hasil fermentasi pulpa kakao 

menggunakan inokulum bakteri dan yeast (SCOBY). Tujuan dari penelitian ini 

adalah untuk mengidentifikasi kadar brix dan waktu fermentasi yang ideal untuk 

menghasilkan kombucha pulpa kakao dengan total fenol dan aktivitas antioksidan 

tertinggi serta sensori terbaik. Penelitian ini menggunakan 2-faktorial Central 

Composite Design berdasarkan Response Surface Methodology, dengan faktor 

pertama (P) derajat brix 12 dan 16. Waktu fermentasi faktor kedua (T), dengan 

pilihan 4 , 8, dan 12 hari. Hasil penelitian menyarankan bahwa kombucha yang 

dibuat dari pulpa kakao dengan derajat brix dan waktu fermentasi yang optimum 

menghasilkan total fenol tertinggi dan aktivitas antioksidan terbaik serta dengan 

sensori yang agak disukai.  
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ABSTRACT 

 

 

STUDY OF THE BRIX LEVEL AND FERMENTATION TIME OF COCOA 

PULP (Theobroma cacao Linn) FOR MAXIMIZING TOTAL PHENOLIC, 

ANTIOXIDANT ACTIVITY AND SENSORY PROPERTIES IN KOMBUCHA 

PRODUCTION 

 

 

 

By 

 

 

KARTIKA CANDRA WIBOWO 

 

 

 

Kombucha cacao pulp is a beverage made from fermented cocoa pulp using 

bacterial and yeast inoculums (SCOBY). The purpose of this research was to 

identify the ideal brix level and time of fermentation for maximizing the increase 

of total phenolic, antioxidant activity and sensory properties in kombucha made 

from cocoa pulp. This research employed a 2-factorial Central Composite Design 

based on the Response Surface Methodology, with the first factor (P) was brix 

levels of 12 and 16. Time of fermentation was the second factor (T), with options 

of 4, 8, and 12 days. The results suggested that kombucha made from cocoa pulp 

treated with optimum °brix and time of fermentation had the highest total phenol 

content and the best antioxidant activity with the sensory mostly be like 

assessment.  
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar  Belakang  dan  Masalah  

 

 

Kakao (Theobroma cacao Linn) merupakan komoditas perkebunan Indonesia 

yang memberi kontribusi signifikan terhadap devisa negara sebesar 16,6 miliar di 

tahun 2018; 14,8 miliar di tahun 2019; 16,4 miliar di tahun 2020 dan 16,3 miliar 

di tahun 2021 (ICCO, 2018; Hartarto, 2019; BPS, 2020; Kemendagri, 2020; 

Ardika, 2021). Indonesia sebagai negara eksportir terbesar dunia memberikan 

kontribusi sebesar 2% (Kementan, 2019). Ekspansi perdagangan Indonesia untuk 

kakao biji ke negara Cina, kakao butter ke negara Cina dan Australia dan bubuk 

kakao ke negara Rusia (Suryana et al., 2014).  

 

Provinsi Lampung adalah salah satu provinsi penghasil kakao kelima yang 

produksinya mencapai 54,8 ribu ton pada tahun 2021 (BPS, 2022). Peningkatan 

produktivitas kakao setiap tahun tersebut akan berbanding lurus dengan 

peningkatan hasil samping dari pengolahan kakao. Hasil penelitian Chahyaditha 

(2011) melaporkan bahwa 68,5 % dari berat buah kakao segar terbuang menjadi 

limbah. Buah kakao mengandung 73,7%  kulit, 10,1% pulpa, 2,0% plasenta dan 

14,2% biji (Chandrasekaran, 2012 dan Watson, 2012). Pemanfaatan kakao saat ini 

masih terbatas pada biji dan kulit kakao, sedangkan pulpa kakao belum banyak 

dimanfaatkan. Kondisi yang banyak terjadi di masyarakat Indonesia adalah hanya 

membuang pulpa biji kakao ke tanah (Nurfaillah et al., 2018). Menurut Vasquez 

et al. (2019), pulpa kakao sangat berpotensi untuk diekstraksi menjadi bahan baku 

dan biotransformasi senyawa penting. 

 

Pulpa merupakan bagian dari buah kakao berwarna putih atau kuning pucat yang 

menyelimuti permukaan biji kakao dengan berat antara 3- 5 % dari berat total 
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buah (Murugan dan Al-Sohaibani, 2012; Figueroa et al., 2020; Scheuer, 2020).  

Pulpa mengandung berbagai senyawa nutrisi, diantaranya 12- 15% gula, 1,5- 

2,8% serat, 5- 7% pektin, 0,1- 0,5% protein, 0,2- 0,3% abu serta 80- 90% air 

(Nurfaillah et al., 2018; Kementan, 2019; Cabosse naturals nv, 2020). Kandungan 

lain pulpa kakao yakni kalium 1459,842 mg/kg, magnesium 237,230 mg/kg, 

kalsium 13,343 mg/kg serta memiliki nilai pH 3,5 (Nunes et al., 2020). Komposisi 

yang demikian menjadikan pulpa cocok untuk digunakan sebagai media 

fermentasi. Fermentasi pulpa kakao dengan starter simbiosis bakteri- khamir 

(SCOBY) menghasilkan kombucha dengan karakteristik baik (Andrade et al., 

2020; Sari, 2022). 

   

Kombucha adalah minuman dari hasil fermentasi menggunakan inokulum yeast 

dan bakteri yang disebut SCOBY (Symbiotic Culture of Bactery and Yeast) 

(Filippis et al., 2018; Leal et al., 2018). Kombucha mengandung vitamin C, B1, 

B2, B3, B6, dan B12, asam folat, asam organik, glukonat, laktat, glukoronat dan 

berbagai enzim (Miranda et al., 2016). Komponen bioaktif kombucha 

memberikan dampak kesehatan diantaranya mampu mengurangi radang sendi, 

menstabilkan kadar kolesterol, memulihkan pencernaan, penurunan tekanan 

darah, menurunkan berat badan, penyembuhan penyakit maag, diabetes, asma, 

kanker prostat dan kanker hati (Mousavi et al., 2020). 

 

Kandungan gula dan waktu fermentasi sangat berpengaruh terhadap peningkatan 

kandungan senyawa bioaktif pada produk akhir kombucha. Kombucha pulpa 

kakao dibuat dengan menambahkan air 1: 20 dan 10 % gula pasir kemudian 

difermentasi selama 12 hari pada suhu kamar (Yuliana et al., 2018). Penelitian 

Andrade et al. (2020), menunjukkan bahwa pulpa kakao madu yang difermentasi 

selama 2 hari tanpa penambahan gula menghasilkan kombucha dengan total asam 

1.12 %. Sedangkan penelitian Sari (2022), menunjukkan bahwa pulpa kakao yang 

difermentasi selama 8 hari dengan penambahan gula 10% menghasilkan 

kombucha dengan total asam 6,14%; pH 3,10 dan total padatan terlarut 11°brix.  
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Senyawa fenolik adalah senyawa bioaktif utama dari kombucha teh (Bortolomedi 

et al., 2022). Senyawa ini merupakan senyawa penting yang berperan sebagai 

senyawa antioksidan. Penelitian kombucha dari substrat daun teh menunjukkan 

bahwa penambahan gula 10% dan difermentasi 8 hari menghasilkan aktivitas 

antioksidan 92.97% dan total fenol sebesar 303.05 μg/ml GAE (Suhardini dan 

Zubaidah, 2016) dan yang difermentasi 14 hari menghasilkan aktivitas 

antioksidan sebesar 82,21% (Lalong, et al., 2022). Penelitian lain juga melaporkan 

bahwa secang yang difermentasi 10 hari menghasilkan kombucha dengan aktivitas 

antioksidan terbaik yakni 31,9744 ppm (Pratama, 2022). Perbedaan jenis dan 

konsentrasi gula serta perbedaan waktu fermentasi pada pembuatan kombucha 

memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap komponen bioaktif 

kombucha. Berdasarkan penelitian- penelitian sebelumnya, total fenol dan 

aktivitas antioksidan serta sifat sensori kombucha yang dibuat dari pulpa kakao 

belum diteliti sehingga perlu dilakukan penelitian lanjut tentang kajian derajat 

brix dan waktu fermentasi pulpa kakao (Theobroma cacao l.) terhadap total fenol, 

aktivitas antioksidan dan sifat sensori pada pembuatan kombucha. 

 

1.2   Tujuan Penelitian  

 

 

Tujuan dari penelitian ini untuk mendapatkan kondisi optimum derajat brix dan 

waktu fermentasi yang menghasilkan kombucha pulpa kakao dengan total fenol 

dan aktivitas antioksidan tertinggi serta sifat sensori terbaik. 

 

 

1.3   Kerangka Pemikiran 

 

 

Pulpa kakao mengandung glukosa 52,11 g/L dan fruktosa 52,35 g/L (Nunes et al., 

2020). Komposisi pulpa kakao tersebut dapat dimanfaatkan sebagai substrat 

dalam pembuatan minuman kombucha oleh starter simbiosis bakteri-khamir. 

Keberhasilan pembuatan minuman kombucha dipengaruhi antara lain oleh 

komposisi media (Marsh et al., 2014), kosentrasi gula (Khamidah dan Antarlina, 

2020) dan waktu fermentasi (Wolfe dan Dutton, 2015). Komposisi media dan  
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kosentrasi gula sangat berpengaruh terhadap kesempurnaan proses fermentasi dan 

produk akhir yang diharapkan. Hal ini didukung oleh penelitian Sari (2022), yang 

menyatakan bahwa pulpa kakao yang difermentasi dengan penambahan gula 10 % 

dapat meningkatkan pertumbuhan mikroba dengan baik sehingga dihasilkan 

kombucha dengan sifat fisikokimia terbaik. 

 

Waktu fermentasi sangat berpengaruh terhadap produksi metabolit mikroba 

seperti konsentrasi dan jenis nutrisi serta aroma pada kombucha. Jika fermentasi 

terlalu cepat, maka keaktifan enzim yang dihasilkan mikroba belum mencapai 

maksimum sehingga tidak menghasilkan komponen yang dapat menimbulkan 

reaksi penting. Soares et al. (2021) menyatakan bahwa kombucha dengan bahan 

baku sama tetapi diproses dengan waktu fermentasi berbeda akan menghasilkan 

komponen bioaktif yang berbeda- beda pada produk akhirnya. Selaras dengan 

penelitian Muhialdin et al. (2019), yang menunjukkan bahwa teh yang 

difermentasi 14 hari menghasilkan kombucha terbaik dengan aktivitas antioksidan 

sebesar 49.265 ± 4.575 % dan total fenol sebesar 13.460 ± 0.690 mgGAE/ml. 

Penelitian lain juga menunjukkan bahwa secang yang difermentasi 10 hari 

menghasilkan kombucha dengan aktivitas antioksidan terbaik yakni 31,9744 ppm 

(Pratama, 2022). Berdasarkan penelitian- penelitian yang sudah dilakukan, diduga 

waktu fermentasi dan derajat brix dapat memberikan interaksi yang menghasilkan 

kondisi optimum kombucha pulpa kakao yang memiliki total fenol dan aktivitas 

antioksidan tertinggi serta sifat sensori terbaik. 

 

1.4   Hipotesis 

 

Terdapat kondisi optimum derajat brix dan waktu fermentasi yang menghasilkan 

kombucha pulpa kakao dengan total fenol dan aktivitas antioksidan tertinggi serta 

sifat sensori terbaik. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1  Kakao  

 

 

Menurut Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia (2012), klasifikasi tanaman 

kakao adalah sebagai berikut: 

 

Filum  : Plantae  

Divisi  : Spermatophyta  

Subdivisi : Angiospermae  

Kelas  : Dycotyledonae  

Ordo  : Malvales  

Famili  : Sterculiaceae  

Genus  : Theobroma  

Spesies : Thebroma cacao L. 

 

Tanaman kakao yang banyak dibudidayakan di Indonesia adalah kakao “mulia” 

dan “lindak”. Kakao “mulia” adalah jenis criollo dengan cita rasa dan aromanya 

enak. Kakao “lindak” merupakan jenis forastero dengan cita rasa dan aroma 

kurang enak (Rahardjo, 2011). Menurut Adabe dan Ngo-Samnick (2014), 

tanaman kakao terdiri dari 3 varietas utama yaitu Forastero dengan warna kulit 

buah kuning-merah, Criollo dengan warna kulit buah merah atau merah- orange 

dan Trinitario yaitu persilangan dari dua varietas sebelumnya. Trinitario 

mempunyai rasa kakao special dan warna biji beragam, kadang berwarna putih 

(Afoakwa, 2016). Perbedaan dari ketiga jenis kakao tersebut dapat dilihat pada 

Gambar 1.  

 



6 

 

 

 
 

Gambar 1. Kakao criollo, forastero dan trinitari  

Sumber: JACRA (2022) 

 

Menurut Chandrasekaran (2012) dan Watson  et al. (2012), buah kakao terdiri dari 

empat bagian yaitu 73,7%  kulit, 10,1% pulpa, 2,0% plasenta dan 14,2% biji. 

Komposisi dari buah kakao dijelaskan pada Gambar 2. Biji kakao dibedakan 

menjadi dua bagian yaitu bagian yang tidak dapat dimakan yakni cangkang dan 

bagian yang dapat dimakan yakni  biji (Adabe dan Ngo-Samnick, 2014).  

Pengolahan buah kakao dibagi menjadi 2 yaitu pengolahan produk utama dari biji 

kakao dan hasil samping. Biji kakao dikeringkan dan diolah menjadi produk- 

produk olahan coklat setengah jadi atau produk siap konsumsi (Fahrurrozi et al., 

2020). Sedangkan hasil samping buah kakao adalah kulit kakao dan pulpa kakao.  

 

 
Gambar 2. Komposisi buah kakao: a) kulit, b) pulpa,  c) plasenta dan d) biji. 

Sumber: Dokumentasi pribadi 

 

2.2  Pulpa Kakao 

 

Pulpa kakao merupakan bagian dari buah kakao berwarna putih atau kuning pucat 

yang menyelimuti permukaan biji kakao dengan berat antara 3- 5 % dari berat 

d 

a 
c 

b 



7 

 

 

total buah. Penampakan pulpa kakao ditunjukkan pada Gambar 3. Adapun 

kandungan nutrisi pulpa kakao disajikan pada Tabel 1. 

 

 

Gambar 3. Pulpa kakao  

Sumber: Dokumentasi pribadi 

 

Tabel 1. Kandungan nutrisi pulpa kakao 

No Parameter Pulpa 

Kakao 

Jus Pulpa 

Kakao 

Sumber 

1 Gula (%) 10- 14* 10- 18** *Murugan dan Al-

Sohaibani (2012); 

Figueroa et al. (2020) 

dan Scheuer (2020) 

**Pothakos et al. (2016) 

2 Karbohidrat (%)  - 4,10 Afolabi at al. (2015) 
3 Serat kasar (%) - 0,47 

4 Protein (%) - 0,53 

5 Lemak (%) - 1,00 

6 Besi  (mg) - 1,22 

7 Fosfor (mg) - 30 

8 TPT (%) - 11,47 

9 Vitamin C (mgA.A) - 12 

10 Fenol (mg 

GAE/100gr) 

103,76 - Endraiyani et  al. (2016) 

11 pH 3,5* 3,87** *Nunes et al. (2020) 

** Afolabi at al. (2015) 12 Kalsium (mg/kg) 13,343* 24** 

13 Kalium (mg/kg) 1459,842 -  

Nunes et al. (2020) 14 Glukosa (g/L) 52,11 - 

15 Fruktosa (g/L) 52,35 - 

16 Magnesium (mg/kg) 237,230 - 
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2.3 Pemanfaatan Pulpa Kakao 

 

Pulpa kaya karbohidrat yang merupakan substrat untuk fermentasi mikroba 

sehingga sangat cocok digunakan sebagai media fermentasi  (Pothakos et al., 

2016). Fermentasi dari pulpa kakao terjadi secara alami dengan bantuan yeast 

sehingga dapat menghasilkan berbagai produk. Produk- produk pangan dari 

pengolahan pulpa kakao seperti cuka, alkohol, soft drink, jelly, asam sitrat, nata de 

kakao, marmalade, ethanol, wine, beer, pektin, selai dan jus pulpa kakao (Oddoye 

et al., 2013; Towaha, 2013; Figueroa et al.; 2020 dan Nunes et al.; 2020). Selain 

itu pulpa kakao juga dapat dimanfaatkan sebagai bahan pembuatan biogas, 

biohidrogen, bioethanol, bioherbisida gulma belulang dan aktivator pengompos 

(Balittri, 2016; Safitri, 2019; Mendoza-Meneses, 2021).  

 

Perkembangan penelitian dilakukan oleh Andrade et  al. (2020) menunjukkan 

bahwa kombucha dapat diproduksi dari pulpa kakao madu yang difermentasi 2 

hari tanpa adanya penambahan gula. Sedangkan penelitian lain oleh Sari (2022) 

melaporkan bahwa kombucha dapat diproduksi dari pulpa kakao yang 

difermentasi 8 hari dengan penambahan  gula 10 %. Rasa dan aroma pada pulpa 

kakao yang difermentasi dapat ditingkatkan dengan penambahan jahe (Ninda, 

2022) dan kayumanis (Syari, 2022). 

 

2.4 Kombucha  

2.4.1  Sejarah Kombucha  

 

Kombucha adalah minuman tradisional berasal dari timur laut Tiongkok pada 

masa Dinasti Tsin 220 SM (Zou et al., 2021). Kombucha berasal dari kata 

“kombu” dan “cha” yang berarti “rumput laut” dan “teh”. Kombucha mulai 

dikenal setelah dibawa ke Jepang dan menyebar ke seluruh dunia melalui jalur 

perdagangan (Abaci et al., 2022). Kombucha diproduksi melalui fermentasi 

ekstrak teh yang dikombinasikan dengan sukrosa dan kultur starter yang terdiri 

dari berbagai kultur simbiosis bakteri dan yeast (Frias et al., 2017).  
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Kombucha saat ini menjadi tren minuman fungsional yang mempunyai klaim 

fungsional (Junior et al., 2022). Inovasi kombucha terus dilakukan untuk 

meningkatkan cita rasa dan fungsi minuman baik dengan rempah, buah- buahan, 

sayuran, susu dan bahan agroindustri (Emiljanowicz dan Malinowska-Panczyk, 

2019; Leonarski, 2022). Menurut Yuliana et al. (2018), kombucha pulpa kakao 

dibuat dari cairan pulpa kakao yang diencerkan dengan menambahkan air pada 

perbandingan 1: 20. Proses selanjutnya yaitu menambahkan 10% gula pasir dan 

disterilisasi selama 10 menit. Pulpa kakao setelah dingin siap dijadikan media 

fermentasi dengan menambahkan starter kombucha yang kemudian difermentasi 

selama 8- 12 hari. Pemanenan kombucha diawali dengan mempasteurisasi 

kombucha pada suhu 70- 80°C selama 10 menit untuk menghentikan proses 

fermentasi. 

 

2.4.2  Manfaat Kombucha 

 

Dilansir dari berbagai hasil penelitian yang telah dilaporkan menunjukkan bahwa 

mengkonsumsi kombucha memberikan efek menguntungkan bagi tubuh. Adapun 

manfaat mengkonsumsi kombucha antara lain memiliki sifat antibiotik, aktivitas 

lambung, aktivitas usus dan kelenjar, melegakan sendi rematik, asam urat dan 

wasir, menurunkan kolesterol, arteriosklerosis, ekskresi toksin dan pembersihan 

darah, diabetes, mengatasi gugup dan masalah  penuaan (Endraiyani et al., 2016). 

Manfaat diatas dikarenakan kombucha mengandung vitamin C, B1, B2, B3, B6, 

dan B12, asam folat, asam organik, asam glukonat, l-laktat, dan glukoronat serta 

berbagai enzim. Senyawa bioaktif pada kombucha tersebut akan meningkat 

keberadaannya setelah proses fermentasi (Miranda et al., 2016). 

 

Aturan konsumsi kombucha menurut Center for Disease Control (2020) bagi 

individu normal yaitu 110 ml per hari. Berbagai manfaat telah diuji dan 

dikonfirmasi melalui percobaan in vitro maupun secara in vivo pada hewan coba, 

tetapi masih belum ada bukti klinis untuk aktivitas biologis kombucha pada 

manusia. Efek toksik terkait dengan konsumsi kombucha memerlukan 

penyelidikan dan studi lebih lanjut sehingga tidak direkomendasikan untuk 
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individu dengan riwayat penyakit yang sudah ada sebelumnya, wanita hamil, ibu 

menyusui dan anak-anak di bawah usia 4 tahun (Miranda et  al., 2021). Adapun 

regulasi minuman kombucha pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Regulasi minuman kombucha 

No Parameter Minimal Maksimal 

1 pH 2,5* 

Tidak ≤ 2,5** 

2,2*** 

4,2* 

3,8*** 

 

2 Tanpa alkohol (%) - 0,5* 

3 Dengan alkohol (%) 0,6* 0,8* 

Tidak ≥ 1** 

4 Volatile acidity (mEq/L) 30* 130* 

5 Tekanan (atm 20°C) dalam kombucha 

yang ditambah dengan CO2 

1,1* 3,9* 

6 Asam asetat (%) 0,27*** 2,03*** 

7 Arsenik (As) (mg/kg) - 0,05*** 

8 Timah (Pb) (mg/kg) - 0,05*** 

9 Mercuri (Hg) (mg/kg) - 0,001*** 

10 Kadmium (Cd) (mg/kg) - 0,003*** 

Sumber: * Brasil (2019), ** Center of Disease Control (2020), ***Kombucha 

Brewers International (2021). 

 

2.4.3  Kultur Bakteri dan Yeast (SCOBY) 

 

Kultur simbiosis bakteri dan yeast (SCOBY) berbentuk spons selulosa dan dikenal 

sebagai “jamur teh”. Rasa kombucha  ketika baru disiapkan seperti sari apel yang 

manis dan akan berubah seperti cuka seiring dengan lama fermentasi yang terjadi. 

Strain bakteri yang diidentifikasi pada SCOBY adalah Acetobacter  sp., 

Acetobacter xylinoides, Acetobacter aceti, Acetobacter xylinum, Acetobacter 

pasteurianus, Komagataeibacter xylinus, Gluconacetobacter xylinus, 

Gluconobacter oxydans, Allobacullum sp, Bifdobacterium sp, Enterococcus sp., 

Lactobacillius sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Propionilbacterium sp., 

Ruminococcaceae Incerate Sedis. Golongan yeast yaitu Schizosaccharomyces 

pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera apiculata, Saccharomyces 

cerevisiae, Torulaspora, Zygosaccharomyces, Zygosaccharomyces bailii, 

Zygosaccharomyces kombuchaensis, Zygosaccharomyces rouxii, Brettanomyces 
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sp., Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces lambicus, Brettanomyces 

custersii, Brettanomyces intermedius, Candida sp., Candida formata, Pichia sp.,  

Pichia membranaefaciens, Mycoderma, Mycotorula, Torula, Torulaspora 

delbrueckii, dan Torulopsis sp. (Soares et al., 2021; Bishop et al., 2022; Zailani 

dan Adnan, 2022). 

 

Kultur yang digunakan harus produktif yang ditandai dengan warna lebih cerah 

dan tidak rapuh ketika dipegang. Kultur yang tidak produktif berwarna coklat tua 

atau setelah melakukan fermentasi sekitar 5-7 kali (Simanjuntak, 2017). 

Penampakan dari SCOBY kombucha dan demonstrasinya dapat dilihat pada 

Gambar 4. 

 

   

 

Gambar 4. a) SCOBY kombucha  dan b) demonstrasi SCOBY 

selama fermentasi. 

Sumber: a) Dutta dan Paul (2019); b)  Mousavi et. al.(2020) 

 

2.4.4  Proses Fermentasi  

 

Fermentasi merupakan pengolahan makanan secara tradisional baik skala rumah 

tangga hingga tingkat industri. Makanan fermentasi didefinisikan sebagai konversi 

metabolik substrat mentah menjadi makanan dengan peningkatan kualitas atau 

proses yang memanfaatkan aktivitas metabolisme mikroba untuk stabilisasi dan 

transformasi bahan pangan layak konsumsi dengan nilai produk yang 

a b 
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ditingkatkan. Hasil akhir proses fermentasi berupa metabolit antimikroba, 

produksi bakteriosin dan sintesis asam organik menghambat patogen.Tujuan 

fermentasi adalah meningkatkan umur simpan produk,  peningkatan manfaat 

kesehatan, meningkatkan karakteristik organoleptik (aroma, rasa dan tekstur) serta 

menghambat mikroba yang tidak diinginkan dan menghilangkan toksisitas dari 

makanan dan siap untuk dikonsumsi (Sankaranarayanan et al., 2020). 

 

Proses fermentasi kombucha terjadi karena adanya sukrosa dan substrat yang 

dimanfaatkan oleh mikroba sebagai sumber karbon dan nutrisi. Sukrosa akan 

dihidrolisis oleh yeast melalui invertase dalam kondisi anaerob menjadi fruktosa 

dan glukosa. Yeast bertindak lebih lanjut mengubah glukosa menjadi etanol dan 

karbon dioksida. Kemudian Lactobacillus mengubah glukosa menjadi asam laktat. 

Sedangkan, Acetobacteria dalam kondisi aerob mengubah etanol menjadi asam 

asetat dan air. Rute fermentasi utama kombucha akan menghasilkan produk 

berupa etanol, asam asetat, asam glukonat dan asam glukoronat (Jakubczyk et al., 

2022; Zailani dan Adnan, 2022). Aktivitas metabolisme kombucha ditunjukkan 

secara skematis pada Gambar 5. 

 

 

 

Gambar 5. Rute fermentasi kombucha  

Sumber: Massoud et al.(2022) 
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Produk akhir dari setiap proses fermentasi tidak akan sama. Perbedaan hasil 

fermentasi dari substrat yang sama dipengaruhi olah variasi bahan seperti wadah 

fermentasi, Lactobacilli, garam, bumbu dan rempah, starter atau kultur, gula dan 

waktu (Jeanroy dan Wasserman, 2019). Faktor- faktor yang mempengaruhi 

fermentasi kombucha adalah 

a. Substrat 

Kombucha dapat dibuat dari berbagai subtrat seperti teh hijau, teh hitam, teh 

oolong, ekstrak umbi, anggur, susu, jus buah dan infus tanaman. Kombucha 

dari subtrat teh harus dimaniskan dengan menambahkan sukrosa 50gr/L air 

sebagai substrat fermentasi yeast. Yeast akan menghidrolisis sukrosa menjadi 

glukosa dan fruktosa menggunakan enzim invertase dan akan diubah lagi 

menjadi etanol, karbon dioksida, dan gliserol. Etanol yang terbentuk oleh 

bakteri asam asetat akan diubah menjadi asam asetat (Bishop et al., 2022). 

b. Starter 

Penggunaan kultur starter menjadikan proses produksi jauh lebih efisien, hasil 

produk lebih tinggi dan sifat organoleptik produk yang konsistensi. Sebagian 

besar karakteristik fermentasi tergantung pada jenis mikroorganisme yang ada 

(Sun et al., 2014). Mikroorganisme yang berperan dalam proses fermentasi 

adalah golongan bakteri dan yeast yang bekerja secara simbiotik; seperti 

halnya golongan Acetobacter yaitu Acetobacter xylinum, Acetobacter aceti, 

Brettanomyces sp., Pichia sp., Saccharomyces sp., Zygosaccharomyces 

kombuchaensis, Torulopsis sp., Zygosaccharomyces bailii; 

Schizosaccharomyces, Saccharomycodes, Torulaspora, Candida (Watawana 

et al., 2015; Suhardini dan Zubaidah, 2016). 

c. Gula 

Gula digunakan mikroorganisme sebagai sumber energi selama fermentasi dan 

membentuk lapisan selulosa (Pothakos et al., 2016). Penggunaan gula dengan 

kosentrasi yang berbeda akan berbeda pada produk akhir yang dihasilkan. 

Penelitian Handoko, (2020) melaporkan bahwa kombucha teh herbal buah 

mangrove dengan penambahan gula 10% dan difermentasi 14 hari 

menghasilkan fenolik total 19.679,82 mg GAE /100g dan IC50 sebesar 33,95 

ppm serta sensori yang disukai daripada degan penambahan gula 20% dan 
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30%. Penelitian lain juga menunjukkan bahwa jus murbei pada berbagai 

derajat brix menghasilkan total fenol berbeda, dimana jus murbei 14 °brix dan 

difermentasi 48 jam menghasilkan total fenol tertinggi sebesar 928,12±3,05 

mg/100 ml (Kwaw et al., 2017). 

d. Waktu Fermentasi 

Waktu fermentasi akan berdampak pada produksi metabolit, jenis dan 

kosentrasi nutrisi serta aroma. Fermentasi kombucha selama  6 - 10 hari akan 

menghasilkan minuman yang menyegarkan, akan tetapi fermentasi lebih dari 

10 hari menghasilkan minuman yang tidak enak dan asam organik yang 

berbahaya meskipun konsentrasi antioksidannya lebih tinggi (Bishop et al., 

2022). Hassmy et al. (2017),  kombucha teh hijau yang difermentasi 1 hari 

sampai 5 hari menghasilkan pH dan antioksidan yang aman dikonsumsi. 

Penelitian  Zofia et. al. (2020) membuktikan bahwa kombucha kopi biji hijau 

yang difermentasi selama 14 hari mempunyai aktivitas antioksidan SOD yang 

lebih tinggi sehingga berfungsi sebagai anti-ageing dari pada yang 

difermentasi selama 28 hari hanya meningkatkan total fenol dan total 

flavonoid.  

e. Suhu  

Mikroba dan bakteri memiliki suhu minimal, maksimal dan optimal untuk 

pertumbuhannya (Cheng et al., 2016). Suhu optimal fermentasi diperlukan 

untuk mencapai kondisi ideal mikroba dan aktivitas enzimatik selama proses 

fermentasi sehingga menghasilkan produk terbaik (Hur et. al., 2014). Suhu 

ideal untuk fermentasi kombucha berkisar antara 22°C - 30°C (Vitas et. al., 

2013). Suhu fermentasi yang terlalu tinggi akan meningkatkan konsentrasi 

etanol dan asam asetat sehingga tidak dapat dikonsumsi (Crum dan Lagory, 

2016). 

f. pH 

Selama proses fermentasi kombucha, pH berpengaruh terhadap laju 

pertumbuhan mikroba dan perubahan struktural fitokimia yang dapat 

mempengaruhi aktivitas antioksidan (Hur et al., 2014). Bakteri memerlukan 

pH 3,5- 5,5  untuk dapat tumbuh dengan baik (Ganjar dan Samsul, 2016). 
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Ketika titrasi keasaman mencapai konsentrasi optimal dari 4- 5 g/L maka 

proses fermentasi harus dihentikan (Villarreal-Soto et al., 2018). 

g. Sanitasi 

Sanitasi peralatan kaca maupun stainless stail dan lingkungan fermentasi 

kombucha sangat penting  untuk menghindari terjadinya fermentasi yang 

buruk (Leal et  al., 2018). Sanitasi juga bertujuan mencegah pertumbuhan 

bakteri berbahaya. Adapun upaya sanitasi yang dilakukan seperti pasteurisasi, 

pendinginan dan penggunaan pengawet . Natrium benzoat dan kalium benzoat 

digunakan oleh industri untuk mencegah yeast dan bakteri memproduksi 

alkohol dan karbon dioksida  setelah proses pengemasan (Watawana et al., 

2015).  

h. Air 

Air dalam proses fermentasi harus bebas kontaminasi. Air berdampak pada 

rasa kombucha dan kondisi SCOBY selama proses fermentasi. Air sebagai 

media pertumbuhan awal yeast dan bakteri sebelum dimulainya proses 

fermentasi tergantung pada sumber dan lokasi air seperti air sumur, mata air 

atau air kota serta mineral dan komposisi organik air (Crum dan Lagory, 2016; 

Tran et al., 2020). Air sumur tidak diolah dengan klorin atau fluorida sehingga 

mengandung mineral seperti bikarbonat, besi, dan magnesium yang dapat 

berdampak negatif pada rasa kombucha. Air kota diolah dengan klorin atau 

fluorida agar aman untuk diminum dan karena sifat antimikroba. Penggunaan 

air ini menganggu kemampuan SCOBY untuk memfermentasi dan 

menghasilkan senyawa rasa sehingga perlu menerapkan sistem penyaringan 

menggunakan karbon aktif. lampu UV untuk mendisinfeksi air mencegah 

kontaminasi (Palmer, 2013; Crum dan Lagory, 2016). 

 

2.4.5  Senyawa Bioaktif 

 

Komponen bioaktif merupakan molekul kecil yang dihasilkan dari perubahan 

kimia selama proses fermentasi dan memberikan tindakan biologis. Produksi 

senyawa bioaktif berbeda- beda tergantung pada varietas atau kultivar tanaman 

(Frias et al., 2017) dan mikroorganisme yang digunakan (Antolak et al., 2021). 
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Komponen bioaktif kombucha yang berasal dari tanaman berupa senyawa fenolik, 

polisakarida, vitamin, mineral, asam amino. Sedangkan yang berasal dari 

metabolik mikroorganisme yaitu polifenol, vitamin B dan C biosintesis, asam 

asetat, asam glucuronik, D-saccharic acid 1,4 lactone (DSL), etanol, asam amino, 

asam laktat, probiotik, bioaktif peptide dan bakteriosin (Antolak et al., 2021).  

 

Komponen bioaktif sangat dibutuhkan tubuh manusia selama hidup, baik dengan 

melakukan perbaikan, pemulihan atau regenerasi sel (Tyassuma, 2018).  

Bioaktivitas kombucha yaitu sebagai antimikroba, anti kanker atau sitotoksik, anti 

inflamasi, antioksidan, hepatoprotektif, anti penuaan, anti hipertensi, perlindungan 

saraf, penyembuhan luka, anti diabetes, anti hiperkolesterolemia, efek probiotik, 

detok dan terapi (Watawana et al., 2015; Tyassuma, 2018; Abaci et al., 2022). 

Adapun komponen bioaktif kombucha sebagai antioksidan dari berbagai subtrat 

ditunjukkan pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Komponen bioaktif kombucha sebagai antioksidan 

Substrat Gula 

(b/v) 

Kultur 

Starter 

Waktu & 

Suhu 

Fermentasi 

Komponen Bioaktif Referensi 

Daun 

kopi 

robusta, 

jambu 

biji, 

sirsak, 

salam, 

teh dan 

sirih (3-5 

lembar / 

400ml) 

10% Starter 

kombuc

ha cair 

30 ml 

dan 

nata 
SCOBY 

0, 8 dan 14 

hari pada 

25oC 

Kombucha terbaik 

dihasilkan dari subtrat 

daun  teh  (0.23%) 

yang difermentasi 8 

hari  didapatkan 

kombucha  dengan total 

asam 0.09%, aktivitas 

antioksidan 92.97% 

dan total fenol sebesar 

303.05 μg/ml GAE.  

 

Suhardini 

dan 

Zubaidah 

(2016) 

Buah 

salak 

berbagai 

varietas 

(Suwaru, 

Madura, 

Pondoh 

dan Bali) 

sebanyak 

10% 

 

Starter 

komersi

al 

kombuc

ha 10% 

 

0 dan 14 

hari pada 28 

± 3oC 

Kombucha dari semua 

subtrat efektif sebagai 

anti-diabetes pada tikus 

diabetes yang diinduksi 

streptozotocin. 

Kandungan asam 

organik dan polifenol 

kombucha salak 

suwaru menurunkan 

Zubaidah 

et al. 

(2018) 
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Substrat Gula 

(b/v) 

Kultur 

Starter 

Waktu & 

Suhu 

Fermentasi 

Komponen Bioaktif Referensi 

500gr/ 

500ml 

kadar glukosa darah 

secara signifikan; 

peningkatan sel 

pankreas; MDA rendah 

dan tingkat SOD tinggi 

dan peningkatan profil 

lipid dengan kolesterol 

LDL rendah, tingkat 

TG, TC dan kolesterol 

HDL tinggi. 

Buah 

salak 

Suwaru, 

Madura, 

Pondoh 

dan Bali 

(500gr/ 

500ml) 

10% 

 

Starter 

komersi

al 

kombuc

ha 10% 

 

0 dan 14 

hari pada 28 

± 3oC 

Kombucha terbaik 

terbuat dari subrat salak 

Suwaru dimana nilai 

total fenol 535.59 mg/L 

GAE dan aktivitas 

antioksidannya 88.18% 

pada fermentasi 14 

hari. 

Zubaidah 

et al. 

(2019) 

Daun teh 

hitam dan 

daun kopi 

Arabika 

(4gr/ L) 

10% 

 

Starter 

kombuc

ha cair 

10% 

0 dan 10 

hari pada 28 

± 3oC 

Kombucha teh hitam 

menunjukkan senyawa 

fenolik dan asam 

organik berkontribusi 

signifikan sebagai agen 

imunomodulator pada 

tikus yang terinfeksi 

oleh S. typhi.  

Zubaidah 

et al. 

(2021) 

Teh 

(hijau, 

hitam dan 

Echinace

a) dan 

susu 

(kambing

, sapid an 

kedelai) 

sebanyak 

4 gr/ L 

10% Kultur 

kombuc

ha 3% 

(b/v) 

(3gr) 

Teh (0, 3 

dan 9 hari) 

dan 

Susu (0 dan 

6 hari) pada 

25oC 

Kombucha teh hijau 

terbaik dari fermentasi 

9 hari dengan kadar 

fenol 472,09±4,94 

µgGAE ml-1 dan 

antioksidan 1.29±0.00 

mol Trolox g ekstrak-1. 

Kombucha susu 

kambing terbaik dari 

fermentasi 6 hari 

dengan kadar fenol 

1334,43±3,88A A 

µgGAE ml-1 dan 

antioksidan 2.06±0.031 

mol Trolox g ekstrak-1. 

Ozyurt 

(2020) 
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2.4.6  Aktivitas Antioksidan Kombucha 

 

Antioksidan merupakan molekul yang mencegah kerusakan sel yang disebabkan 

oleh oksidasi molekul lain dengan mematikan radikal bebas (Siagian, 2012; 

Mamta et al., 2013). Antioksidan berdasarkan sumbernya dibedakan menjadi 

antioksidan alami dan sintesis. Antioksidan alami berasal dari metabolisme tubuh 

manusia atau sumber alami lainnya. Kelompok antioksidan alami yakni 

antioksidan enzimatis seperti superoxida dismutase (SOD), katalase (CAT), 

glutathione peroxidase (GPX), glutation reduktase (GR) dan glukosa-6-fosfat 

dehidrogenase (G6PDH). Antioksidan non enzimatis seperti mineral (Fe, Mg, Se, 

Cu), vitamin (A, C, E), karotenoid, polifenol, protein pengikat logam transisi 

(albumin, seruloplasmin, hepatoglobin, transferrin), dan antioksidan non protein 

(bilirubin, asam urat, koenzim ). Antioksidan sintesis yaitu antioksidan yang 

diproduksi secara artifisial dengan berbagai teknik. Antioksidan golongan ini 

seperti BHA, BHT, EDTA, Etoksikuin, PG dan TBHQ (Siagian, 2012; Mamta et 

al., 2013). 

 

Menurut Kaur et al. (2021), antioksidan berdasarkan mekanisme kerjanya 

dibedakan menjadi tiga jenis. Pertama, antioksidan yang mencegah pembentukan 

radikal bebas seperti superoxida dismutase (SOD), katalase (CAT) dan 

glutathione peroxidase (GPX). Kedua, antioksidan yang menangkap radikal bebas 

dan termasuk antioksidan metabolik seperti asam lipoat, glutation, l-ariginine, 

histidin, koenzim Q, melatonin, asam urat, albumin, bilirubin, protein pengkelat 

logam, transferin, vitamin E, vitamin C, flavonoid, karotenoid, logam (selenium, 

mangan, seng), asam lemak omega 3 dan omega 6. Ketiga, enzim antioksidan 

yang terlibat dalam mekanisme perbaikan kerusakan yang disebabkan oleh radikal 

bebas seperti lipase, transferase, protease, enzim perbaikan DNA dan reduktase 

metionin-sulfoksida (Kaur et al., 2021). 

 

Antioksidan dapat memperlambat ataupun mencegah oksidasi yang menyebabkan 

stres oksidatif dan merusak sel-sel tubuh. Antioksidan bekerja dengan pemberi 

atom hydrogen dan memperlambat laju autooksidasi. Antioksidan (AH) sebagai 
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pemberi atom hydrogen (antioksidan primer) akan memberikan atom hidrogen 

secara cepat ke radikal lipida (R*, ROO*) atau mengubahnya ke bentuk lebih 

stabil, sementara turunan radikal antioksidan (A*) memiliki keadaan lebih stabil. 

Penambahan antioksidan (AH) primer dengan konsentrasi rendah pada lipida 

dapat menghambat atau mencegah reaksi autooksidasi lemak dan minyak. 

Penambahan tersebut menghalangi reaksi oksidasi pada tahap inisiasi maupun 

propagasi. Radikal-radikal antioksidan (A*) yang terbentuk pada reaksi tersebut 

relatif stabil dan tidak mempunyai cukup energi untuk dapat bereaksi dengan 

molekul lipida lain membentuk radikal lipida baru seperti pada Gambar 6. Cara 

kerja antioksidan lainnya adalah mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga 

tidak terjadi kerusakan yang lebih besar. Berbagai mekanisme di luar mekanisme 

pemutusan rantai autooksidasi dengan pengubahan radikal lipida ke bentuk lebih 

stabil mampu memperlambat laju autooksidasi. Besar konsentrasi antioksidan 

yang ditambahkan dapat berpengaruh pada laju oksidasi. Pada konsentrasi tinggi, 

aktivitas antioksidan grup fenolik sering lenyap bahkan antioksidan tersebut 

menjadi prooksidan pada Gambar 7 (Sanchez, 2019). 

 

Inisiasi      :   R*         +     AH  → RH        +    A* 

Radikal lipida 

Propagasi  :   ROO*  +     AH →  ROOH  +    A* 

Gambar 6.  Antioksidan sebagai pemberi atom hydrogen  

Sumber: Sanchez (2019) 

 

AH +     O2  → A*    +  HOO* 

AH +     ROOH → RO*  +  H2O  +  A* 

Gambar  7. Antioksidan sebagai prooksidan  

Sumber: Sanchez (2019) 



 

 

 

 

 

 

III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1  Tempat dan Waktu  

 

 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian, 

Laboratorium Mikrobiologi Hasil  Pertanian, Laboratorium Analisis Hasil 

Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian dan Laboratorium Rekayasa 

Bioproses dan Pasca Panen, Jurusan Teknik Pertanian, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung. Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2022 sampai 

dengan Januari 2023. 

 

 

3.2  Bahan dan Alat 

 

 

Bahan utama yang digunakan adalah pulpa buah kakao segar varietas Makasar 

MCC02 (Trinitario) yang diperoleh dari petani yang ada di desa Kota Dalam 

kecamatan Way Lima Pesawaran, desa Suka Agung kecamatan Bulok Tanggamus 

dan desa Umbul Karet Banjar Agung Lampung Timur. Starter SCOBY komersial 

diperoleh dari Rumahku Sehat di Bekasi. Bahan yang digunakan untuk analisa 

adalah larutan DPPH, reagen Folin-ciocalteu 50%, Na2CO3 2%, akuades, fenol 

5%, asam sulfat pekat, etanol p.a 96%, asam galat, asam askorbat dan glukosa. 

 

Alat yang digunakan dalam pembuatan kombucha adalah seperangkat alat kaca, 

refractometer (ATC), timbangan analitik, thermometer, pH meter (ADWA) dan 

lemari fermentasi. Alat yang digunakan untuk analisa adalah pH meter (ADWA), 

spektrofotometer UV-visibel (Shimadzu), orbital shaker (HS 50 1 digital IKA 

WERKE), timbangan analitik, centrifuge (Gemmy PLC-03 8 HOLE) dan color 

meter portable (Tongbao TES- 135A). 
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3.3  Metode Penelitian 

 

 

Metode penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah metode RSM 

(Response Surface Methodology) yang diterapkan pada fermentasi kombucha  

dengan derajat brix dan waktu fermentasi berbeda. Rancangan design pada 

metode RSM adalah Central Composite Design yang terdiri dari 2 faktorial, yaitu 

faktor pertama (P) derajat brix dengan nilai 12 °brix (P1) dan 16 °brix (P2). Faktor 

kedua (T) waktu fermentasi hari ke-4(T1), hari ke-8 (T2) dan hari ke-12 (T3). 

 

Parameter penelitian yang diamati pada penelitian ini adalah pH, total gula, total 

fenol, aktivitas antioksidan, warna dan sensori. Percobaan ini menggunakan 2 

variabel independen atau variable bebas sehingga nilai rotatabilitasnya (α) = 1,414 

dan Central Composite Design menghasilkan response surface. Response surface 

menunjukkan jumlah rancangan percobaan 13 faktorial, 5 center point dan 4 axial 

point (Tabel 4). Hasil variabel respon selanjutnya dianalisis sidik ragamnya 

menggunakan program Design Expert 12 (Raissi dan Farzani, 2009). Kecocokan 

dan kesesuaian model diuji dengan ANOVA. 

 

Tabel 4. Desain Respon Surface 

Central Composite Design Total  Total 

Faktor 2 Replicates 1 

Base runs 13 Total runs 13 

Base blocks 1 Total blocks 1 

Two-level factorial Full factorial    

Cube points 4   

Center points in cube 5   

Axial points 4   

Center points in axial 0   

α: 1,414    
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Tabel 5. Faktor, variabel, dan  taraf  variabel  RSM  secara  faktorial  22  pada 

proses fermentasi kombucha pulpa kakao 

No Faktor Variabel 

Taraf Variabel 

-α 

-1,414 

Rendah 

-1 

Tengah 

0 

Tinggi 

+1 

+α 

+1,414 

1 

Derajat Brix 

(°brix) (b/v) 

 

A 11 12 14 16 17 

2 

Waktu 

Fermentasii 

  (hari) 

B 2 4 8 12 14 

k = jumlah faktor atau variabel bebas ± α 1,414 = X – nilai tengah/ selisih taraf 

 

Tabel 6. Desain percobaan 22 faktorial dengan 2 variabel bebas 

Running 
Faktor 1 

Derajat Brix  (°brix) 

Faktor 2  

Waktu Fermentasi 

(Hari) 

1 14 8 

2 14 8 

3 12 12 

4 14 2 

5 16 4 

6 14 8 

7 14 8 

8 17 8 

9 14 14 

10 14 8 

11 11 8 

12 16 12 

13 12 4 

 

Keterangan: 

F1 : Derajat brix 

F2 : Waktu Fermentasi  

 

 

3.4  Pelaksanaan Penelitian  

 

 

Pelaksanaan penelitian ini dibagi menjadi 3 tahapan yaitu penyiapan pulpa kakao, 

pembuatan kombucha dan fermentasi. Prosedur masing- masing tahapan sebagai 

berikut: 
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3.4.1 Penyiapan Pulpa Kakao 

 

Tahapan awal pada proses pembuatan kombucha pulpa kakao yaitu menyiapkan 

media fermentasi berupa cairan pulpa kakao. Pulpa kakao yang telah dipisahkan 

dari biji kemudian disaring dengan kain saring 1 lapis dan dimasukkan ke dalam 

wadah berbeda. Cairan pulpa kakao yang diperoleh kemudian diukur derajat brix 

dengan refractometer (ATC) menghasilkan 11 °brix, 13 °brix , 14 °brix, 16 °brix 

dan 18 °brix. Selanjutnya untuk diperoleh derajat brix sesuai yang ditentukan 

program RSM maka dilakukan pencampuran cairan pulpa kakao antara 11°brix 

dan 13°brix (1:1) sehingga diperoleh cairan pulpa kakao 12 °brix. Kemudian 

dilakukan pencampuran cairan pulpa kakao antara 16 °brix dan 18 °brix (1:1) 

sehingga diperoleh cairan pulpa kakao 17 °brix. Selanjutnya masing - masing 

cairan pulpa kakao dikondisikan pada pH antara 3,42 - 3,53. Pada cairan pulpa 

kakao 14 °brix dilakukan penambahan asam citrun 1,75gr/ 350ml (b/v) untuk 

memperoleh pH 3,53. Selanjutnya masing- masing wadah berisi cairan pulpa 

disterilisasi pada suhu 98 - 100 oC selama 5 menit. Media kemudian dituang 

kedalam wadah steril ditutup rapat dan dibiarkan suhunya turun hingga suhu 

ruang dan siap untuk pembuatan kombucha. 

 

3.4.2 Pembuatan Kombucha Pulpa 

 

Pembuatan kombucha dilakukan dengan menambahkan starter SCOBY komersial 

pada wadah yang berisi media pulpa kakao sebelumnya. SCOBY ditambahkan 

secara aseptis dengan spatula sebanyak 3% (b/v). 

 

3.4.3 Fermentasi  

  

Media yang sudah ditambahkan SCOBY, ditutup rapat dengan kain. Kemudian 

diinkubasi untuk proses fermentasi selama  2 hari, 4 hari, 8 hari, 12 hari dan 14 

hari pada suhu kamar. Kombucha pulpa kakao yang sudah jadi kemudian 

dipasteurisasi dengan suhu  80oC selama 15 menit. Selanjutnya kombucha 

dikemas dalam jar kaca dan disimpan dalam lemari pendingin. Diagram alir 

pembuatan kombucha pulpa kakao dapat dilihat pada Gambar 8. 
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Gambar 8. Diagram alir pembuatan kombucha pulpa kakao  

Sumber: Sari (2022), telah dimodifikasi. 

 

 

3.5  Pengamatan 

 

Pengamatan yang dilakukan pada penelitian ini meliputi pengujian pH, total gula, 

total fenol, aktivitas antioksidan, warna dan sensori. Adapun tahapan masing- 

masing pengujian sebagai berikut: 

 

Buah Kakao 

Pemisahan pulpa kakao dari biji buah kakao 

Pasteurisasi suhu 80oC (t=15 menit) 

Fermentasi selama 2; 4; 8; 12 dan 14 hari pada 

suhu kamar 

Penyaringan larutan pulpa kakao 

Larutan 

pulpa kakao 

17°brix 

Sterilisasi sampai suhu 98- 100oC (t= 5 menit) 

350 ml larutan pulpa dibiarkan suhu ruang 

Penambahan kultur kombucha (SCOBY 3%) b/v 

Kombucha Pulpa Kakao 

Larutan 

pulpa kakao 

16°brix 

Larutan 

pulpa kakao 

14°brix 

Larutan 

pulpa kakao 

12 °brix 

Larutan 

pulpa kakao 

11°brix 
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3.5.1 Pengujian pH 

 

Pengujian nilai pH kombucha pulpa kakao dilakukan menggunakan pH meter 

Digital ADWA. Pengujian ini dilakukan dengan mempersiapkan pH meter dan 

sampel dalam gelas yang akan diukur. Prosedur yang dilakukan untuk pengukuran 

pH pada sampel adalah sebagai berikut (Ikhsan at al., 2018):  

1) Kalibrasi pH meter dilakukan dengan cara mencelupkan elektroda pH meter ke 

dalam larutan buffer pH 6,86; pH 4,00; dan pH 9,18. 

2) Elektroda pH meter dicuci dengan cara menyemprotkan akuades lalu 

dikeringkan menggunakan tisu  

3) Elektroda pH meter dicelupkan ke dalam sampel yang diuji dan ditunggu 

sampai muncul angka yang menunjukkan besarnya nilai pH sampel  

4) Elektroda pH meter dicuci kembali dengan cara menyemprotkan akuades lalu 

dikeringkan menggunakan tisu. 

 

3.5.2 Pengujian Total Gula 

 

Pengukuran total gula berdasarkan metode Dubois et al. (1956), Sebanyak 0,5 ml 

sampel ditambahkan 0,5 ml fenol 5% di dalam tabung reaksi 10 ml. Selanjutnya 

sampel dihomogenisasi menggunakan vortex. Setelah itu, larutan ditambahkan 

asam sulfat pekat sebanyak 2,5 ml dan didiamkan selama 10 menit. Lalu 

dihomogenisasi menggunakan vortex 30 detik dan didiamkan kembali selama 15- 

20 menit di dalam water bath berisi air hangat. Absorbansi larutan pada panjang 

gelombang 490 nm dengan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu). Kemudian 

hasil pengamatan diplotkan terhadap kurva standar glukosa dengan  menggunakan 

persamaan regresi linier. Selanjutnya dihitung persentase total gula berdasarkan 

pengenceran yang dilakukan . 

 

Total Gula (%) = (G x FP) x 100 

 

Keterangan: G  = kosentrasi gula dari kurva standar (mg/ml) 

FP =faktor pengenceran 
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3.5.2.1 Pembuatan  Kurva  Standar  Glukosa 

 

Pembuatan kurva standar glukosa dibuat dengan cara membuat larutan induk 

glukosa. Pembuatan dilakukan dengan cara menimbang 100 mg glukosa 

kemudian dilarutkan dalam labu takar 100 ml dengan pelarut  akuades hingga 

tanda tera. Lalu sebanyak 10 ml larutan induk dilarutkan dalam labu takar 100  ml 

dengan pelarut akuades hingga tanda tera. Dari larutan tersebut dipipet sebanyak 

0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 dan 1 ml, kemudian ditambahkan akuades masing-masing 

sampai volum akhir 1 ml. Selanjutnya dari masing- masing kosentrasi tersebut 

diambil sebanyak 0,5 ml untuk diukur absorbansinya. Hasil pengamatan dari 

masing- masing kosentrasi diplotkan menjadi kurva standar glukosa. 

 

3.5.3 Pengujian Total Fenol dan Aktivitas Antioksidan 

3.5.3.1  Penyiapan Ekstrak Sampel 

 

Pengujian total fenol dan aktivitas antioksidan pada sampel kombucha diawali 

dengan penyiapan ekstrak. Sampel diambil sebanyak 5 ml kemudian ditambahkan 

20 ml etanol p.a 96%, kemudian diekstraksi menggunakan  orbital shaker (HS 50 

1 digital IKA WERKE) selama ± 4 jam pada kecepatan 100 rpm pada suhu ruang. 

Ekstrak kombucha kemudian disentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan 2000 

rpm, dan disaring menggunakan kertas saring Whatman 41 ukuran 20-25 μm 

(Yilmaz-Ersan et al., 2018). 

 

3.5.3.2  Pengujian Total Fenol dan Kurva Standar Asam Galat 

 

Pengujian total fenol berdasarkan penelitian Ismail et al. (2012) menggunakan 

metode Folin-ciocalteu yang telah dimodifikasi. Prinsip metode ini adalah 

oksidasi senyawa fenol dalam suasana basa oleh pereaksi Folin-ciocalteu yang 

menghasilkan larutan berwarna biru. Sampel ekstrak sebanyak 0,2 ml disiapkan 

dan dimasukkan ke dalam masing-masing tabung reaksi yang telah diberi label 

lalu ditambahkan 0,2 ml akuades dan 0,2 ml reagen Folin-ciocalteu 50%, 

kemudian dihomogenisasi dengan vortex dan didiamkan selama 1 menit. Setelah 
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itu, campuran tersebut ditambahkan 4 ml larutan natrium karbonat (Na2CO3 ) 2 % 

dan divortex satu menit, lalu didiamkan kembali selama 30 menit dalam ruang 

gelap pada suhu kamar. Setelah itu dibaca absorbansinya dengan spektrofotometer 

UV-Vis (Shimadzu) dengan panjang gelombang 760 nm. Hasilnya diplotkan 

terhadap kurva standar asam galat dengan menggunakan persamaan regresi linier. 

Hubungan antara konsentrasi asam galat dinyatakan sebagai sumbu x dan 

besarnya absorbansi hasil reaksi asam galat dengan pereaksi Folin-ciocalteu 

dinyatakan sebagai sumbu y. 

 

y = ax + c 

Keterangan: 

y = Absorbansi sampel; x = Konsentrasi ekuivalen asam galat;  

a = Gradien;  c = Intersef. 

 

Kurva standar asam galat dibuat dengan dengan cara membuat larutan induk. 

Pembuatan dilakukan dengan cara menimbang 10 mg asam galat, kemudian 

dilarutkan kedalam labu takar 100 ml dengan pelarut akuades hingga tanda tera. 

Dari larutan tersebut dipipet sebanyak 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%. 

Selanjutnya dari masing- masing kosentrasi tersebut diambil sebanyak 0,2 ml dan 

diberi perlakuan seperti sampel. Selanjutnya diukur absorbansinya panjang 

gelombang 760 nm. Hasil pengamatan dari masing- masing kosentrasi diplotkan 

menjadi kurva standar asam galat. 

 

3.5.3.3  Pengujian Aktivitas Antioksidan  

 

Tahapan awal analisa antioksidan adalah dengan pembuatan larutan kontrol 2,2 

dipenyl-1-picrylhidrazyl (DPPH) dengan metode yang telah dimodifikasi dari 

Shimamura       et al. (2014). Larutan DPPH ditimbang 0,0078 g dalam ruang gelap 

kemudian dilarutkan dalam etanol 96% sebanyak 100 mL. Larutan DPPH 0,02 

mM diambil 5 ml dimasukkan kedalam kuvet untuk diukur absorbansinya pada 

panjang gelombang 517 nm. Hasil pengukuran absorbansi dihitung sebagai 

absorbansi kontrol (Ak). Pengujian larutan ekstrak dengan larutan ekstrak dipipet 
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1 ml dan ditambahkan larutan DPPH sebanyak 2 ml, setelah itu diinkubasi pada 

suhu 37oC selama 30 menit, kemudian dimasukkan ke dalam kuvet sebanyak 5 

mL untuk diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm. Larutan sampel 

yang didapat digunakan sebagai absorbansi sampel (As). Kemudian absorbansi 

dari ekstrak yang diperoleh dibandingkan dengan absorbansi DPPH sehingga 

diperoleh persentase aktivitas antioksidannnya. Menurut Brand-Williams et al. 

(1995), perhitungan persentase aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH dari 

masing-masing konsentrasi larutan sampel dihitung dengan rumus: 

 

Aktivitas antioksidan (%) = Ak - As  X 100% 

Ak 

 

Keterangan: 

Ak = Absorbansi kontrol  

As = Absorbansi sampel 

 

3.5.3.4  Penentuan IC50 dan Kurva Baku Asam Askorbat 

 

Secara kuantitatif, prinsip pengujian ini adalah dengan dilakukan pengukuran 

penangkapan radikal DPPH oleh suatu senyawa yang mempunyai aktivitas 

antioksidan dengan menggunakan spektrofotometri pada panjang gelombang 517 

nm, sehingga dengan demikian akan diketahui nilai aktivitas peredaman radikal 

bebas yang dinyatakan dengan nilai IC50 (Inhibitory Concentration). IC50 

merupakan konsentrasi suatu bahan antioksidan yang dapat menyebabkan 50% 

DPPH kehilangan karakter radikal. Penentuan nilai IC50 dibuat kurva hubungan 

antara konsentrasi sampel (X) dengan aktivitas antioksidan (Y), sehingga 

diperoleh suatu persamaan garis lurus. Nilai IC50 (ppm DPPH) diperoleh dengan 

cara memasukkan 50% aktivitas antioksidan pada persamaan garis lurus yang 

diperoleh. 

 

Kurva baku asam askorbat dibuat dengan dengan cara membuat larutan stok. 

Larutan stok 1000 ppm dibuat dengan melarutkan 5 mg asam askorbat yang 

dilarutkan dalam 5 mL etanol 96%. Selanjutnya dari larutan stok 1000 ppm 
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diambil masing-masing 10µL; 20 µL, 30 µL; 40 µL dan 50 µL ke dalam tabung  

reaksi. Selanjutnya, masing- masing tabung ditambahkan 1 ml larutan DPPH 0,2              

mM dan ditambah etanol 96% hingga volume dalam tabung reaksi mencapai 10     

ml. Sampel diinkubasi selama 30 menit ditempat yang tidak terkena cahaya. 

Sampel dipindahkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansinya pada panjang                

gelombang 517 nm. Hasil pengamatan dari masing- masing kosentrasi diplotkan 

menjadi kurva baku asam askorbat. 

 

Sampel kombucha diekstrak terlebih dahulu dengan melarutkan 1 ml sampel 

dalam 10 ml etanol p.a 96%, kemudian diamkan selama 24 jam disuhu ruang. 

Selanjutnya larutan sampel disaring dengan kertas saring, dipipet dan dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi sebanyak 5µL, 10µL, 15µL, 20µL, dan 25µL. Kemudian 

ditambahkan 1 ml larutan DPPH 0,2 mM dan ditambah etanol p.a 96% hingga 

volume dalam tabung reaksi mencapai 10 ml. Sampel diinkubasi selama 30 menit 

diruang gelap. Sampel dipindahkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansinya 

pada panjang gelombang 517 nm. Pembuatan larutan kontrol yaitu dengan 

menambahkan metanol ke dalam 1 ml larutan DPPH 0,2 mM hingga volume 

dalam tabung reaksi mencapai 10 ml. Hasil pengamatan dari masing- masing 

kosentrasi diplotkan menjadi nilai IC50 kombucha. 

 

3.5.4 Pengujian Warna  

 

Pengujian warna kombucha pulpa kakao dilakukan dengan menggunakan alat 

color meter portable (Tongbao TES- 135A). Sampel sebanyak 15 ml diletakkan 

dalam wadah gelas lempeng lalu color meter diletakkan 2 cm diatasnya dan 

ditekan tombol ‘on’, setelah itu dilakukan pengukuran nilai L, a, b. Koordinat-

koordinat ini menunjukan sistem tiga dimensi yaitu merah, hijau dan biru (RGB) 

yang mengandung semua warna. Nilai L mewakili Lightness yaitu 0 untuk warna 

hitam dan 100 untuk warna putih, axis a menunjukan intensitas warna merah (+) 

dan hijua (-), axis b menunjukan warna kuning (+) atau biru (-). Corak warna 

(oHue) [hue (hab = arctan (b*/a*)] menyatakan warna sebenarnya seperti merah, 

violet, dan kuning dengan sudut warna dari 0o - 360o. Perubahan warna pada 
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sampel akan dibedakan berdasarkan perbedaan warna ∆E dimana pengaruhnya 

tidak terlihat jika <0,2; sangat kecil jika 0,2 -1.0; kecil jika 1,0 -3,0; sedang jika 

3,0 -6.0 dan besar jika >6.0. Total Perubahan warna ∆E dihitung menurut (Method 

OIV‐MA‐AS2‐11, 2006) menggunakan rumus dibawah ini: 

 

 

 

3.5.5 Pengujian Sensori 

 

Uji sensori berdasarkan metode Abuduaibifu dan Tamer (2019) yang telah 

dimodifikasi. Uji sensori dilakukan dengan menggunakan uji hedonik oleh 

masyarakat umum berjumlah 40 orang. Kriteria umum panelis yang dipilih 

berdasarkan kisaran umur 18-30 tahun, dalam keadaan sehat, tidak memiliki alergi 

terhadap bahan yang terdapat dalam formula dan bersedia mengikuti pengujian ini 

hingga selesai. Sampel yang diuji adalah minuman kombucha pulpa kakao. 

Sampel disajikan secara acak kepada panelis dalam wadah yang telah diberi kode 

dan diberi penawar berupa air tawar. Panelis akan menuliskan hasil pendapatnya 

pada kuesioner yang berisi nama, umur, tanggal, petunjuk pengisian, skor 

penilaian, dan kode sampel. Kuesioner penilaian uji sensori minuman kombucha 

pulpa kakao dapat dilihat pada Tabel 7. 
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Tabel 7. Kuesioner uji skoring minuman kombucha pulpa kakao 

 

 
Nama panelis            : 

Umur                        : 

Tanggal pengujian     : 

Produk                      : Minuman kombucha pulpa kakao 

 

KUISIONER UJI HEDONIK (KONSISTEN) 

 

A. Uji Hedonik 

 

Petunjuk pengisian: 

Dihadapan Saudara/i disajikan 15 sampel minuman kombucha berbahan dasar pulpa kakao 

yang berkode. Saudara/i diminta untuk menilai kesukaan terhadap aroma, warna, rasa, 

dan penerimaan keseluruhan dengan cara memberikan skor pada masing-masing sampel. 

 

 

Parameter 
118 124 122 141 142 143 144 145 146 147 162 164 178 140 

Aroma               

Warna               

Rasa               

Penerimaan 

keseluruhan 

              

 

 

 

Keterangan: 

1. Sangat tidak suka 

2. Tidak suka 

3. Agak tidak suka 

4. Agak suka 

5. Suka 

6. Sangat suka 

7. Amat sangat suka 

 

B. Alasan Memilih Suka atau Tidak Suka 

Pejunjuk pengisian: 

Saudara/i diminta untuk menuliskan alasan memilih suka/tidak suka terhadap produk yang 

dipilih berdasarkan “aroma, warna, dan rasa” pada kolom yang sudah disediakan. 

 

 

 

Alasan memilih suka (berdasarkan 

aroma, warna, dan rasa): 

 

 

 

 

 

 

Alasan memilih tidak suka 

(berdasarkan aroma, warna, dan 

rasa): 

 



 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1  Kesimpulan 

 

Kombucha yang menghasilkan kondisi optimum adalah kombucha pada 

perlakuan 12 obrix dan difermentasi 4 hari. Kombucha ini memiliki total fenol 

tertinggi sebesar 4,13 mgGAE/gr; aktivitas antioksidan terbaik sebesar 89,12 %; 

pH sebesar 3,33; total gula sebesar 4,61 %; nilai L* sebesar 87,88; nilai a* sebesar 

17,26; nilai b* sebesar -6,83; corak warna sebesar 338,39; perubahan warna 

sebesar 2,91; aroma kombucha sebesar 4,25; warna kombucha sebesar 4,25; rasa 

kombucha sebesar 3,97 dan penerimaan keseluruhan sebesar 4,31.  

 

5.2  Saran 

 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk meningkatkan skor sensori agar 

menjadi kombucha pulpa kakao yang lebih disukai. 
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