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THE EFFECT OF SUGAR ADDITION ON THE CHARACTERISTICS OF 

COCOA PULP KOMBUCHA (Theobroma cacao L.) DURING 

FERMENTATION 

 

 

 

By 

 

 

CAHYA YOLA OLIVIA 

 

 

This study aimed to determine the effect of sugar addition, fermentation duration, 

and their combination on the characteristics of cocoa pulp kombucha.  The 

research was designed using a factorial Complete Randomized Block Design 

(CRBD) with two factors and three replications.  The first factor was sugar 

addition, consisting of five levels: 5% (G1), 6.5% (G2), 8% (G3), 9.5% (G4), and 

11% (G5).  The second factor was fermentation duration (F), consisting of three 

levels: 0 days (F0), 7 days (F7), and 14 days (F14).  The data obtained were tested 

for homogeneity using Bartlett’s test, and additivity was tested using Tukey’s test.  

The data were then analyzed using analysis of variance (ANOVA) to determine 

the effect of treatments.  If significant effects were observed, further analysis was 

conducted using Orthogonal Polynomial tests at 5% and 1% significance levels.  

The results indicated that higher sugar addition levels (G1 G2 G3 G4 G5) led to 

increased values of TSS, total acid, total microbes, alcohol content, sweetness, 

sour aroma, color, taste, aroma, and overall acceptance.  However, sour taste and 

aftertaste values decreased. With longer fermentation durations (F0 F7 F14), the 

values of TSS, sweetness, color, aftertaste, taste, and overall acceptance 

decreased, while total acid, sour taste, sour aroma, and aroma values increased. 

Additionally, total microbial counts increased from F0 to F7 but decreased from 

F7 to F14..  The best treatment combination was G5F7 (11% sugar concentration 

and 7-day fermentation), with the following results: TSS 12.03°Brix, total acidity 

0.48%, alcohol content 0.1668%, total microbes 8.69 log CFU/ml, sweetness 3.72 

(sweet), color 3.88 (yellowish-brown), taste 5.28 (slightly liked), aroma 4.42 

(neutral), color 4.90 (slightly liked), and overall acceptance 5.27 (slightly liked). 

 

Keywords: cocoa pulp kombucha, fermentation duration, sugar addition, cocoa 

pulp 
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan gula dan lama 

fermentasi serta kombinasi keduanya terhadap karakteristik minuman kombucha 

pulpa kakao.  Penelitian disusun dalam Rancangan Acak Kelompok Lengkap 

(RAKL) faktorial dengan 2 faktor dan 3 kali ulangan.  Faktor pertama adalah 

penambahan gula yang terdiri dari 5 taraf yaitu 5% (G1), 6,5% (G2), 8% (G3), 

9,5% (G4), 11% (G5).  Faktor kedua adalah lama fermentasi (F) yang terdiri dari 3 

taraf yaitu 0 hari (F0), 7hari (F7), dan 14 hari (F14).  Data yang diperoleh diuji 

kehomogenannya dengan uji Barlett, kemenambahan data diuji dengan uji Tuckey, 

kemudian data dianalisis sidik ragam untuk mengetahui pengaruh perlakuan dan 

apabila terdapat pengaruh nyata maka data diolah lebih lanjut dengan Polynomial 

Orthogonal pada taraf 5% dan 1%.  Semakin tinggi penambahan gula (G1 G2 G3 

G4 G5), nilai TPT, total asam, total mikroba, kadar alkohol, rasa manis, aroma 

asam, warna, rasa, aroma, dan penerimaan keseluruhan semakin meningkat.  

Namun, nilai rasa asam dan aftertaste mengalami penurunan.  Semakin lama 

fermentasi (F0 F7 F14) dilakukan, nilai TPT, rasa manis, warna, aftertaste, rasa, 

dan penerimaan keseluruhan semakin menurun.  Namun, nilai total asam, rasa 

asam, aroma asam, dan aroma mengalami peningkatan.  Selanjutnya, nilai total 

mikroba pada F0 ke F7 mengalami peningkatan, dan pada F7 ke F14 mengalami 

penurunan.  Perlakuan terbaik terdapat pada kombinasi perlakuan G5F7 

(konsentrasi gula 11% fermentasi 7 hari) dengan nilai TPT 12,03     ; total asam 

0,48%; kadar alkohol 0,1668%; total mikroba 8,69 log CFU/ml; rasa manis 3,72 

(manis); warna 3,88 (kuning kecoklatan); rasa 5,28 (agak suka); aroma 4,42 

(netral); warna 4,90 (agak suka); dan penerimaan keseluruhan 5,27 (agak suka).  

 

Kata kunci: kombucha pulpa kakao, lama fermentasi, penambahan gula, pulpa 

kakao
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1. Latar Belakang dan Masalah 

 

 

Tanaman kakao atau yang memiliki nama ilmiah (Theobroma cacao L.) termasuk 

dalam famili Sterculiaceae yang berasal dari Amerika Selatan dan tumbuh di 

daerah hutan tropis (Farhanandi dan Indah, 2022).  Indonesia menduduki 

peringkat ketiga sebagai negara penghasil kakao terbesar di dunia (Ditjenbun, 

2022). Berdasarkan data statistik Ditjenbun (2023), total produksi kakao di 

Indonesia sebanyak 692.168 ton.  Luas perkebunan kakao di Indonesia pada tahun 

2023 didominasi oleh perkebunan rakyat seluas 1.381.530 hektar, kemudian luas 

perkebunan besar negara 642 hektar, dan luas perkebunan swasta 7.822 hektar.  

Pengolahan kakao memiliki hasil samping yang kurang diperhatikan oleh 

masyarakat dan cenderung dianggap limbah yaitu pulpa.  Biji kakao yang diolah 

menjadi biji kering menghasilkan limbah cangkang dan pulpa yang melapisi 

permukaan biji (Rahmawasiah, 2016).  Pemanfaatan pulpa kakao masih belum 

banyak dilakukan karena minimnya pengetahuan masyarakat mengenai 

pengolahan lebih lanjut pada pulpa biji kakao (Nurfaillah dkk., 2018). 

 

Pulpa kakao mengandung berbagai nutrisi diantaranya 80-90% air, 2,13-21,4% 

glukosa, 1,06-4,42% fruktosa, 2,13-4,06% sukrosa, 1,5-2,8% serat, 5-7% pektin, 

0,1-0,5% protein, 0,2-0,3% abu (Nurfaillah dkk., 2018; Kementan, 2019; Yuliana 

dkk., 2022).  Pulpa kakao juga mengandung beberapa mineral yakni kalium 

1459,842 mg/kg, magnesium 237,230 mg/kg, kalsium 13,343 mg/kg dan nilai pH 

3,5 (Nunes et al., 2020).  Berdasarkan komposisi-komposisi tersebut, pulpa kakao 

dapat dijadikan sebagai bahan baku pembuatan produk fermentasi seperti 

kombucha, nata de kakao, cuka, dan lain-lain (Yuliana dkk., 2022). 
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Salah satu pemanfaatan pulpa kakao yaitu dapat dijadikan minuman kesehatan 

kombucha.  Salah satu minuman teh tradisional hasil fermentasi menggunakan 

inokulum yeast dan bakteri SCOBY (Symbiotic Culture of Bactery and Yeast) 

disebut kombucha (Filippis et al., 2018).  Penelitian tentang pembuatan minuman 

kombucha dari pulpa kakao pertama kali dilakukan oleh Yuliana dkk. (2019).  

Kemudian penelitian lain tentang kombucha pulpa kakao dilakukan oleh Rahayu 

(2022) dan Wibowo (2023), yang membahas tentang pengaruh variasi waktu 

fermentasi terhadap aktivitas antioksidan dan karakteristik fisiko-kimia kombucha 

pulpa kakao.  

 

Menurut Villarreal-Soto et al. (2018), terdapat beberapa faktor yang 

mempengaruhi fermentasi kombucha diantaranya, pH, substrat (gula), dan waktu 

fermentasi.  Mikroba membutuhkan substrat sebagai sumber karbon dan sumber 

energi bagi kehidupannya (Waluyo, 2005).  Mengutip penelitian Wibowo (2023) 

cairan pulpa kakao memiliki total padatan terlarut sekitar 11 Brix-18 Brix, 

kandungan gula ini dimanfaatkan untuk mendukung nutrisi mikroba pada 

fermentasi kombucha.  Bakteri yang terlibat dalam proses produksi kombucha 

diantaranya Acetobacter xylinum, sementara khamir yang terlibat berasal dari 

beberapa spesies dalam genus Brettanomyces, Zyhosaccharomyces, dan 

Saccharosmyces (Suhardini dan Zubaidah, 2016).  Bakteri Acetobacter xylinum 

dapat tumbuh pada pH 3,5-7,5 yang termasuk golongan asidofilik, namun pH 

optimal pertumbuhannya berkisar 4,3-5,5 (Lehninger, 1994; dan Lapuz et al., 

1969). 

 

Pulpa kakao memiliki pH sangat rendah yaitu 2-4,5 (Abubakar dkk., 2022; Patty, 

2019; Yunianta, 2010), sehingga terlalu rendah atau asam apabila langsung 

digunakan sebagai media fermentasi sehingga diperlukan pengenceran.  Penelitian 

yang dilakukan Natalingsih (2019), menunjukkan pembuatan nata dari pulpa 

kakao tanpa pengenceran tidak menghasilkan nata, karena pulpa kakao memiliki 

tingkat keasaman yang tinggi yang mengakibatkan tidak terbentuknya nata.  

Namun, pengenceran pulpa menyebabkan kandungan gula yang terdapat pada 

pulpa kakao menurun.  Penurunan kandungan gula akan berpengaruh pada 
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pertumbuhan mikroba.  Oleh karena itu, diperlukan penambahan gula pada 

pembuatan kombucha pulpa kakao. 

 

Pada penelitian yang dilakukan Kurniawan dkk. (2017), dalam pembuatan 

minuman teh kombucha daun gambir diberi penambahan gula sebanyak (6, 8, 10, 

dan 12)%, dan minuman teh kombucha daun gambir terbaik yang didapat pada 

perlakuan gula 12%.  Penelitian yang dilakukan Naufal dkk. (2022), pada 

pembuatan minuman kombucha kulit buah naga diberi penambahan gula sebanyak 

(5, 10, dan 15)%, dan kombucha yang paling disukai oleh panelis yaitu perlakuan 

gula 10%.  Kemudian pada penelitian Cohen et al. (2023), pembuatan kombucha 

dari teh hitam diberi penambahan gula sebanyak (5, 7.5, dan 10)%, dan hasil 

kombucha yang disukai panelis ialah perlakuan gula 7,5% dan 10%.  Sejalan 

dengan pernyataan Nyhan et al. (2022), yaitu terdapat kesepakatan umum bahwa 

konsentrasi gula yang ideal berada pada kisaran 5-10% b/v. 

 

Proses fermentasi pembuatan minuman kombucha biasanya dilakukan selama 

kurang lebih 7-14 hari (Nyhan et al., 2022).  Vohra et al. (2019), melaporkan 

peningkatan aktivitas antioksidan minuman kombucha terjadi selama 7 hari 

pertama fermentasi oleh biotransformasi fitokimia menjadi polifenol oleh enzim 

yang disekresikan oleh kultur kombucha.  Hal serupa dihasilkan oleh penelitian 

Zofia et al. (2020), dimana efek antioksidan kombucha paling tinggi pada hari ke 

14 fermentasi namun secara signifikan lebih rendah pada hari ke 28. Selain itu, 

kombucha yang difermentasi selama 14 hari terbukti kurang bersifat sitotoksik 

terhadap sel kulit dibandingkan minuman yang difermentasi selama 28 hari.  

Karakteristik minuman kombucha pulpa kakao berdasarkan penelitian yang 

dilakukan Yuliana dkk. (2019), selama fermentasi 8 hari memiliki karakteristik 

yaitu total mikroba (log 14,99 CFU/mL), bioselulosa (3,17 g), pH akhir (2,97), 

keasaman asam asetat (6,14%), TSS (11,00  brix), total fenolik (117,80 

mgGAE/mL), total flavonoid 1,70 mgQAE/mL), dan memiliki warna coklat agak 

jernih .  Kemudian pada penelitian Wibowo (2023), kombucha pulpa kakao yang 

difermentasi selama 14 hari memiliki total fenol tertinggi sebesar 

(4,13mgGAE/gr), aktivitas antioksidan terbaik sebesar (89,12 %), pH sebesar 

(3,33), total gula sebesar (4,61 %).   
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Pengaruh penambahan gula pada media cairan pulpa kakao yang telah diencerkan 

dan lama fermentasi kombucha pulpa kakao belum diketahui titik optimalnya.  

Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk menghasilkan minuman kombucha 

pulpa kakao dengan karakteristik terbaik melalui kondisi fermentasi (penambahan 

gula dan lama fermentasi) yang sesuai agar menghasilkan karakteristik minuman 

kombucha pulpa kakao terbaik. 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui pengaruh penambahan gula terhadap karakteristik minuman 

kombucha pulpa kakao. 

2. Mengetahui pengaruh lama fermentasi terhadap karakteristik minuman 

kombucha pulpa kakao. 

3. Mengetahui pengaruh kombinasi penambahan gula dan lama fermentasi yang 

menghasilkan karakteristik terbaik minuman kombucha pulpa kakao. 

 

 

1.3. Kerangka Pemikiran 

 

 

Permasalahan pada pengolahan pulpa kakao menjadi kombucha adalah pH yang 

terlalu asam.  Hal ini sejalan dengan penelitian Yunianta (2010), limbah cair 

kakao sebelum dilakukan perlakuan memiliki pH 3,5.  Kadar pH yang terlalu 

rendah (asam) atau terlalu tinggi (basa) dapat menyebabkan tingkat kematian 

mikroba yang tinggi.  Tingkat kematian yang tinggi akan mempengaruhi laju 

fermentasi, karena jumlah mikroba dalam proses penguraian glukosa menjadi 

etanol berkurang (Taslim dkk., 2017).  Maka dari itu diperlukan perlakuan 

pengenceran untuk mengurangi kadar pH pada pulpa.  

 

Perlakuan pengenceran pulpa dapat dilakukan dengan menambahkan air untuk 

merubah keasaman (pH) pulpa kakao.  Hasil penelitian yang dilakukan oleh 

Natalingsih (2019), pembuatan nata dari pulpa kakao tanpa proses pengenceran 

atau penambahan air tidak menghasilkan nata. Hal ini disebabkan oleh tingkat 
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keasaman yang tinggi pada pulpa kakao (pH 3), yang mengakibatkan 

ketidakmampuan terbentuknya nata.  Namun, pada penelitian Dewayani dan 

Syamsuri. (2019), pengenceran mengakibatkan berkurangnya kandungan yang ada 

pada pulpa seperti gula, warna dan senyawa nutrisi untuk pertumbuhan bakteri.  

Oleh karena itu, perlu penambahan gula agar mikroba memiliki nutrisi yang 

cukup untuk pertumbuhannya. 

 

Hasil dari penelitian-penelitian terdahulu yang dilakukan Kurniawan dkk. (2017), 

Naufal dkk. (2022), Cohen et al. (2023), dan Nyhan et al. (2022), menunjukkan 

bahwa perlakuan penambahan gula berpengaruh terhadap karakteristik minuman 

kombucha.  Merujuk pada penelitian-penelitian sebelumnya, maka pada penelitian 

ini dilakukan penambahan gula (5%, 6,5%, 8%, 9,5%, dan 11%).  Pada 

pembuatan minuman kombucha, lama fermentasi dapat mempengaruhi kualitas 

fisika, kimia, dan organoleptik dari sediaan kombucha yang dihasilkan (Wistiana 

dan Zubaidah, 2015).  Berdasarkan penelitian Wibowo (2023), Vohra et al. 

(2019), dan Zofia et al. (2020), fermentasi pembuatan minuman kombucha 

dilakukan selama 7-14 hari, dan telah mendapatkan hasil informasi kombucha 

terbaik.  Berdasarkan penelitian-penelitian diatas maka pada penelitian ini akan 

dilakukan fermentasi selama 7 dan 14 hari, dan untuk mengetahui efek 

penambahan gula terhadap karakteristik minuman kombucha pulpa kakao maka 

akan dilakukan analisis terhadap uji pH, uji total padatan terlarut, uji total asam, 

uji kadar alkohol, uji total mikroba, dan uji sensori. 

 

 

1.4. Hipotesis 

 

 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Penambahan gula berpengaruh nyata terhadap karakteristik minuman 

kombucha pulpa kakao. 

2. Lama fermentasi berpengaruh nyata terhadap karakteristik minuman kombucha 

pulpa kakao. 

3. Kombinasi penambahan gula dan lama fermentasi menghasilkan karakteristik 

terbaik minuman kombucha pulpa kakao. 



 
 

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1. Kakao 

 

 

Kakao merupakan tanaman yang memiliki nama ilmiah Theobroma cacao L.  

Tanaman kakao (Gambar 1) termasuk dalam famili Sterculiaceae yang berasal 

dari Amerika Selatan dan saat ini sudah banyak ditanam di berbagai kawasan 

tropika (Farhanandi dan Indah, 2022).  Tanaman kakao memiliki tinggi yang 

berkisar antara 4-8 m.  Biji dari kakao ini dapat diolah menjadi produk kakao dan 

coklat (Riono, 2020).  Berdasarkan klasifikasi botani, sistematika kakao adalah 

sebagai berikut.  

 

Kerajaan : Plantae  

Divisi  : Spermatophyta 

Sub-divisi : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledoneae 

Ordo  : Malvales 

Famili  : Sterculiaceae 

Genus  : Theobroma 

Spesies : Theobroma cacao (Sugiharti, 2016). 

 

Tanaman kakao termasuk dalam kategori tanaman tahunan yang termasuk dalam 

kelompok caulifloris, yang berarti tanaman ini berbunga dan berbuah langsung 

pada batang dan cabangnya.  Secara umum, tanaman ini dapat dibagi menjadi dua 

bagian, yakni bagian vegetatif yang mencakup akar, batang, dan daun, serta 

bagian generatif yang melibatkan bunga dan buah.  Benih kakao termasuk dalam 

kategori benih rekalsitran, yang artinya benih tersebut tidak tahan terhadap 

pengeringan, rentan terhadap perubahan suhu dan kelembaban rendah, memiliki 
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daya simpan yang rendah, dan sensitif terhadap perubahan lingkungan 

penyimpanan (Lukito et al., 2010).   

 

 
 

Gambar 1. Tanaman kakao 

Sumber: Dokumentasi pribadi 

 

Tanaman kakao terdiri dari 3 varietas yaitu criollo, forastero, dan trinitario.  

Kakao criollo juga dikenal sebagai edel atau kakao mulia yang memiliki ciri fisik 

buah kecil, berwarna merah, biji tidak berwarna dan beraroma khas.  Tanaman 

kakao jenis forastero memiliki ciri fisik kulit berwarna kuning, biji berwarna 

ungu, aroma tidak setajam criollo.  Kakao trinitario hasil persilangan dari criollo 

dan forastero dengan ciri fisik buahnya memanjang, kulit berwarna kuning atau 

merah dengan lima lekukan ganda (Khoidir, 2023).  Buah kakao yang masak 

berisi sekitar 30-40 biji yang terbungkus oleh lapisan lendir berwarna putih 

(Murugan dan Al-Sohaibani, 2012), seperti yang disajikan pada Gambar 2.  

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. 

 

 
 

Gambar 2. Buah kakao dengan biji yang diselimuti pulpa 

Sumber: Dokumentasi pribadi 
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2.2. Pulpa Kakao 

 

 

Pada proses pengolahan biji kakao akan menghasilkan cairan yang disebut pulpa 

kakao.  Pulpa kakao merupakan lapisan lendir berwarna putih atau kuning pucat 

yang menyelimuti permukaan biji kakao, terdapat sekitar 3-5% dari total berat 

biji.  Pulpa adalah bagian tebal dari endosperm dan terdiri dari sel-sel yang 

berbentuk turbuler dengan ruang antar sel yang luas (Murugan dan Al-Sohaibani, 

2012; Figueroa et al., 2020; Scheuer, 2020).  Pulpa kakao juga mengandung 

senyawa polifenol yang merupakan senyawa antioksidan yang bermanfaat bagi 

kesehatan manusia (Miranda dkk., 2019).  Adapun kandungan nutrisi pulpa kakao 

disajikan pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Kandungan nutrisi pulpa kakao 
 

No Parameter Kandungan rata-rata  

1 Air (%) 80-86*** 

2 Glukosa (%) 2,13-21,4*** 

3 Fruktosa (%) 1,06-4,42*** 

4 Sukrosa (%) 2,13-4,06*** 

5 Karbohidrat (%) 19,50** 

6 Lemak (%) 1,45** 

7 Protein (%) 0,62** 

8 pH  3,50** 

9 Kalsium (mg/L) 171,5* 

10 Magnesium (mg/L) 82,5* 

11 Fosfor (mg/L) 62,47* 

12 Pektin 0,51** 

Sumber: *Anvoh et al., (2009); **Nunes et al., (2020); ***Yuliana dkk., (2022) 

 

Kandungan pulpa kakao yang kaya akan karbohidrat dapat dijadikan sebagai 

media fermentasi (Yuliana dkk., 2022).  Pulpa kakao dapat diolah menjadi 

berbagai macam produk fermentasi diantaranya nata de kakao (Nurfaillah dkk., 

2018), kombucha pulpa kakao (Yuliana dkk., 2019), bioherbisida gulma belulang 

(Safitri, 2019), cuka kakao (Adrista dkk., 2016). Pulpa yang tidak ditangani 

dengan benar akan difermentasi oleh mikroorganisme dan dapat menimbulkan 

penyakit.  Selain menimbulkan penyakit, pulpa kakao menyebabkan pencemaran 

udara akibat timbulnya bau asam yang disebabkan oleh aktivitas mikroba yang 

menghasilkan gas ammonia (Indriani, 2004).  
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2.3. Kombucha  

 

 

Kombucha merupakan salah satu minuman tradisional yang berasal dari timur laut 

Tiongkok masa Dinasti Tsin 220 SM (Zou et al., 2021).  Kombucha mulai dikenal 

setelah dibawa ke Jepang dan menyebar ke seluruh dunia melalui jalur 

perdagangan (Abaci et al., 2022).  Minuman kombucha merupakan hasil 

fermentasi yang dilakukan oleh kultur simbotik (Fillippis et al., 2018).  

Rinihapsari (2008), menjelaskan bahwa kombucha merupakan minuman yang 

dihasilkan dari fermentasi campuran teh dan gula dengan bantuan kultur 

kombucha, yang terdiri dari beberapa jenis mikroorganisme seperti (Acetobacter 

aceti dan beberapa jenis khamir).  Meskipun bahan utama kombucha umumnya 

menggunakan daun teh hitam, teh hijau atau teh oolong, minuman ini juga dapat 

diciptakan melalui infused water dengan menggunakan buah-buahan, daun mint, 

bunga melati, dan lainnya (Leal et al., 2018).  Menurut Watawana et al. (2015), 

kultur kombucha dikenal juga sebagai SCOBY (Symbiotic Culture of Bactery and 

Yeast).  Pada penelitian Rahayu (2022), dilakukan waktu fermentasi kombucha 

pulpa kakao selama 14 hari, dan dihasilkan kombucha pulpa kakao terbaik yaitu 

fermentasi 3 hari dengan aktivitas antioksidan yang baik.  Kemudian pada 

penelitian Wibowo (2023), fermentasi kombucha pulpa kakao dilakukan selama 

12 hari, dan dihasilkan kombucha dengan kondisi optimum yaitu pada fermentasi 

4 hari. 

 

Pada penelitian yang dilakukan Yunianta (2010), dalam pembuatan nata de kakao 

dilakukan pengenceran pulpa:air (3:1, 1:1, dan 1:3), dan perlakuan terbaik 

(rendemen dan sifat sensori) diperoleh dengan pengenceran media 1:3. Hal ini 

sejalan dengan penelitian Dewayani dan Syamsuri. (2019), pada pembuatan nata 

de kakao dilakukan pengenceran pulpa:air (1:3, 1:6, 1: 9, dan 1:12) lapisan nata 

yang paling tebal didapat pada perlakuan pengenceran perbandingan 1:3. 

Sedangkan perlakuan terbaik yang disukai panelis adalah pengenceran 1:12. 

Selanjutnya, pada penelitian Pawaskar et al. (2020), dilakukan perlakuan 

pengenceran (1:0, 1:0,5, 1:1, 1:1,5, dan 1:2) pembuatan anggur dari sari buah 

kokum untuk mengurangi warna dan keasaman sari buah kokum. 
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2.4. Manfaat Kombucha 

 

 

Pemanfaatan kombucha sebagai minuman suplemen makanan dan pencegah 

berbagai penyakit telah lama diterapkan di beberapa negara Asia.  Kultur 

mikroorganisme dalam kombucha terdiri dari jenis mikroorganisme non-patogen 

yang tidak menyebabkan gangguan penyakit.  Bahkan, hasil fermentasi 

menghasilkan senyawa antibakteri yang memiliki potensi melawan bakteri 

patogen (Naland, 2004).  Teh kombucha dianggap sebagai minuman fungsional 

yang berada di antara kategori minuman konvensional dan obat, memiliki potensi 

untuk digunakan dalam upaya pencegahan penyakit (Jayabalan et al., 2007).   

Menurut Suhirman (2012), meskipun teh kombucha tidak bersifat penyembuh 

untuk semua penyakit, tetapi dapat meningkatkan kesehatan dan daya tahan tubuh.  

Teh kombucha dapat dianggap sebagai minuman fungsional karena memberikan 

dampak positif terhadap kesehatan dan kebugaran tubuh.  Proses fermentasi teh 

kombucha menghasilkan berbagai asam organik seperti asam asetat, asam folat, 

asam glukoronat, asam glukonat, asam laktat, asam malat, asam amino esensial, 

vitamin B, vitamin C, dan mineral.  Komponen-komponen ini berkontribusi pada 

kesehatan tubuh dengan menstabilkan metabolisme, membantu menurunkan berat 

badan, menormalkan fungsi organ tubuh, mencegah kanker, dan meningkatkan 

daya tahan tubuh (Suhirman, 2012). 

 

 

2.5. Kultur Bakteri dan Yeast (SCOBY) 

 

 

Fermentasi kombucha melibatkan berbagai jenis mikroorganisme, yaitu 

konsorsium antara bakteri dan khamir yang disebut SCOBY (Symbiotic Culture of 

Bacteria and Yeast).  SCOBY adalah simbiosis dari kultur bakteri asam asetat 

(Komagataeibacter, Glucanobacter, Acetobacter), bakteri asam laktat 

(Lactobacillus, Lactococcus), dan khamir (Saccharomyces pombe, 

Saccharomycodes ludwigii, Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata, 

Zygosaccharomyces bailii, Brettanomyces bruxellensis, dan Torulaspora 

delbrueckii).  Medium fermentasi yang biasa digunakan adalah teh, terutama teh 

hitam yang sudah dipermanis (Villarreal-Soto et al., 2018). 
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SCOBY terbentuk sebagai lapisan selulosa berwarna putih di permukaan larutan 

teh dan dikenal sebagai biofilm.  Ukuran SCOBY menyesuaikan diameter wadah 

fermentasi.  Mikroorganisme seperti Acetobacter menghasilkan selulosa, di mana 

spesies Acetobacter direklarifikasi sebagai Gluconacetobacter xylinus dan 

kemudian menjadi Komagataeibacter xylinus (Villarreal-Soto et al., 2018).  

Aktivitas biokimia bakteri ini mengubah glukosa menjadi asam glukonat di fase 

cair, sementara proses metabolisme lainnya menghasilkan biofilm selulosa di 

permukaan cairan (Zubaidah dkk., 2022). 

 

Menurut penelitian Marsh et al. (2014) dan Watawana et al. (2016) dalam 

Villarreal-Soto et al. (2018), Gluconacetobacter mendominasi sekitar 86% dari 

mikroba pada media cairan dan biofilm. Selama fermentasi, spesies utama yang 

aktif antara lain A. xylinum, A. aceti, A. pasteurianus, K. xylinus, dan 

Gluconobacter xylinus.  Khamir yang ditemukan dalam kombucha mencakup 

Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Schizosaccharomyces 

pombe, Brettanomyces bruxellensis, Saccharomyces ludwigii, Candida tropicalis, 

dan Zygosaccharomyces bailii.  Selain khamir, kombucha juga mengandung 

bakteri asam laktat, seperti Lactobacillus sp., yang dominan pada tahap akhir 

fermentasi.  Beberapa bakteri asam laktat lainnya dalam kombucha adalah 

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum, Streptococcus thermophilus, 

Streptococcus lutiensis, Streptococcus bovis, Brevibacterium sp., dan 

Lactobacillus plantarum. 

 

Tabel 2. Mikroorganisme dan perannya dalam proses fermentasi kombucha  

 

Mikroorganisme Spesies Peran dalam Fermentasi 

Acetobacter Acetobacter xylinum 

Acetobacter xylinoides 

Acetobacter ketogenum 

Memproduksi asam asetat 

dan asam glukuronat.  

Membentuk serat-serat 

selulosa/nata. 

Saccharomyces Saccharomyces pombe 

Saccharomycodes ludwigii 

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces apiculatus 

Zygosaccharomyces 

kombuhae 

Brettanomyces 

Menguraikan sukrosa 

menjadi fruktosa dan glukosa, 

memproduksi alkohol dan 

CO2. 
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Mikroorganisme Spesies Peran dalam Fermentasi 

Lactobacillus Lactobacillus spp. Memproduksi asam laktat. 

Pediococcus Pediococcus spp. Memproduksi asam laktat. 

Gluconobacter Gluconobacter kombucha Memproduksi asam asetat.  

Membentuk serat-serat 

selulosa/nata. 

Sumber: Zubaidah dkk. (2022) 

 

 

2.6. Proses Fermentasi 

 

 

Fermentasi sebagai metode pengolahan makanan yang telah diterapkan secara 

tradisional mencakup berbagai skala mulai dari rumah tangga hingga industri.  

Proses ini melibatkan konversi metabolik substrat mentah menjadi makanan yang 

mengalami peningkatan kualitas dengan memanfaatkan aktivitas metabolisme 

mikroba untuk menstabilkan dan mentransformasi bahan pangan menjadi produk 

yang layak konsumsi dengan nilai yang ditingkatkan.  Fermentasi menghasilkan 

metabolit antimikroba, bakteriosin, dan sintesis asam organik yang dapat 

menghambat pertumbuhan patogen.  Tujuan utama dari fermentasi melibatkan 

peningkatan umur simpan produk, peningkatan manfaat kesehatan, perbaikan 

karakteristik organoleptik seperti aroma, rasa, dan tekstur, serta penghambatan 

mikroba yang tidak diinginkan dan penghilangan toksisitas dari makanan 

sehingga 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 

mengalami hidrolisis oleh yeast melalui invertase dalam kondisi anaerob, 

menghasilkan fruktosa dan glukosa.  Selanjutnya, yeast mengubah glukosa 

menjadi etanol dan karbon dioksida.  Proses ini diikuti oleh Lactobacillus yang 

mengubah glukosa menjadi asam laktat, sementara Acetobacteria dalam kondisi 

aerob mengonversi etanol menjadi asam asetat dan air.  Rute fermentasi utama 

kombucha menghasilkan produk seperti etanol, asam asetat, asam glukonat, dan 

asam glukoronat (Jakubczyk et al., 2022; Zailani dan Adnan, 2022).  Aktivitas 

metabolisme kombucha ditunjukkan secara skematis pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Rute fermentasi kombucha 

Sumber: Massoud et al. (2022) 

 

Produk akhir dari setiap proses fermentasi akan bervariasi, dan perbedaan hasil 

fermentasi dari substrat yang sama dipengaruhi oleh variasi bahan seperti jenis 

wadah fermentasi, keberadaan Lactobacilli, penggunaan garam, bumbu dan 

rempah, jenis starter atau kultur, kandungan gula, dan durasi waktu fermentasi 

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

kombucha adalah sebagai berikut: 

a. Substrat 

Kombucha memiliki beragam substrat yang dapat digunakan, seperti teh hijau, 

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

Kombucha yang berasal dari substrat teh perlu disisipi dengan sukrosa 

sebanyak 50 g/L air untuk menjadi substrat fermentasi bagi yeast.  Yeast akan 

menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa dengan bantuan enzim 

invertase, kemudian mengubahnya menjadi etanol, karbon dioksida, dan 

gliserol.  Etanol yang dihasilkan oleh bakteri asam asetat akan diubah menjadi 

asam asetat (Bishop et al., 2022). 

b. Starter 

Penggunaan kultur starter telah meningkatkan efisiensi proses produksi, 

meningkatkan hasil produk, dan menjaga konsistensi sifat organoleptik produk.  

Sebagian besar ciri khas dari proses fermentasi bergantung pada jenis 

mikroorganisme yang terlibat (Sun et al., 2014).  Mikroorganisme yang 
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memainkan peran penting dalam proses fermentasi melibatkan sekelompok 

bakteri dan yeast yang bekerja secara simbiotik.  Contohnya, golongan 

Acetobacter seperti 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 berperan sebagai sumber energi bagi mikroorganisme selama proses 

fermentasi dan berkontribusi dalam pembentukan lapisan selulosa (Pothakos et 

al., 2016).  Variasi konsentrasi gula dalam fermentasi dapat memengaruhi 

produk akhir yang dihasilkan.  Menurut penelitian Handoko (2020), kombucha 

teh herbal buah mangrove dengan penambahan gula sebanyak 10% dan 

difermentasi selama 14 hari menghasilkan fenolik total sebesar 19.679,82 mg 

GAE/100g dan nilai IC50 sebesar 33,95 ppm, sementara sensori menunjukkan 

tingkat penerimaan yang lebih baik dibandingkan dengan kombucha yang 

menggunakan penambahan gula 20% dan 30%.  Temuan lain juga 

menunjukkan bahwa jus murbei dengan berbagai tingkat brix menghasilkan 

total fenol yang berbeda, dengan jus murbei 14 °brix yang difermentasi selama 

48 jam mencapai total fenol tertinggi sebesar 928,12±3,05 mg/100 ml (Kwaw 

et al., 2017). 

d. Waktu Fermentasi 

Lamanya waktu fermentasi memiliki dampak pada produksi metabolit, jenis 

dan konsentrasi nutrisi, serta aroma.  Fermentasi kombucha dalam rentang 6-10 

hari menghasilkan minuman yang menyegarkan.  Namun, fermentasi yang 

berlangsung lebih dari 10 hari dapat menghasilkan minuman yang tidak enak 

dan mengandung asam organik berbahaya, meskipun konsentrasi 

antioksidannya lebih tinggi (Bishop et al., 2022).  Penelitian oleh Hassmy et al. 

(2017), menunjukkan bahwa kombucha teh hijau yang difermentasi selama 1 

hingga 5 hari menghasilkan pH dan antioksidan yang aman untuk dikonsumsi.  

Sebaliknya, penelitian oleh Zofia et al. (2020), menyatakan bahwa kombucha 

kopi biji hijau yang difermentasi selama 14 hari memiliki aktivitas antioksidan 
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SOD yang lebih tinggi, berfungsi sebagai anti-penuaan, sedangkan fermentasi 

selama 28 hari hanya meningkatkan total fenol dan total flavonoid. 

e. Suhu 

Mikroba dan bakteri memiliki suhu pertumbuhan dengan nilai minimal, 

maksimal, dan optimal (Cheng et al., 2016).  Suhu optimal dalam proses 

fermentasi menjadi kritis untuk mencapai kondisi ideal mikroba dan aktivitas 

enzimatik, yang pada gilirannya menghasilkan produk terbaik (Hur et al., 

2014).  Untuk fermentasi kombucha, suhu yang ideal berada dalam kisaran 

22°C hingga 30°C (Vitas et al., 2013).  Suhu fermentasi yang melebihi batas 

tertentu dapat mengakibatkan peningkatan konsentrasi etanol dan asam asetat 

sehingga produk tersebut tidak dapat dikonsumsi secara optimal (Crum dan 

Lagory, 2016). 

f. pH 

Dalam proses fermentasi kombucha, pH memiliki dampak signifikan pada laju 

pertumbuhan mikroba dan perubahan struktural fitokimia yang dapat 

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

kondisi pH antara 3,5-5,5 agar dapat berkembang dengan optimal (Ganjar dan 

Samsul, 2016).  Pada saat titrasi keasaman mencapai konsentrasi ideal sekitar 4 

hingga 5 g/L, proses fermentasi perlu dihentikan (Villarreal-Soto et al., 2018). 

g. Sanitasi 

Kebersihan peralatan kaca dan stainless steel serta lingkungan fermentasi 

kombucha memiliki peran yang sangat signifikan dalam mencegah terjadinya 

fermentasi yang tidak baik (Leal et al., 2018).  Praktik sanitasi ini juga 

dimaksudkan untuk menghindari pertumbuhan bakteri berbahaya.  Upaya 

sanitasi melibatkan metode seperti pasteurisasi, pendinginan, dan penggunaan 

bahan pengawet.  Industri menggunakan natrium benzoat dan kalium benzoat 

untuk mencegah yeast dan bakteri menghasilkan alkohol dan karbon dioksida 

setelah proses pengemasan (Watawana et al., 2015). 

h. Air 

Kualitas air dalam proses fermentasi perlu bebas dari kontaminasi, karena 

memiliki dampak signifikan pada rasa kombucha dan kondisi SCOBY selama 

fermentasi.  Air berfungsi sebagai medium pertumbuhan awal bagi yeast dan 
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bakteri sebelum dimulainya proses fermentasi dan faktor ini tergantung pada 

sumber serta lokasi air seperti air sumur, mata air, atau air kota, beserta mineral 

dan komposisi organiknya (Crum dan Lagory, 2016; Tran et al., 2020).  Air 

sumur yang tidak mengandung klorin atau fluorida dapat memiliki mineral 

seperti bikarbonat, besi, dan magnesium yang dapat memberikan dampak 

negatif pada rasa kombucha.  Sementara air kota diolah dengan klorin atau 

fluorida untuk keamanan konsumsi dan sifat antimikrobanya, penggunaan air 

ini dapat menghambat kemampuan SCOBY untuk fermentasi dan 

menghasilkan senyawa rasa sehingga diperlukan sistem penyaringan dengan 

karbon aktif dan lampu UV untuk mendisinfeksi air dan mencegah kontaminasi 

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

 

 

2.7. Standar Mutu Internasional Kombucha 

 

 

Menurut Draft Uganda Standard (2022), kombucha harus memenuhi persyaratan 

kualitas khusus yang ditentukan dalam Tabel 3. 

 

Tabel 3. Persyaratan kualitas kombucha 

 

Karakteristik Persyaratan 
Metode 

pengujian 

Kandungan alkohol, 

%, (v/v) 

Kombucha tidak beralkohol   0,5 

US EAS 

104 

Kombucha alkohol ringan 0,5 – 5,9 

Kombucha alkohol kuat 6 - 12 

pH max 4,5  

Keasaman sebagai 

asam asetat, g/L max 

20  

Total gula sebagai 

gula invert, g/L max 

50  

 

Bahan tambahan makanan setiap kali digunakan dalam produksi kombucha harus 

sesuai dengan The U.S Department of Agriculture (USDA) 45.  Produk tidak 

boleh mengandung kontaminan logam berat melebihi batas yang ditentukan dalam 

Tabel 4. 

 

 

 



17 
 

 
 

Tabel 4. Batas kontaminan logam berat pada minuman kombucha 

 

Kontaminan Batas maksimum  Metode pengujian 

Arsenic (As), mg/kg 0,05 US ISO 6634 

Lead (Pb), mg/kg 0,05 US ISO 6633 

Mercury (Hg), mg/kg 0,001 US ISO 6637 

Cadmium (Cd), mg/kg 0,003 US ISO 6561-2 

 

Minuman kombucha harus diproduksi dan ditangani dengan cara yang higienis 

sesuai dengan US EAS 39.  Minuman kombucha harus sesuai dengan batas 

kontaminan mikrobiologis pada Tabel 5. 

 

Tabel 5. Batasan mikrobiologis untuk minuman kombucha 

 

Mikroorganisme Batas maksimum Metode pengujian 

Escherichia coli, per mL Absent US ISO 7251 

Staphylococcus aureus, CFU/mL Absent US ISO 6888-1 

Salmonella Absent US ISO 6579-1 

 

Klaim gizi dan kesehatan harus dibuat sesuai dengan US EAS 803 dan US EAS 

805.  Wadah harus diberi label sesuai dengan persyaratan US EAS 38.  Selain itu, 

hal-hal berikut harus diberi label dengan jelas dan tidak terhapuskan pada wadah:  

a) Nama produk sebagai "Kombucha Non-alkohol" atau "Kombucha 

Beralkohol" berdasarkan jenis sesuai dengan klausul 4 dan kategori 

berdasarkan kandungan alkohol sesuai dengan Tabel 3. 

b) Nama merek. 

c) Isi bersih dalam milimiter atau liter. 

d) Kandungan alkohol etil, % volume pada saat pengemasan/pembotolan. 

e) Nama, lokasi fisik, dan alamat produsen/perorang impor/pembotol. 

f) Nomor batch, kode identifikasi nomor batch. 

g) Tanggal pembuatan/pembotolan dan tanggal kedaluwarsa produk. 

h) Petunjuk penyimpanan dan penanganan higienis produk. 

i) Daftar bahan-bahan dalam urutan menurun berdasarkan proporsi massa. 

j) Peringatan wajib.  

k) Petunjuk penyimpanan.  

l) Pernyataan "Tidak untuk dijual kepada orang di bawah 18 tahun" untuk 

Kombucha beralkohol.  

m) Negara asal. 
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n) Kombucha yang mengandung lebih dari 200 mg/L kafein harus 

mencantumkan kata "berkafein" atau "mengandung kafein" sebelum nama 

produk. 

o) Kombucha yang mengandung lebih dari 200 mg/L kafein harus menunjukkan 

jumlah kafein dalam minuman saat dikonsumsi dalam mg/L. 

 

Kemudian standar kualitas kombucha di negara Brazil diatur oleh Instruksi 

Normatif (IN) No. 41 tanggal 17 September 2019, Kementerian Pertanian, 

Peternakan, dan Pasokan (MAPA).  Standar kualitas kombucha meliputi pH 

dalam rentang (2,5–4,2), kadar alkohol kombucha tanpa alkohol (0,5%) dan 

dengan alkohol (0,6–0,8%), keasaman volatile (30–130 mEq/L), dan tekanan (atm 

20◦C) pada kombucha yang ditambahkan dengan CO2 (1,1 hingga 3,9 atm) 

(Brasil, 2019). 



 
 

 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian, 

Laboratorium Analisis Kimia Biokimia Hasil Pertanian, Laboratorium 

Pengelolaan Limbah Agroindustri, Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian, dan 

Analisis Sensori Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung.  Penelitian dilaksanakan pada Mei 2024 – Juli 2024. 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

 

Alat-alat yang digunakan antara lain timbangan digital, baskom, kompor gas, 

kompor listrik, panci, plastik, botol plastik, jerigen, toples kaca, gunting, 

aluminium foil, kapas, tisu, spatula, batang pengaduk, saringan, pH meter 

(HANA), hand refraktometer (ATC) , erlenmeyer, destilator (velp scientifica 

UDK 149), refraktometer abbe (ATAGO), cawan petri, mikro pipet, pipet tetes, 

bunsen, incubator, vortex, tabung reaksi, labu ukur, gelas beaker, gelas ukur, 

termometer, statif dan klem, corong, buret, laminar air flow, autoclave, oven, alat 

analisis sensori. 

 

Bahan-bahan yang digunakan antara lain cairan pulpa kakao yang didapat dari 

perkebunan daerah Pringsewu, provinsi Lampung, kultur scoby yang diperoleh 

dari Ternatea.house di Bandar Lampung, gula pasir (PSM), aquades, NaOH 0,1 N 

(Supelco), NaCL 0,85%, alkohol 96% (Medika), media Plate Count Agar (PCA) 

(Merck), dan kombucha komersil yang diproduksi oleh Ternatea.house. 
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3.3. Metode Penelitian 

 

 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) yang 

disusun secara faktorial dengan 2 faktor dan 3 kali ulangan.  Faktor pertama 

variasi penambahan gula (G) yang terdiri dari 5 taraf yaitu 5% (G1), 6,5% (G2), 

8% (G3), 9,5% (G4), 11% (G5).  Faktor kedua lama fermentasi (F) yang terdiri dari 

3 taraf yaitu 0 hari (F0),  7hari (F7), dan 14 hari (F14).  Pada penelitian ini terdapat 

lima belas kombinasi perlakuan yang akan dicoba yaitu (G1F0), (G2F0), (G3F0), 

(G4F0), (G5F0), (G1F7), (G2F7), (G3F7), (G4F7), (G5F7), (G1F14), (G2F14), (G3F14), 

(G4F14), (G5F14).  Tata letak perlakuan pengenceran dan lama fermentasi disajikan 

pada Tabel 6. 

 

Tabel 6. Tata letak kombinasi perlakuan penambahan gula dan lama fermentasi 

Ulangan 

I II III 

G3F7 G4F14 G1F0 

G1F14 G5F0 G5F7 

G5F0 G2F7 G1F14 

G2F14 G2F0 G2F7 

G1F0 G1F14 G3F14 

G4F14 G3F7 G5F0 

G4F7 G3F14 G1F7 

G5F7 G4F0 G2F14 

G3F14 G5F7 G2F0 

G4F0 G2F14 G4F7 

G1F7 G1F7 G5F14 

G2F0 G3F0 G4F0 

G5F14 G5F14 G3F7 

G2F7 G1F0 G4F14 

G3F0 G4F7 G3F0 

 

Keterangan:  

 

G1F0  = Gula 5% fermentasi 0 hari  G4F7   = Gula 9,5% fermentasi 7 hari 

G2F0  = Gula 6,5% fermentasi 0 hari  G5F7   = Gula 11% fermentasi 7 hari 

G3F0  = Gula 8% fermentasi 0 hari G1F14  = Gula 5% fermentasi 14 hari 

G4F0  = Gula 9,5% fermentasi 0 hari  G2F14  = Gula 6,5% fermentasi 14 hari 

G5F0  = Gula 11% fermentasi 0 hari G3F14  = Gula 8% fermentasi 14 hari 

G1F7   = Gula 5% fermentasi 7 hari  G4F14  = Gula 9,5% fermentasi 14 hari 

G2F7   = Gula 6,5% fermentasi 7 hari  G5F14  = Gula 11% fermentasi 14 hari 

G3F7   = Gula 8% fermentasi 7 hari 

 



21 
 

 
 

Parameter yang diamati pada penelitian ini meliputi uji total padatan terlarut, total 

asam, kadar alkohol, total mikroba, dan uji sensori.  Data dianalisis 

kehomogenannya dengan uji Barlett dan kemenambahan data diuji dengan uji 

Tuckey.  Data kemudian dianalisis sidik ragamnya atau analysis of variance 

(ANOVA) untuk mendapatkan pendugaan ragam galat dan uji signifikasi dalam 

mengetahui perbedaan antar perlakuan.  Data selanjutnya akan dilakukan uji lanjut 

Polynomial Orthogonal pada taraf 5% dan 1% untuk mengetahui pengaruh serta 

kecenderungan hubungan dari faktor perlakuan dan interaksinya.  

 

 

3.4. Pelaksanaan Penelitian 

 

 

3.4.1. Penyiapan Pulpa Kakao Sebagai Bahan Baku Media 

 

 

Bahan baku yang digunakan adalah cairan pulpa kakao yang berasal dari petani 

kakao di daerah Pringsewu, Provinsi Lampung.  Sejumlah buah kakao dipecah 

dan diambil biji buahnya, kemudian dimasukkan kedalam kotak berlubang dan 

dihasilkan cairan pulpa kakao.  Cairan pulpa kakao yang keluar ditampung dalam 

jerigen.  Diagram alir pengolahan pulpa kakao terfermentasi dapat dilihat pada 

Gambar 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Diagram alir penyiapan pulpa kakao sebagai bahan baku media 

Sumber: Yuliana dkk. (2022) 

Buah kakao masak 

Pemecahan buah kakao 

Pemisahan biji kakao yang diselimuti pulpa 

Pemasukkan ke dalam kotak berlubang 

Penampungan dalam jerigen 

Cairan pulpa kakao 
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3.4.2. Persiapan  

 

 

Tahap persiapan yang dilakukan meliputi penyediaan semua alat dan bahan serta 

sterilisasi alat.  Bahan yang disterilisasi dalam pembuatan kombucha adalah gula 

pasir, yang dimasukkan dalam erlenmeyer dan di sterilisasi menggunakan autoklaf 

dengan suhu 121  selama 15 menit.  Alat yang disterilisasi dalam pembuatan 

kombucha adalah toples kaca, yang disterilkan dengan cara merendamnya dalam 

air mendidih selama 10 menit.  Langkah ini bertujuan untuk memastikan alat tetap 

steril sehingga proses fermentasi dapat berlangsung dengan optimal. 

 

 

3.4.3. Pembuatan Kombucha Pulpa Kakao 

 

 

Proses pembuatan kombucha pulpa kakao menggunakan metode menurut Yuliana 

dkk. (2019) yang telah dimodifikasi rasio pengencerannya. Pertama, cairan pulpa 

kakao yang memiliki pH 3,7 dan total padatan terlarut 6      disaring. Kedua, 

diencerkan pulpa:air dengan perbandingan 1:1, masing-masing sebanyak 2 L, 

setelah diencerkan pH pulpa menjadi 3,9 dan total padatan terlarut menjadi 

3      .  Selanjutnya, larutan pulpa kakao dipasteurisasi pada suhu 93  selama 1 

menit.  Larutan pulpa yang sudah dipasteurisasi dipindahkan ke dalam erlenmeyer 

yang berisi gula pasir yang telah disteril sebelumnya sebanyak 5%, 6,5%, 8%, 

9,5%, dan 11% (b/v) dari larutan, lalu didinginkan hingga suhu ruang.  Kemudian 

larutan pulpa kakao dipindahkan ke dalam toples kaca yang telah steril, masing-

masing berisi larutan pulpa sebanyak 350 ml dan ditambahkan dengan kultur 

scoby sebanyak 5% (b/v).  Setelah itu, toples ditutup dengan tissu dapur dan diikat 

karet.  Larutan pulpa kakao difermentasi selama 7 dan 14 hari pada suhu kamar.  

Setelah itu, selulosa dipisahkan dari kombucha dan dihasilkan kombucha pulpa 

kakao.  Diagram alir pembuatan kombucha pulpa kakao dapat dilihat pada 

Gambar 5. 
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3.5. Pengamatan 

 

 

Pengamatan yang dilakukan pada penelitian ini meliputi pengujian total padatan 

terlarut, total asam, kadar alkohol, total mikroba, dan uji sensori.  Adapun tahapan 

masing- masing pengujian sebagai berikut: 

 

Gambar 5. Diagram alir pembuatan kombucha pulpa kakao 

Sumber: Yuliana dkk. (2019), telah dimodifikasi 

Cairan pulpa 

kakao 

Penyaringan 

Pengenceran pulpa kakao dengan air 

1:1, pulpa 2 L:aquadest 2 L 

Pasteurisasi T=93 , t=1 menit 

Pendinginan hingga suhu ruang 

Kultur kombucha pulpa kakao 

Fermentasi selama 7 & 14 hari 

(scoby 

5% b/v) 

Pemisahan selulosa dari kombucha 

Kombucha 

pulpa kakao 

Pemindahan dalam toples kaca 

sebanyak 350 ml/toples  
Gula 5%, 6,5%, 

8%, 9,5%, 11% 

(b/v) 
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3.5.1. Total Padatan Terlarut (Yuliana et al., 2023) 

 

 

Analisis total padatan terlarut (TSS) kombucha pulpa kakao ditentukan dengan 

menggunakan refraktometer analog genggam dan hasilnya dinyatakan sebagai 

brix.  Perubahan kejernihan media kultur diamati selama fermentasi 7 dan 14 hari.   

 

 

3.5.2. Total Asam (Yuliana et al., 2023) 

 

 

Pengujian total asam kombucha pulpa kakao dilakukan dengan menggunakan pH 

meter.  Sebelum digunakan pH meter dikalibrasi terlebih dahulu menggunakan 

larutan pH 7.01 dan pH 4.01.  Sebanyak 20 mL sampel dimasukkan ke dalam 

gelas beaker, lalu dimasukkan pH meter.  Sampel dititrasi dengan larutan NaOH 

0,1 N sambil diukur pHnya.  Jika pH pada pH meter sudah menunjukkan 8,3 

maka proses titrasi dapat dihentikan.  Lalu catat jumlah NaOH yang digunakan.  

Perhitungan total asam tertitrasi sebagai berikut.  

 

 

 

 

 

Keterangan:  

mL NaOH  : Jumlah NaOH yang keluar dari buret 

N NaOH  : Normalitas larutan NaOH 

Eq wt   : Equivalent weight of acetic acid (60.05 mg/mEq) 

Volume sampel : Jumlah sampel yang dititrasi 

 

 

3.5.3. Kadar Alkohol (Christopoulou et al., 2003) 

 

 

Kadar alkohol minuman kombucha pulpa kakao diukur dengan refraktometer 

Abbe, setelah melewati tahap destilasi menggunakan alat destilasi velp scientifica 

UDK 149.  Sampel diambil sebanyak 50 ml dan dimasukkan ke dalam tabung 

velp pada alat destilasi, kemudian pilih metode yang sesuai dengan sampel dan 

diatur volume sampel yang akan digunakan dan pilih tombol start.  Hasil destilat 

ditampung pada wadah dan siap diukur indeks biasnya menggunakan 

reaftraktometer Abbe.  Selanjutnya kadar alkohol dihitung dengan rumus yang 

Total asam titrasi (%) = 
𝑚𝐿 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝑁  𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝐸𝑞 𝑤𝑡  𝑥 100

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙  𝑥 1000
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disesuaikan dengan kurva standar alkohol yang telah dibuat.  Perhitungan kadar 

alkohol dihitung dengan rumus persamaan kurva standar alkohol : 

 

 

 

Keterangan: 

y : Absorbansi 

a : Kelandaian (slope) kurva garis lurus 

x : Konsentrasi alkohol 

b : Perpotongan (intercept) kurva dengan ordinat atau sumbu tegak 

 

 

3.5.5. Total Mikroba (Yuliana et al., 2023) 

 

 

Analisis total mikroba menggunakan metode perhitungan TPC (Total Plate 

Count).  Sampel kombucha pulpa kakao diambil sebanyak 1 mL menggunakan 

mikropipet, kemudian dilarutkan dengan 9 mL larutan pengencer steril (NaCl 

0,85%).  Selanjutnya sampel dilakukan pengenceran bertingkat hingga 10
-7

 dan 

dimasukkan dalam tabung reaksi.  Pada pengenceran 10
-5

, 10
-6

, 10
-7

 diambil 

sebanyak 1 mL, hasil pengenceran dipipetkan ke dalam cawan petri steril (duplo) 

yang telah berisi media PCA.  Kemudian cawan di inkubasi dengan posisi terbalik 

pada suhu 28℃ selama 24-48 jam.  Perhitungan TPC berdasarkan interval 30-300 

koloni dengan rumus sebagai berikut. 

 

 

 

 

 

3.5.6. Uji Sensori 

 

 

Pengujian sensori dilakukan dengan uji skoring dan uji hedonik.  Uji skoring 

merupakan uji dimana panelis diminta untuk memberikan penilaian yang lebih 

spesifik pada atribut mutu produk dengan pendekatan skala berupa skor atau 

angka (Sutrisno dkk., 2019). Sementara itu, uji hedonik bertujuan untuk 

mengetahui kesan kesukaan pada suatu produk dengan mengukur tingkat 

kesukaan panelis terhadap sampel yang diberikan.  Tingkat kesukaan ini disebut 

skala hedonik, yaitu amat sangat suka, sangat suka, suka, agak suka, netral, agak 

TPC (koloni/g) = Jumlah koloni percawan x (1/faktor pengenceran) 

y = ax + b 
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tidak suka, tidak suka, sangat tidak suka, dan amat sangat tidak suka (Qamariah 

dkk., 2022).  Selanjutnya, penentuan panelis dilakukan menurut Haryati dkk 

(2015), dimana jumlah panelis minimal yang dibutuhkan dalam uji penerimaan 

bila panelisnya bukan panelis terlatih adalah 30 orang dan panelis tersebut adalah 

orang yang sama untuk tiap kali pengujian.   

 

Dengan demikian, penilaian sensori minuman kombucha pulpa kakao dilakukan 

dengan 30 panelis yang memberikan skor sesuai dengan penerimaan dan kesan 

masing-masing.  Panelis yang memberikan penilaian merupakan mahasiswa 

jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Universitas Lampung.  Kuisioner uji skoring 

pada kombucha pulpa kakao disajikan pada Tabel 7 dan uji hedonik disajikan 

pada Tabel 8.  Setelah didapatkan data hasil uji skoring dan hedonik, dilakukan 

analisis menggunakan polynomial orthogonal yang bertujuan untuk mengetahui 

hubungan antara respon panelis dan taraf perlakuan yang dilakukan. 
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Tabel 7. Kuesioner uji skoring minuman kombucha pulpa kakao kloter pertama 

dan kedua 

Nama panelis : 

Tanggal pengujian : 

Produk : Minuman kombucha pulpa kakao 

 

KUESIONER UJI SKORING 

A. Uji Skoring 

Petunjuk pengisian: 

Dihadapan saudara/i disajikan (5) sampel minuman kombucha berbahan dasar 

pulpa kakao yang telah diberi kode acak. Saudara/i diminta untuk memberikan 

skor penilaian terhadap rasa, aroma, warna, dan aftertaste dengan cara 

memberi tanda () pada masing-masing kode sampel yang sudah disediakan.  

 

RASA MANIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

290 

122 

865 

317 

525 

RASA ASAM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

290 

122 

865 

317 

525 
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AROMA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

290 

122 

865 

317 

525 

290 

122 

865 

317 

525 

WARNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AFTERTASTE 

290 

122 

865 

317 

525 
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Tabel 8. Kuesioner uji hedonik minuman kombucha pulpa kakao kloter pertama 

dan kedua 

Nama panelis : 
Tanggal pengujian : 

Produk : Minuman kombucha pulpa kakao 

 

KUESIONER UJI HEDONIK 

A. Uji Hedonik 

Petunjuk pengisian: 

Dihadapan saudara/i disajikan (5) sampel minuman kombucha berbahan dasar 

pulpa kakao yang telah diberi kode acak. Saudara/i diminta untuk memberikan 

skor penilaian terhadap rasa, aroma, warna, dan penerimaan keseluruhan 

dengan cara memberi tanda () pada masing-masing kode sampel yang sudah 

disediakan. Keterangan setiap angka parameter sebagai berikut: 

 

1: Sangat tidak suka 2: Tidak suka 3: Agak tidak suka 4: Netral 

 5: Agak suka  6: Suka 7: Sangat suka 

RASA 

     
  

AROMA 

       

290 

122 

865 

317 

525 

 

290 

122 

865 

317 

525 
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B. Alasan Memilih Suka atau Tidak Suka 

 

Saudara/I diminta untuk menuliskan alasan memilih suka/tidak suka terhadap 

produk yang dipilih berdasarkan “rasa, aroma, warna, serta penerimaan 

keseluruhan” pada kolom yang sudah disediakan. 

 

Sampel yang disukai: 

 

 

 

Alasan: 

 

 

Sampel yang tidak disukai: 

 

 

 

Alasan: 

WARNA 

PENERIMAAN KESELURUHAN 

 

       

       

290 

122 

865 

317 

525 

290 

122 

865 

317 

525 



 
 

 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. Kesimpulan 

 

 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah: 

1. Semakin tinggi penambahan gula (G1 G2 G3 G4 G5), nilai TPT, total asam, 

total mikroba, kadar alkohol, skor rasa manis, skor aroma asam, skor warna, 

kesukaan terhadap rasa, aroma, dan penerimaan keseluruhan semakin 

meningkat.  Namun, skor rasa asam dan aftertaste mengalami penurunan. 

2. Semakin lama fermentasi (F0 F7 F14) dilakukan, nilai TPT, skor rasa manis, 

skor warna, skor aftertaste, kesukaan terhadap  rasa, dan penerimaan 

keseluruhan semakin menurun.  Namun, nilai total asam, skor rasa asam, skor 

aroma asam, dan skor aroma mengalami peningkatan.  Selanjutnya, nilai total 

mikroba pada F0 ke F7 mengalami peningkatan, dan pada F7 ke F14 

mengalami penurunan.   

3. Kombinasi penambahan gula dan lama fermentasi menghasilkan karateristik 

minuman kombucha pulpa kakao terbaik pada perlakuan G5F7 (konsentrasi 

gula 11% fermentasi 7 hari) dengan nilai TPT 12,03     ; total asam 0,48%; 

kadar alkohol 0,1668%; total mikroba 8,69 log CFU/ml; rasa manis 3,72 

(manis); warna 3,88 (kuning kecoklatan); rasa 5,28 (agak suka); aroma 4,42 

(netral); warna 4,90 (agak suka); dan penerimaan keseluruhan 5,27 (agak  

suka).  

 

 

5.2. Saran 

 

 

Saran yang diajukan dari penelitian ini adalah: 

1. Pengujian menggunakan jenis gula lainnya (misalnya gula kelapa, gula aren, 

atau madu) atau variasi jumlah starter mikroba yang digunakan.  
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2. Pengujian tiap parameter dilakukan setiap hari sehingga perkembangan 

perubahan yang terjadi pada minuman kombucha pulpa kakao terpantau secara 

rinci. 
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