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Teh kombucha adalah fermentasi tradisional teh manis yang dilakukan dengan menggunakan simbiosis bakteri asam asetat dan spesies ragi yang memilki aktivitas antibakteri dan antioksidan. Teh kombucha mengandung metabolit sekunder flavonoid, saponin, tanin, steroid yang dapat bersifat sebagai antibakteri. Bakteri Escherichia coli umum hidup di dalam saluran pencernaan manusia atau hewan, dan Staphylococcus aureus umunya terdapat pada kulit. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui teh kombucha memiliki aktivitas antibakteri dan antioksidan serta pengaruh lama fermetasi terhadap akttivitas antibakteri dan antioksidan.
Penelitian ini menggunakan metode true Experimental. Pada penelitian ini fermetasi teh menggunakan kombucha pengujian antibakteri dan antioksidan berdasarkan lama fermentasi dan karakterisasi teh kombucha.
Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa varian teh kombucha dapat digunakan sebagai antibakteri dan antioksidan. Pada uji aktivitas antioksidan pada teh hitam memiliki nilai IC50 paling tinggi pada hari ke-12 yaitu (45,5750) sedangkan pada teh oolong memiliki nilai IC50 paling tinggi pada hari ke-18 yaitu (30,5632). Uji aktivitas antibakteri diameter daya hambat terhadap bakteri Esherichia coli pada daun teh oolong paling besar pada hari ke-21 yaitu (15,7) sedangkan pada teh staphylococcus aureus terhadap daun teh hitam paling besar terdapat pada hari ke-21 yaitu (14,03).
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[bookmark: _Toc218256085]BAB I
[bookmark: _Toc155560151][bookmark: _Toc173414884][bookmark: _Toc218256086]PENDAHULUAN
1.1 [bookmark: _Toc155560152][bookmark: _Toc218256087]Latar Belakang
Kombucha adalah minuman tradisional yang berasal dari timur laut Tiongkok pada masa Dinasti Tsin, sekitar 220 SM. Minuman ini terbuat dari hasil fermentasi teh dengan SCOBY (Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeast) yang mengandung senyawa yang berkhasiat untuk kesehatan, termasuk di dalammnya asam organik, mineral, vitamin, asam amino, dan senyawa aktif polifenol.	
Sebagai minuman fungsional, permintaan kombucha semakin meningkat karena kandungan nutrisinya yang unggul. Pasar kombucha global meningkat pesat dengan tingkat pertumbuhan tahunan gabungan sebesar 23% pada periode 2014–2018, dan diperkirakan akan mempertahankan pertumbuhan pesatnya di tahun-tahun mendatang.
Popularitas Kombucha sebagai makanan fungsional didorong oleh manfaat kesehatannya, yang mencakup “sifat fungsional ganda seperti potensi anti-inflamasi dan aktivitas antioksidan. Kombucha biasanya dikonsumsi untuk menyehatkan sistem pencernaan dan sistem imun karena melawan bakteri jahat dan virus pembawa penyakit. Selain menjaga sistem pencernaan dan kekebalan tubuh, teh ini juga baik untuk merawat kulit wajah sehingga banyak produk skincare menggunakan kandungan ini. Kandungan vitamin B2, B6, dan B12 serta antioksidan lah yang menjadi pemeran penting yang bermanfaat untuk kulit (Meinar Dwi Rantisari Thayeb et al., 2023).




1



ii

Kultur mikroba memiliki peranan yang penting pada proses fermentasi kombucha. Berbagai jenis yeast yang terkandung pada kombucha yaitu Schizosaccharomyces baili, Saccharomyces ludwigii, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii, Candida fomata, Mycotorula, dan Mycoderma.  
Teh kombucha  mengandung sejumlah  vitamin, mineral, enzim  dan  asam organik.  Adanya kandungan tersebut sehingga teh kombucha memilik banyak manfaat untuk kesehatan. menyatakan bahwa teh kombucha memiliki banyak khasiat yaitu sebagai antioksidan, antibakteri,  memperbaiki  mikroflora  usus,  dapat  memacu  sistem  imun  (meningkatkan  daya  tahan tubuh),  menurunkan  tekanan  darah,  dan  memperbaiki  mikroflora  usus  sehingga  memperlancar pencernaan. 
Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri gram positif   berbentuk kokus  yang  merupakan bakteri patogen bagi  manusia. Staphylococcus aureus adalah penyebab 70% kasus infeksi nosokomial. Staphylococcus aureus dapat menyebabkan infeksi pada kulit dan jaringan lunak secara invasif seperti pneumonia, osteomielitis, meningitis dan endokarditis. Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang telah banyak resisten terhadap beberapa antibiotik antara lain golongan β laktamase, metisilin, nafsilin, oksasilin dan vankomisin (Riyanti, n.d. 2014).
Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif serta bakteri flora normal yang mampu berada pada usus besar manusia selama 40 jam. Penularan bakteri E. coli melalui makanan, air atau lendir yang terkontaminasi bakteri E. coli. Bakteri ini dapat menimbulkan infeksi saluran kemih, saluran empedu, penyakit serius lainnya di rongga perut, dan keracunan makanan yang ditandai dengan diare (Suryati, 2018).
Pembuatan teh kombucha yang dibuat dari berbagai variasi daun yaitu daun salam, daun jambu, daun sirih, daun sirsak, daun kopi, dan daun teh, menyatakan bahwa teh kombucha terbaik adalah yang terbuat dari daun teh, karena memiliki aktivitas antioksidan yang paling tinggi (Purnami dkk, 2018). Penelitian terdahulu telah melakukan menelitian aktivitas antioksidan teh kombucha dari beberapa varian teh yang berbeda. (Fauzan Akbar, 2019). Penelitian yang dilakukan menggunakan teh hitam dan olong karena termasuk jenis teh yang paling banyak dikonsumsi. Ketiga jenis teh tersebut memiliki perbedaan dalam proses pembuatan teh meliputi teh hitam (difermentasi) teh hijau (non-fermentasi) dan teh hitam (tidak difermentasi) (Huang et al., 2018). Aktivitas antioksidan dapat diukur dengan metode radikal DPPH. Cara ini banyak digunakan karena sederhana, mudah dilakukan, dan tidak memakan banyak waktu. Aktivitas antioksidan diukur dari kemampuan senyawa dalam teh dalam menangkap radikal bebas dalam bentuk DPPH, dan aktivitas antioksidan dapat diukur secara spektrofotometri (Khaerah & Akbar, 2019). Menurut Mousavi et al., 2020, kombucha telah terbukti dapat memberikan efek pada penelitian hewan uji terhadap glukosa darah, stres oksidatif, penurunan berat badan yang diinduksi diabetes, nefrotoksisitas yang diinduksi secara kimiawi, dan hiperkolesterolemia. Selain itu, uji pada tikus dapat menghambat stres oksidatif dan kerusakan ginjal yang diinduksi diabetes dan cedera hati yang diinduksi asetaminofen.  Berdasarkan uraian diatas, maka penulis tertarik untuk melakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji aktivitas antimikroba dan antioksidan dengan metode DPPH pada teh kombucha berbahan dasar teh hitam, dan teh oolong menggunakan spektofotometri UV-Vis.
1.2 [bookmark: _Toc155560153][bookmark: _Toc218256088]Rumusan Masalah 
Berdsarkan latar belakang di atas, yang menjadi permasalahan dalam penelitian ini adalah:
1. Apakah teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh hitam memiliki aktivitas antioksidan.
2. [bookmark: _Toc155560154]Apakah teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh hitam memiliki aktivitas antimikroba pada bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
3. Apakah perbedaan lama fermentasi teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh hitam berpengaruh terhadap aktivitas antibakteri dan antioksidan.
1.3 [bookmark: _Toc218256089]Hipotesis Penelitian
Berdasarkan Rumus Masalah di atas, maka hipotesis dalam penelitian ini adalah:
1. Teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh kombucha memiliki aktivitas antioksidan.
2. [bookmark: _Toc155560155]Teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh kombucha memiliki aktivitas antibakteri.
3. Perbedaan lama fermentasi teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh hitam berpengaruh terhadap aktivitas antibakteri dan antioksidan.
1.4 [bookmark: _Toc218256090]Tujuan Penelitian
Adapun tujuan penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui  aktivitas antioksidan pada teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh hitam.
2. [bookmark: _Toc155560156]Untuk mengetahui aktivitas antibakteri pada teh kombucha berbahan dasar teh oolong dan teh hitam terhadap bakteri staphylococcus aureus dan escherichia coli.
3. Untuk mengetahui lama fermentasi panen dapat berpengaruh terhadap aktivitas antibakteri dan antioksidan.
1.5 [bookmark: _Toc218256091]    Manfaat Penelitian 
	          Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat tentang khasiat atau kandungan fermentasi teh kombucha berbahan dasar teh hitam dan teh oolong memiliki kandungan yang baik untuk kesehatan jika dikonsumsi namun fermentasi teh kombucha sebaiknya dikonsumsi secukupnya saja dikarenakan memiliki rasa yang asam jika dikonsumsi bagi penderita asam lambung.




1.6 [bookmark: _Toc155560157][bookmark: _Toc218256092]Kerangka Pikir Penelitian
Adapun kerangka pikir dari penelitian ini dapat dilihat pada gambar 1.1
Variabel Bebas  			Variabel Terikat                        Parameter1. Flavonoid
2. Alkoloid
3. Steroid
4. Tanin
5. Saponin
6. glikosida

Metabolit sekunder
Daun teh hitam dan teh oolong

	
 


1. Uji pH
2. Uji warna
3. Uji rasa
4. Uji aroma


Karakteristik 
teh kombucha

Teh kombucha daun teh hitam


Aktivitas antimikroba
Diameter zona hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli




Teh kombucha daun teh hitam

Metode DPPH  IC50 

Aktivitas antioksidan
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[bookmark: _Toc155560158][bookmark: _Toc218256093]BAB II
[bookmark: _Toc155560159][bookmark: _Toc173414892][bookmark: _Toc218256094]TINJAUAN PUSTAKA
2.1 [bookmark: _Toc155560160][bookmark: _Toc218256095] Klasifikasi Tumbuhan
2.1.1 [bookmark: _Toc155560161][bookmark: _Toc218256096]Definisi Teh
Teh adalah hasil pertanian yang sudah dikenal sejak zaman dahulu rasanya khas membuat daun tanaman ini menjadi bahan baku minuman yang digemari masyarakat mengkonsumsi teh bukan lagi sekedar untuk penguasa dahaga tetapi sudah menjadi kebiasaan dan gaya bagi sebagian masyarakat di Indonesia.
2.1.2 [bookmark: _Toc155560162][bookmark: _Toc218256097]Definisi Kombucha 
Kombucha merupakan minuman yang terbuat dari hasil fermentasi teh dengan SCOBY (sybiotic consortium of bacteria and yeast) yang mengandung senyawa yang berkhasiat untuk kesehatan, termasuk kedalamnya asam organik, mineral, vitamin, asam amino, dan senyawa aktif polifenol.



Jamur kombucha merupakan membran jaringan-jamur yang bersifat gelatinoid dan liat, serta berbentuk piringan datar. Kombucha hidup dalam larutan nutrisi teh-gula yang tumbuh dengan cara germinasi. Pada mulanya, piringan jamur tumbuh meluas pada permukaan teh lalu menebal. Bila dirawat secara benar, jamur ini akan tumbuh pesat dan sehat, sehingga akan hidup sepanjang umur pemilik serta keturunannya. Kombucha tea (teh kombucha) merupakan produk minuman tradisional hasil fermentasi larutan teh dan gula dengan menggunakan starter mikrob kombucha (Acetobacter xylinum dan beberapa jenis khamir) dan di fermentasi selama 8-12 hari. kombucha adalah suatu ramuan minuman kuno, yang merupakan hasil dari simbiosis murni dari bakteri dan ragi kombucha yang berasal dari Asia Timur, dan sampai di Jerman
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melalui Russia sekitar akhir abad lalu. Kombucha berfungsi sebagai penyembuh terhadap berbagai macam penyakit ini telah digunakan berulang kali dirumah tangga diberbagai negara Asia. Jamur tersebut terdiri dari gelatinoid serta membrane jamur yang liat dan berbentuk piringan bulat serta hidup dalam lingkungan nutris. Teh-manis yang akan tumbuh secara berulang sehingga membentuk susunan piringan berlapis. Piringan pertama akan tumbuh pada lapisan paling atas yang akan memenuhi lapisan, kemudian disusul oleh pertumbuhan piringan berlapis-lapis dibawahnya yang akan menebal. Bila dirawat secara benar, jamur ini akan tumbuh pesat dan sehat (Meinar Dwi Rantisari Thayeb et al., n.d.2023.)
2.1.3 [bookmark: _Toc155560163][bookmark: _Toc218256098]Morfologi Teh
Toksonomi Tanaman Teh
Kingdom	:	Plantae
Divisio		:	Spermatophyta
Sub Divisio	:	Angiospermae
Class		:	Dicotyledoneae
Ordo		:	Guttiferales
Famili		:	Tehaceae
Genus		:	Camellia
[bookmark: _Toc155560164]Spesies	:	Camellia sinensis L (Effendi, 2016).
2.1.4 [bookmark: _Toc218256099]Kandungan dan Manfaat Teh
Teh kombucha  mengandung sejumlah  vitamin, mineral, enzim  dan  asam organik.  Adanya kandungan tersebut sehingga teh kombucha memilik banyak manfaat untuk kesehatan. menyatakan bahwa teh kombucha memiliki banyak khasiat yaitu sebagai antioksidan, antibakteri,  memperbaiki  mikroflora  usus,  dapat  memacu  sistem  imun  (meningkatkan  daya  tahan tubuh),  menurunkan  tekanan  darah,  dan  memperbaiki  mikroflora  usus  sehingga  memperlancar pencernaan. Adanya berbagai macam mikroorganisme yang terdapat dalam teh kombucha sehingga teh kombucha banyak dijadikan sebagai probiotik. Hal ini sesuai dengan pernyataan bahwa teh kombucha adalah salah satu minuman probiotik yang memiliki banyak manfaat bagi kesehatan. Probiotik mampu memberikan manfaat bagi kesehatan diantaranya meningkatkan daya tahan tubuh terhadap infeksi berbagai penyakit, menurunkan tekanan darah dan mencegah terjadinya tumor atau kanker. Kadungan yang terdapat pada kombucha seperti Vitamin C, Vitamin B2, Vitamin B3, Vitamin B6, Vitamin B12, Vitamin B15, Asam askorbat, Asam folat, Asam Glukoronat, Asam Glukonat, Asam Asetat, Asam Laktat,Enzim (Meinar Dwi Rantisari Thayeb et al., n.d.2023).
Manfaat kombucha hanya digunakan untuk mengobati beberapa penyakit, namun masih sedikit penelitian yang memanfaatkan kombucha sebagai antibakteri. Pada diketahui bahwa kombucha teh hitam mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli (23 mm) dan Staphylococcus aureus (25 mm) pada fermentasi hari ke-14 hari. Menyatakan bahwa kombucha teh hitam dan teh hijau yang difermentasi selama 12 hari mampu menghambat bakteri E.coli (150 µg/ml). Untuk kombucha teh hijau mampu menghambat bakteri S. Aureus (280 µg/ml).
2.2 [bookmark: _Toc155560165][bookmark: _Toc218256100]Jenis-jenis Teh
Jenis-jenis teh yang paling umum berdasarkan pengolahannya yaitu teh hitam dan teh oolong.

2.2.1 [bookmark: _Toc155560166][bookmark: _Toc218256101]Teh Hitam (Camellia sinensis (L.) Kuntze) 
[image: ]

     			
[bookmark: _Toc173416431]Gambar 2.1. Teh Hitam
Teh hitam merupakan salah satu teh ya ng paling banyak dikonsumsi di Indonesia. Teh hitam diproduksi sebanyak 78%, kemudian teh hijau 20% dan sisanya merupakan jenis teh lainnya. Daun teh hitam memiliki kandungan golongan fenol yang berfungsi sebagai penghilang infeksi jamur. Manfaat lain dari teh hitam yaitu sebagai antioksidan, anti-jamur dan dapat mencegah penyakit kardiovaskuler (Felita, 2017) . Proses pembuatan teh hitam dilakukan dengan tahap fermentasi. Proses awal dilakukan dengan mengambil daun teh yang masih hijau dan diletahkkan diatas wadah, kemudian dilakukan proses pelayuan selama 12-18 jam. Setelah itu, masuk proses penggilingan hingga daun hancur, kemudian keluar minyak esensial dan sari teh hingga muncul aroma khas. Proses selanjutnya dibawa ke tempat yang lembab dan dingin untuk difermentasi. Setelah itu, warna daun teh menjadi gelap dan sarinya menjadi kurang pahit, hal tersebut terjadi selama proses fermentasi (Ardheniati, 2008). Mekanisme perubahan tersebut terjadi karena ada senyawa nonvolatil, seperti asam organik, gula, dan asam amino bebas (FAA) yang umumnya bertanggung jawab atas rasa dalam teh hitam. FAA sangat menarik karena tidak hanya berkontribusi pada rasa gurih, bahkan memiliki korelasi positif dan signifikan dengan kualitas sensorik lainnya (termasuk aroma dan warna) (Ouyang, 2021). Selain itu, selama proses fermentasi, oksidasi enzimatik dari polifenol yang ditemukan dalam teh menghasilkan pembentukan theaflavin dan thearubigins, yang memberikan warna hitam dan rasa khas yang terdapat dalam teh hitam .
Teh hitam memiliki kandungan vitamin C yang sangat sedikit dibandingkan dengan teh hijau, hal tesebut karena teh hitam telah melalui proses oksidasi (pengolahan) yang dapat merusak kandungan vitamin C. Setiap 2 gram teh hitam hanya memiliki kurang lebih 0,2 mg vitamin C, sehingga didalam teh hitam terkandung theaflavin sebagai sumber antioksidan. Theaflavin hampir sama dengan katekin yang terdapat didalam teh hijau, karena kandungan antioksidan alami ini berfungsi sebagai penangkal radikal bebas (Ulfa, 2016). Theaflavin dan thearubigin adalah karakteristik polifenol dalam teh hitam dan hasil dari oksidasi daun teh selama tahap fermentasi dalam pemrosesan teh. Teh hitam memiliki banyak komponen seperti flavonoid (katekin), asam fenol asam fenolat, asam kauramat, methylxanthines (kafein), asam amino (theanine), karbohidrat, lipid, protein, β-karoten, volatil senyawa-fluoride, vitamin C, K, A dan folat. Theanine merupakan asam amino yang utama di teh hitam dengan lebih dari 50% dari semua asam amino. Beberapa asam amino lain seperti alanin dan arginin berkontribusi pada rasa pahit pada teh (Naveed, 2018).
2.2.2 [bookmark: _Toc155560167][bookmark: _Toc218256102]Teh Olong  (Camellia sinensis).
[image: ]

[bookmark: _Toc173416432]
Gambar 2.2. Gambar Teh Oolong
Teh olong merupakan tanaman teh memiliki ciri-ciri batangnya tegak, berkayu, bercabang- cabang, ujung ranting dan daun mudanya berambut halus. Tanaman teh memiliki daun tunggal, bertangkai pendek, letaknya berseling, helai daunnya kaku seperti kulit tipis, panjangnya 6-18 cm, lebarnya 2-6 cm, warnanya hijau, dan permukaan mengkilap (Anggraini, 2017)
Teh oolong adalah teh yang dalam pembuatannya mengalami semi oksidasi enzimatis, memerlukan tahapan proses yang lebih rumit dibandingkan pengolahan teh hiju dengan tingkat oksidasi minimal 10 persen (mendekati teh hitam). Untuk menghasilkan teh oolong, daun teh dilayukan dengan cara dijemur atau diangin-angin, kemudian diayak agar dauh teh mengalami oksidasi sesuai dengan tingkatan yang diinginkan. Teh yang telah selesai oksidasi selanjutnya dikeringkan, kemudian diproses hingga memiliki bentuk yang khas. Bentuk teh oolong biasanya menggulung bila dibandingkan teh hijau yaitu memiliki penerimaan sensoris yang lebih baik terutama dari segi aroma. Apabila dibandingkan dengan teh hitam, teh oolong mempunyai aktivitas antioksidan yang lebih tinggi namun lebih rendah dari pada teh hijau karena teh oolong yang telah mengalami oksidasi (Dewi, 2023).
2.3 [bookmark: _Toc155560168][bookmark: _Toc218256103]      Teh Kombucha
Teh kombucha sudah sejak lama dikenal manusia dalam kurun waktu yang sangat panjang. Banyak masyarakat menduga bahwa teh kombucha pertama kali berasal dari China. Masyarakat disana sudah mengenal jenis the fermentasi ini sejak sekitar 2000 tahun yang lalu (Amarasinghe, 2018). Pada tahun 221 SM diketahui bahwa para penduduk disana telah terbiasa minum teh kombucha setiap hari dan sudah mengetahui khasiatnya sebagai penjaga kesehatan tubuh. Masyarakat China telah menggangap teh kombucha sebagai minuman yang dapat membuat usia menjadi lebih panjang, sehingga mereka memberi nama minuman ini “tea of immortality” (Naland, 2008). Teh kombucha juga digunakan sebagai obat tradisional yang efektif di negara Rusia pada tahun 1800-an. Kombucha mulai menyebar ke negara saat Perang Dunia I yaitu negara Jerman dan Rusia, setelah itu kombucha semakin berkembang hingga ke negara-negara lain di Eropa, Afrika dan Asia (Kim, 2020).
Teh kombucha adalah fermentasi tradisional teh manis yang dilakukan dengan menggunakan simbiosis bakteri asam asetat dan spesies ragi seperti bakteri xylinum, bakteri xylinoides, bakteri glukonikum, Saccharomyces ludwigii, Saccharomyces varietas apiculatus, Schizosaccharomyces pombe, Acetobacter ketogenum, varietas Torula, Pichia fermantans. Selama proses fermentasi, bakteri dan ragi memetabolisme sukrosa menjadi sejumlah asam organik seperti asam asetat dan asam glukuronat, asam amino, antibiotik dan berbagai mikronutrien. Kombucha dikatakan dapat meningkatkan daya tahan tubuh terhadap kanker, mencegah penyakit kardiovaskular, meningkatkan pencernaan, merangsang kekebalan dan mengurangi peradangan. Selain itu, mengandung detoksifikasi hati, antioksidan, polifenol, probiotik dan bentuk bebas asam amino (Lobo, 2017).Proses fermentasi dilakukan selama 7- 14 hari. Setelah sampai 10-14 hari fermentasi, SCOBY baru memiliki tebal kultur hingga 8-12 mm yang terpisah dari induk inakulasi (Soto, 2019).
Teh kombucha memiliki kandungan senyawa-senyawa kimia diantaranya sudah teridentifikasi termasuk asam organik (terutama asetat, glukonat, asam glukuronat, sitrat, L-laktat, malik, tartarik, malonik, oksalat, suksinat dan piruvat), gula (sukrosa, glukosa, dan fruktosa), vitamin yang larut dalam air, asam amino, amina biogenik, purin, pigmen, lipid, protein, enzim hidrolitik, etanol, karbon dioksida, polifenol, mineral (mangan, besi, nikel, tembaga, seng), anion (fluorida, klorida, bromida, iodida, nitrat, fosfat, dan sulfat)(Ivanisova, 2020). Selain itu, terdapat juga kandungan senyawa kimia lainnya seperti vitamin B (B1/ tiamin, B2/riboflavin, B3/niasin, B6/piridoksin, B12/ sianokobalanin, dan vitamin C (Isdadiyanto, 2019).
2.3.1 [bookmark: _Toc155560169][bookmark: _Toc218256104]Karakteristik Fisik Kombucha
Karakteristik Kombucha adalah minuman fermentasi yang berasal dari simbiosis antara yeast dan bakteri yang disebut dengan SCOBY. Asam laktat, asam asetat, asam glukoronat, asam usnat, asam sitrat, asam oksalat, asam malat, asam glukonat, asam butirat, asam nukleat yang merupakan kelompok asam yang terkandung dalam minuman teh kombucha. Selain itu, minuman teh kombucha juga mengandung vitamin B1, B2, B6, B12, asam folat dan vitamin C, selain beberapa asam amino esensial, dan berbagai enzim penting. Waktu fermentasi berpengaruh terhadap derajat keasaman makanan ataupun minuman khusunya minuman teh kombucha. Dimana semangkin lama proses fermentasi maka diasumsikan pH dari minuman teh kombucha akan semangkin rendah perlu adanya tindakan untuk pencegahan penurunan pH dalam produksi minuman kombucha (Lestari Puji Ayu Kinanti, 2020).
2.3.2 [bookmark: _Toc155560170][bookmark: _Toc218256105]Kandungan Kimia Kombucha
1. Asam asetat
Asam asetat merupakan agen antibakteri yang kuat. Kadar asam asetat akan meningkat selama fermentasi berlangsung, sehingga mikroba patogen tidak dapat mencemari kombucha. Asam asetat juga bertanggung jawab menciptakan rasa asam seperti cuka pada saat mengonsumsi kombucha. Penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa asam asetat dapat memiliki efek menurunkan gula darah dengan pemecahan pati dan gula. Kombucha memiliki kandungan asam asetat sebanyak 0,7% setelah fermentasi selama 9 hari.
2. Asam amino
Asam aminino merupakan penyusun dari protein. Selain air, asam amino dari pembentukan protein merupakan komponen terbesar dari tubuh manusia. Selain diperlukan untuk penyusunan protein baru, asam amino juga merupakan komponen yang sangat penting dalam berbagai jalur dalam tubuh. Seperti neurotransmisi hingga metabolisme.
3. Vitamin B1(Tiamin) 
Vitamin B1 sangat penting untuk semua makhluk hidup. Vitamin B1 hanya dapat diperoleh dari tumbuhan, bakteri dan jamur.Kekurangan vitamin B1 dapat menyebabkan gangguan pada mata,neurologis, kardiovaskular, dan penyakit lainnya.
4. Vitamin B2 (Riboflavin)
Vitamin B2 bermanfaat dalam mengatasi sakit kepala migrain dan anemia. Riboflavin juga merupakan komponen penting dalam pemecahan lemak, karbohidrat dan protein serta memproduksi energi di dalam tubuh.
5. Vitamin B3 (Niasin)
Vitamin ini secara signifikan dapat menurunkan resiko penyakit jantung. Niasin juga membantu dalam mengatur hormone-hormon regular. Menurut (Naland, 2008).Peranan vitamin B3 membatu metabolism untuk menghasilkan energi dan menurunkan kadar kolesterol jahat dalam tubuh dikarenakan kehadiran LDL (Low destiny lipoprotein) dan triglyserida sebagai kolesterol yang merugikan akan digantikan oleh HDL (high density lipoprotein) hingga dapat menggurangi resiko terkena penyakit pembuluh darah dan jantung koroner.
6. Vitamin B5 (Asam pantotenat)
Vitamin B5 berguna dalam mengontrol rasio kolestrol baik dan jahat sehingga berpotensi mencegah serangan jantung. Bentuk lain dari molekul vitamin B5 yaitu panthethine, dapat menurunkan kadar trigliserida dalam aliran darah yang dapat meningkatkan resiko penyakit jantung.
7. Vitamin B12 (Cyanocobalamin)
Vitamin ini berperan dalam pelengkap dalam pemeliharaan sel yang tepat. Terutama pada sistem darah dan syaraf. Sehingga, vitamin B12 dapat membantu dalam meredakan kelelahan, penyakit Alzheimer, kanker payudara dan anemia.Vitamin B12 bersama-sama dengan asam folat memiliki peran penting dalam metabolism antar sel di dalam tubuh. Kekurangan vitamin B12 dapat membuat perkembangan tubuh menjadi lambat dalam waktu yang cukup (Naland, 2008).
8. Asam butirat
Asam butirat dibuat dari glukosa dengan bantuan beberapa strain bakteri yang ditemukan dikombucha dan usus manusia. Asam butirat ini terbukti aman untuk menyehatkan sel-sel usus serta dapat menghancurkan sel kanker usus besar serta peradangan.
9. Asam kaprilat
Asam kaprilat atau dapat disebut juga asam oktanoat telah dikaitkan dengan penurunan tekanan darah tinggi dan dalam pengobatan penyakit chron. Asam kaprilat juga merupakan senyawa antimikroba kuat yang digunakan untuk mengobati vagina dan infeksi jamur seperti sariawan.
10. Katekin dan polifenol lainnya
Katekin dan polifenol ditemukan pada konsentrasi tinggi pada tanaman, terutama bagian daun. Senyawa kimia ini dapat berkerja sebagai antioksidan. Antioksidan memiliki masa hidup yang pendek dalam tubuh. Oleh karena itu, dianjurkan untuk meminum setiap beberapa jam sekali. Manfaat lain dari senyawa polifenol yaitu dapat mengurangi lemak tubuh.
11. Asam sitrat
Asam sitrat secara alami dapat ditemukan dalam konsentrasi tinggi didalam buah jeruk. Asam sitrat berperan sebagai agen alkalizing yaitu mengembalikan keseimbangan cairan tubuh yang terlalu asam pada darah. Asam sitrat ini merupakan senyawa antioksidan kuat dan dapat melindungi ginjal dengan mengikat dan melepaskan kelebihan mineral yang dapat menumpuk didalamnya seperti kalsium.
12. Asam dekonat
Asam dekonat atau juga dapat disebut dengan asam kaprat ditemukan dalam minyak kelapa murni. Asam dekonat ini terbukti membentuk meperbaiki rasio kolestrol baik (HDL) daripada kolestrol jahat (LDL).
13. Asam glukonat
Asam glukonat dapat diperoleh secara alami dalam berbagai buah-buahan, sayuran, kacang-kacangan dan tubuh juga memproduksinya dalam jumlah kecil. Asam glukonat terbukti dapat mempercepat detoksifikasi zat karsinogen, kelebihan hormon, dan racun lainnya dalam hati. Waktu fermentasi selama 10 hari dengan konsentrasi sukrosa sebanyak 70 g/l menghasilkan asam glukonat sebanyak 2,8 %.
14. Asam glukoronat
Asam glukoronat merupakan produk pemecahan glukosa oleh strain bakteri Gluconobacter yang dapat ditemukan pada usus. Pada kombucha diperkirakan asam glukonat akan berinteraksi dengan asam butirat untuk meningkatkan Kesehatan sistem gastrointestinal.
15. Asam laktat
Asam laktat dihasilkan oleh otot selama melakukan Latihan yang cukup berlebihan. Mitokondria alih-alih menjadi tanda-tanda otot yang kelelahan, energi yang dimiliki oleh mitokondria dapat meningkatkan aktivitas kerja pada waktu yang lama.
16. Phenethyl alkohol
Senyawa ini merupakan senyawa alami yang berperan dalam bahan pemberi rasa dan bukan termasuk bahan yang berbahaya di parfum karena memiliki aroma bau yang manis.
17. Asam propanoate
Asam propanoate merupakan agen antijamur yang kuat dan digunakan secara komersial untuk melindungi makanan.
18. Asam succsinic
Asam suksinat terbukti dapat meningkatkan pemulihan sistem saraf dan mengurangi efek mabuk dengan memoercepat dekomposisi asetildehida. Asm suksinat termasuk antibiotic kuat dan merupaka bagian penting dari energi tubuh.

2.4 [bookmark: _Toc218256106]Metabolit Skunder
[bookmark: _Toc218256107]2.4.1 	Alkoloid
	Alkoloid adalah senyawa metabolit sekunder terbanyak yang memiliki atom nitrogen, yang ditemukan dalam jaringan tumbuhan dan hewan. Sebagaian besar senyawa alkoloid bersumber dari tumbuh-tumbuhan, terutama angiosperm. Lebih dari 20% spesies angiosperm mengandung alkoloid (Ningrum et al., 2016).
[bookmark: _Toc218256108]2.4.2	Flavonoid
 	Flavonoid adalah metabolit sekunder dari polifenol, ditemukan secara luas pada tanaman serta makanan dan memiliki berbagai efek bioaktif termasuk anti virus, anti-inflamasi. Flavonoid terdapat dalam semua tumbuhan hijau sehingga dapat ditemukan pada setiap elstrak tumbuhan (Arifin et al., 2018). 
[bookmark: _Toc218256109]2.4.3	Steroid
	Steroid merupakan salah satu golongan seyawa ateroid yang senyawa turunan dari hidrokarbon 1,2 siklopentenoperdrofenantrena. Steroid terdapat pada hewan dan tumbuhan. Senyawa steroid pada hewan berhubungan erat dengan beberapa hormon dan keaktifan biologis lainnya, sedangkan pada tumbuhan steroid banyak terdapat baik pada tumbuhan tingkat rendah. Steroid pada tumbuh-tumbuhan  secara umum terdapat dalam bentuk sterol (Arifin et al., 2018).
[bookmark: _Toc218256110]2.4.4	Tanin
	Tanin adalah senyawa fenolik sekunder yang bersumber dari tanaman, mejadikannya sumber daya alami dan terbarukan. Tanin adalah ester galloyl atau oligomer dan polimer proanthocyanidins yang diproduksi melalui metabolisme sekunder tanaman, yang sisntesis melalui jalur biogenetik. Tanin memiliki beberapa manfaat bagi kesehatan yaitu mampu sebagai anti-alergi, anti-inflamasi, anti-cacing, antibakteri dan antioksidan (Astriani & Nurjanah, 2023).
[bookmark: _Toc218256111]2.4.5 	Saponin 
	Saponin merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam tanaman. Saponin merupakan senyawa fitokimia yang mempunyai karakteristik berupa kemampuan membentuk busa dan mengandung aglikon polisiklik yang berikatan dengan satu atau lebih gula. Untuk mendapatkan senyawa saponin maka perlu dilakukan pemisahan suatu zat (ekstraksi). Ekstraksi merupakan peristiwa pemindahan zat terlarut (solut) antara dua pelarut yang tidak saling bercampur (Suleman et al., 2022)
[bookmark: _Toc218256112]2.4.6	Glikosida
	Glikosida adalah senyawa alami yang terdiri dari bagian karbohidrat dan bagian bukan karbohidrat. Bagian bukan karbohidrat paling banyak ditemukan adalah triterpen, steroid, dan flavanoid; sedangkan molekul karbohidrat yang paling banyak ditemukan adalah glukosa, galaktosa, xilosa, dan arabinosa. Monosakarida tersebut dapat terikat pada satu atau lebih atom C pada bagian bukan karbohidrat. Kata glikosida bermakna karbohidrat atau gula yang umumnya bersifat oksidator yang disebut dengan glikon, sedangkan bukan gula disebut dengan aglikon. Ikatan kimia bentukan glikosida menyerupai eter sehingga secara kimiawi dalam proses pembentukannya selalu melepaskan air atau H2O (Rijai, n.d.).
[bookmark: _Toc218256113]2.5. Fermentasi Kombucha
 	Tahapan fermentasi terbagi dalam dua tahap, diantaranya fermentasi aerob dan anaerob. Tahapan fermentasi aerob dimulai ketika gula akan diubah menjadi H2O, CO2, dan energi. Tahapan fermentasi aerob sering dikatakan sebagai masa pertumbuhan yeast. Apabila masa pertumbuhan yeast berakhir yang ditandai dengan habisnya oksigen, maka proses fermentasi anaerob dimulai. Fermentasi aerob terjadi selama proses kombucha berlangsung. Parameter yang tepat untuk proses fermentasi kombucha menentukan kualitas minuman yang diperoleh, termasuk kandungan bahan yang baik (Skocinska, 2017).Di dalam kondisi aerob dapat dilakukan dengan simbiosis kombucha untuk mengubah gula dan teh dalam waktu 7 hingga 10 hari dalam waktu yang singkat, sehingga menghasilkan minuman berkarbonasi, sedikit asam, dan menyegarkan yang tersusun dari beberapa asam, 14 asam amino, vitamin, dan beberapa enzim hidrolitik(S. A. V. S. B. J. B. J.-P. S. and P. T. Soto, 2018).
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[bookmark: _Toc173416433]Gambar 2.3 Fermentasi Kombucha
Fermentasi kombucha dilakukan pada suhu kamar, mengoptimalkan waktu fermentasi. Substrat yang digunakan dalam fermentasi kombucha terdiri dari 10 g / L yang dicampur dengan sukrosa digunakan sebagai sumber karbon utama dalam konsentrasi 5-8 %, kemudian menyediakan media dan nutrisi yang diperlukan untuk perkembangan. SCOBY (Symbiotic Cultures of Bacteria and Yeasts) yang dihasilkan pada konsentrasi 10% dari sebelumnya fermentasi dapat digunakan sebagai kultur starter untuk fermentasi (Leal, 2018).
Selama proses fermentasi dan oksidasi berlangsung, terjadi bermacam-macam reaksi pada larutan teh-manis secara asimilatif dan disimilatif. Jamur teh memakan gula, dan sebagai gantinya memproduksi zat-zat bermanfaat yang dalam minuman tersebut, seperti asam glukuronat, asam laktat, vitamin, asam amino, antibiotik, serta zat-zat lain. Maka dari itu, jamur kombucha ini bagaikan sebuah pabrik biokimia mini.
Konsentrasi asam asetat yang terdapat pada kombucha akan akan mengalami kenaikan hingga batas tertentu kemudian mengalami penurunan. Menurut (Kadir, 2003),pH medium turun terjadi karena penguraian gula hingga mendapatkan etanol oleh Saccharomyce dan Aceobacter xylinum, setelah itu diganti menjadi asam asetat, contoh reaksinya sebagai berikut:
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Fermentasi kombucha terdiri dari alkohol, laktat dan asetat, karena terdapat beberapa bakteri dan khamir hidup berdampingan di medium. Proses dibantu mikroorganisme osmotoleran yang didominasi oleh asam sejenis (S. A. V. S. B. J. B. J.-P. S. and P. T. Soto, 2018).Ada banyak genus dan spesies khamir dalam kultur kombucha yang terdiri dari spesies Zygosaccharomyces, Candida, Kloeckera/Hanseniaspora, Torulaspora, Pichia, Brettanomyces/Dekkera, Scaccharomyces, Lachancea, Saccharomycoides, Schizosaccharomyces dan Kluaky. Sedangkan jenis bakteri yang terdapat dalam kultur kombucha di antaranya Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, dan Gluconobacter oxydans. Prokariota yang paling melimpah dalam kultur simbiosis adalah dari genus bakteri Acetobacter dan Gluconobacter. Genus ini termasuk ke dalam famili Acetobacteraceae, bakterinya adalah basil aerob Gram negatif (Leal, 2018).Dalam proses fermentasi kombucha menggunakan berbagai spesies khamir dan bakteri bertindak secara paralel menghasilkan dua produk akhir yang berbeda meliputi teh yang difermentasi dan biofilm. Pada awal fermentasi, khamir menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa, sebelumnya etanol diproduksi dan akhirnya AAB (acetic acid bacteria) mengubah etanol menjadi asam asetat, sehingga produksi asam glukonat dan glukuronat meningkat. Produksi etanol dan asam asetat menghambat pertumbuhan bakteri patogen di kombucha (Chakravorty, 2016).
Proses awal fermentasi dilakukan oleh mikroorganisme osmotolerant yang terdiri dari Zygosaccharomyces spp., Torulaspora delbrueckii, Schizosaccharomyces pombe, dan lainnya. Setelah itu, dilanjutkan oleh spesies yang tahan asam yaitu Brettanomyces spp., Candida stellata, dan lainnya. Di antara komunitas bakteri, bakteri asam asetat sangat umum dan jumlahnya banyak. Spesies utama meliputi Acetobacter xylinum, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Komagataeibacter xylinus dan Gluconobacter oxydans(Coton, 2017). Kemampuan Acetobacter xylinum dalam mensintesis gula dapat memproduksi asam glukonat serta oksidasi alkohol menjadi asam asetat, sedangkan Saccharomyces merupakan salah satu jenis khamir yang mempunyai keunggulan dalam memproduksi alkohol. Perlu diketahui bahwa bakteri Acetobacter xylinum merupakan aerobik sejati maka ketika bereaksi memerlukan oksigen yang cukup (Tran, 2020). Fermentasi dapat digunakan selama 60 hari, lebih dari itu rasa yang dikeluarkan sangat asam  (Markov, 2012). Asam organik merupakan metabolit utama yang diproduksi oleh kombucha fermentasi yang bertindak sebagai bahan aktif untuk memberikan efek kesehatan yang bermanfaat seperti antioksidan. Pada sisi lain kultur starter disekresikan selama fermentasi akan meningkatkan aktivitas antioksidan kombucha yang difermentasi sebagai perbandingan ke substrat yang belum difermentasi (Muhialdin, 2019).
Terlepas dari komposisi awal substrat, kultur starter itu sendiri menyediakan inokulum mikroba utama ke dalam larutan. Namun, mikroba di udara atau lingkungan lainnya dapat berinteraksi menjadi bagian dari cara yang berpotensi untuk berkontribusi pada komunitas mikroba. Sementara mikroba memfermentasi substrat, enzim yang dihasilkan oleh khamir membelah sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa, sehingga mengubah monomer ini menjadi etanol dan karbon dioksida. Selanjutnya, enzim bakteri mengoksidasi etanol, menghasilkan asam asetat yang menghasilkan lingkungan pH rendah. Bakteri tersebut juga menghasilkan selulosa yang mengarah pada pembentukan biofilm (Jayabalan, 2014).Berikut merupakan metabolisme kombucha dan interaksi mikroba :
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[bookmark: _Toc173416434]Gambar 2.4 Metabolisme Kombucha dan Interaksi Mikroba
Kombucha diseduh dengan menambahkan teh dan gula ke dalam sedikit starter kombucha yang mengandung khamir dan bakteri. Mikroba ini mulai memecah gula, menyebabkan aliran metabolisme yang menghasilkan minuman bergelembung, asam, dan sedikit beralkohol. Selama proses fermentasi, terjadi interaksi kooperatif dan kompetitif antar mikroba. Produksi fermentasi melalui khamir, pembuangan produk limbah melalui metabolisme alkohol dan pembentukan pelikel selulosa oleh bakteri berpotensi menjadi fungsi kooperatif. Metabolit antimikroba, pH rendah, dan pembentukan penghalang fisik menghambat pertumbuhan antar mikroba (Jayabalan, 2014).
2.5.1. [bookmark: _Toc155560172][bookmark: _Toc218256114]Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Fermentasi Kombucha
	Faktor yang mempengaruhi fermentasi, yaitu pH, suhu, dan jumlah oksigen ( Soto, 2018). Berikut adalah penjelasannya:
1. Ph 
Nilai pH yang terlalu tinggi justru dapat mengganggu aktivitas biologis fermentasi mikroba karena asidogen umumnya berfungsi dari pH 4 hingga 8,5 (Maspolim, 2015).
2. Suhu 
Suhu menjadi faktor yang mempengaruhi ferementasi karena dengan menjaga suhu optimal selama fermentasi menghasilkan pertumbuhan mikroba dan aktivitas enzim yang lebih baik. Oleh karena itu, manfaat fermentasi dapat meningkat. Secara umum, nilai suhu fermentasi kombucha berkisar antara 22°C hingga 30°C. Suhu naik diatas suhu optimun atau suhu dibawah rata-rata akan mengakibatkan pertumbuhan mikroorganisme akan berhenti dan sel-sel akan mati (Vitas, n.d.2019).



3. Jumlah Oksigen
Jumlah oksigen dapat mempengaruhi fermentasi, karena fermentasi bersifat aerobik dan membutuhkan sejumlah oksigen. Stoikiometri respirasi merupakan jumlah, maka oksidasi glukosa dapat ditulis dengan rumus sebagai berikut:
 C6H12O6 + 6O2 = 6H2O + 6CO2 
	Jumlah 192 g oksigen diperlukan untuk oksidasi lengkap 180 g glukosa. Namun, kedua komponen tersebut harus berada dalam larutan sebelum tersedia dalam mikroorganisme. Jumlah oksigen larut kira-kira 6000 kali lebih sedikit didalam air dibandingkan glukosa, sehingga menyediakan kultur mikroba tidak dapat disesuaikan dengan jumlah oksigen untuk menyelesaikan oksidasi glukosa atau sumber karbon lainnya sebagai tambahan (Soto, 2018).
4. Wakut fermentasi
Fermentasi teh Kombucha biasanya berkisar antara 7 hingga 10 hari dan aktivitas biologis dapat meningkat selama proses tersebut. Meskipun sebagian besar aktivitas antioksidan yang diperoleh telah meningkat seiring dengan waktu inkubasi. Pemilihan durasi periode fermentasi juga bergantung pada karakteristik berupa rasa dan warna. Fermentasi kombucha yang baik dikonsumsi tidak lebih dari 10 hari. Fermentasi yang berkepanjangan tidak disarankan karena penumpukan asam organik, yang dapat mencapai tingkat kerusakan sehingga kurang baik untuk konsumsi.
2.6. [bookmark: _Toc155560173][bookmark: _Toc218256115] SCOBY (sybiotic consortium of bacteria and yeast)
SCOBY mengandung bakteri dan jamur, yang merupakan komponen penting untuk fermentasi. Bakteri dan jamur ditutupi dengan membran permeabel tipis (Gedela, 2016).Bakteri yang terlibat pada produksi kombucha yaitu bakteri asam laktat (BAL) serta bakteri asam asetat (BAA). Beberapa contoh bakteri asam laktat yang terlibat pada produksi kombucha ialah Lactobacillus dan Lactococcus (Leal, 2018).Berdasarkan jenis bakteri asam asetat yang berperan yaitu Komagataeibacter, Glukanobacter, serta Acetobacter.
Menurut(Harrison, 2021), Taksa SCOBY yang paling umum dan melimpah adalah genus ragi Brettanomyces dan genus bakteri Komagataeibacter, melalui pengambilan sampel yang cermat dari lapisan SCOBY atas dan bawah. Prosedur pengambilan sampel ini sangat penting untuk menghindari representasi bakteri asam laktat yang berlebihan.
2.7. [bookmark: _Toc155560174][bookmark: _Toc218256116]   Antioksidan
	Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menunda, menghambat, atau mencegah oksidasi bahan yang dapat teroksidasi dengan membersihkan radikal bebas dan mengurangi stres oksidatif. Sebagian besar antioksidan alami yang berasal dari tumbuhan termasuk dalam golongan senyawa fenolik, polifenol, karotenoid dan vitamin. Selain itu, potensi antioksidan terkait dengan keberadaan senyawa lain seperti alkaloid. Senyawa alkaloid adalah senyawa nitrogen dengan berat molekul rendah, dibandingkan senyawa fenolik (Carp, 2021).Teh hitam kombucha memiliki kandungan fenolik total 1,09 mg GAE/mL. 
	Dalam melawan bahaya radikal bebas baik radikal bebas eksogen maupun endogen, tubuh manusia telah mempersiapkan penangkal berupa sistem antioksidan yang terdiri dari 3 golongan yaitu: 
1. Antioksidan primer yaitu antioksidan yang berfungsi mencegah pembentukan 
2. Radikal bebas selanjutnya (propagasi), antioksidan tersebut adalah transferin, feritin, albumin. 
3. Antioksidan sekunder yaitu antioksidan yang berfungsi menangkap radikal bebas dan menghentikan pembentukan radikal bebas, antioksidan tersebut adalah Superoxide Dismutase (SOD), Glutathion Peroxidase (GPx) dan katalase. 
4. Antioksidan tersier atau repair enzyme yaitu antioksidan yang berfungsi memperbaiki jaringan tubuh yang rusak oleh radikal bebas, antioksidan tersebut adalah Metionin sulfosida reduktase, Metionin sulfosida reduktase, DNA repair enzymes, protease, transferase dan lipase. 
Berdasarkan sumbernya antioksidan yang dapat dimanfaatkan oleh manusia dikelompokkan menjadi tiga yaitu: 
1. Antioksidan yang sudah diproduksi di dalam tubuh manusia yang dikenal dengan antioksidan endogen atau enzim antioksidan (enzim Superoksida Dismutase (SOD), Glutation Peroksidase (GPx), dan Katalase (CAT). 
2. Antioksidan sintetis yang banyak digunakan pada produk pangan seperti Butil Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi Toluen (BHT), propil galat dan Tert-Butil Hidroksi Quinon (TBHQ).28 
3. Antioksidan alami yang diperoleh dari bagian-bagian tanaman seperti kayu, kulit kayu, akar, daun, buah, bunga, biji dan serbuk sari seperti vitamin A, vitamin C, vitamin E dan senyawa fenolik (flavonoid).
Parameter umum yang digunakan untuk mengetahui kekuatan aktivitas antiosidan dari suatu larutan uji adalah nilai konsentrasi larutan yang digunakan untuk meredam sebesar 50% sifat radikal dari DPPH. Nilai konsentrasi ini dikenal dengan nama inhibition concentration (IC50). Nilai IC50 diperoleh dari persamaan regresi linier antara % inhibisi dengan konsentrasi penghambatan terhadap radikal bebas (Salim, 2020).
[bookmark: _Toc155560175][bookmark: _Toc218256117]2.7.1 Uji Aktivitas Antioksidan
Pengamatan peningkatan aktvitas antioksidan pada sampel teh hijau teramati peningkatan yang sangat signifikan antara sebelum dan setelah fermentasi, sama halnya yang terjadi pada teh putih. Sementara pada sampel teh hitam dan teh oolong peningkatan aktivitas antioksidan tidak terlihat begitu signifikan. Menurut(Filbert, 2014), semakin rendah nilai IC50 maka semakin baik aktivitas antioksidan. Jika dibandingkan diantara minuman kombucha yang dihasilkan, nilai IC50 kombucha teh hijau adalah antara 19,76 – 22, 74 µg/mL, kombucha teh putih nilai IC50 21,96 – 23,71 µg/mL, kombucha teh hitam 61,39 – 62,17 µg/mL, dan kombucha teh oolong 48,68 – 51,07 µg/mL. Dari sini terlihat bahwa nilai IC50 terendah didapatkan pada kombucha teh hijau, sedangkan nilai IC50 tertinggi didapatkan pada kombucha teh hitam. Sehingga dapat diketahui bahwa aktivitas antioksidan tertinggi dimiliki oleh kombucha teh hijau. Dan aktivitas antioksidan terendah dimiliki oleh kombucha teh hitam.
Tinggi rendahnya aktivitas antioksidan yang dihasilkan oleh kombucha dipengaruhi oleh aktivitas antioksidan yang dimiliki oleh bahan dasar pembuatan kombucha, dalam hal ini teh yang digunakan. Hasil penelitian terlihat bahwa sejak awal aktivitas antioksidan teh hijau memang yang paling baik dibuktikan dengan nilai IC50 yang rendah. Menurut (Surhardini, 2016), aktivitas antioksidan meningkat sebagi hasil biotranformasi yang dilakukan oleh mikroorganisme yang terdapat di dalam sistem fermentasi yang melakukan biotransformasi senyawa dengan memanfaatkan enzim yang terdapat di dalam sel tanaman. Selain itu, hal ini juga didukung oleh adanya senyawa fenol yang terkandung di dalam bahan dasar, dalam hal ini teh, yang dapat meningkat seiring berjalannya waktu fermentasi.
Menurut (Essawet NA, 2015),sebagai hasil akhir dari fermentasi, di dalam minuman kombucha akan ditemukan senyawa lain selain senyawa utama, yaitu gula, etil glukonat, oxalat, , laktat, 5-asam ketoglukonat, 2,5-asam ketoglukonat, vitamin yang larut dalam air (B1, B6, B12, C), komponen teh seperti katekin, teaflavin, flavonol, dan lain-lain serta enzim hidrolitik. Total Asam Aktivitas mikrobia di dalam sistem fermentasi dapat menyebabkan perubahan struktur dan komposisi di dalam minuman teh. Teh yang akan difermentasi diberi tambahan pemanis (gula, biasanya dalam bentuk sukrosa) sebagai sumber energi bagi konsorsium mikrobia tersebut (SCOBY). Sukrosa yang terdapat di dalam sistem fermentasi dihidrolilsis oeh enzim invertase yang dimiliki oleh khamir dalam SCOBY menjadi glukosa dan fruktosa. Glukosa yang dihasilkan dirubah menjadi asam glukonat, sedangkan fruktosa dirubah menjadi berbagai asam organik (Jayabalan, 2014). 
Penelitian menjelaskan bahwa glukosa dan fruktosa difermentasi menjadi etanol oleh khamir, yang kemudian dioksidasi oleh bakteri asam asetat menjadi asam asetat. Komponen utama yang dihasilkan dalam proses fermentasi minuman teh kombucha adalah ethanol, asam asetat dan asam glukonat (Essawet NA, 2015).
2.7.2. [bookmark: _Toc155560176][bookmark: _Toc218256118]Vitamin C
Vitamin C memiliki sifat antioksidan yang kuat dan berinteraksi dengan H2O2, radikal hidroksil (OH) dan O2, kemudian mengubahnya menjadi produk non-radikal, menyediakan sel dengan penetralisir radikal bebas. Pada konsentrasi yang cukup tinggi, asam askorbat mengurangi dan menghancurkan radikal yang terbentuk. kemampuan antioksidan plasma di bawah tekanan oksidatif menunjukkan bahwa tingkat asam askorbat telah diturunkan lebih awal, kemudian setelah penipisan, peroksidasi lipid telah berkembang, sehingga tokoferol (antioksidan yang larut dalam lemak) plasma berada di konsentrasi normal (Nikolova, 2019). Vitamin C (Vitamin C, asam askorbat) termasuk dalam kelompok vitamin yang larut dalam air. Vitamin C terdiri dalam dua bentuk yaitu tereduksi asam askorbat (AA) yang tepat yang dalam pH fisiologis terjadi dalam bentuk anion dari askorbat dan yang teroksidasi asam dehidroaskorbat (DHA) yang merupakan produk dari dua oksidasi elektron asam askorbat. Dalam proses metabolisme radikal bebas askorbat dapat diproduksi sebagai hasil dari oksidasi satu elektron. proses ini selanjutnya dapat mengalami pembongkaran membentuk askorbat dan DHA (Kocot, 2017).
[bookmark: _Toc173416435][image: ]
Gambar 2.5 Mekanisme Antioksidan Vitamin C
Vitamin C merupakan salah satu vitamin yang dapat terlarut didalam air.Vitamin C memiliki berbagai manfaat kesehatan untuk tubuh, salah satunya sumber antioksidan. Selain itu vitamin C juga bermanfaat sebagai senyawa pembentuk kolagen yang merupakan protein penting penyusun jaringan kulit, tulang, sendi dan jaringan penyokong lainnya (Mulyani, 2018). Manfaat lain vitamin C menurut (Nerdy, 2018), bahwa vitamin C dikenal sebagai senyawa penting dalam tubuh seperti pembawa lemak, pengatur kolesterol, dan kekebalan kekebalan tubuh. Kadar vitamin C dalam sel darah putih lebih tinggi daripada dalam plasma, sehingga mengindikasika n peran fungsional vitamin dalam sel sistem kekebalan tubuh. Vitamin C terbukti berpengaruh dalam fungsi fagosit, produksi interferon, replikasi virus, dan pematangan Limfosit-T, efek dari vitamin C yaitu untuk kekebalan tubuh (Hemila, 2017). Kebutuhan harian mengonsumsi vitamin C bergantung pada usia dan jenis kelamin. Rata-rata membutuhkan 80 mg/ hari untuk di bawah usia 18 tahun, sedangkan usia diatas 18 tahun membutuhkan 85 mg/ hari (Hidayah, 2020).
[bookmark: _Toc155560177]Vitamin C terdapat dua gugus alkohol yang bersifat asam dan gugus endiol, hal tersebut karena vitamin C merupakan agen pereduksi. Vitamin C teroksidasi menghasilkan asam dehidroaskorbat, setelah itu mengalami hidrolisis menghasilkan asam 2, 3- diketoglutanat dalam air, sehingga semakin kecil kandungan airnya, maka vitamin C akan semakin sulit terdegradasi. Selain itu, tahapan oksidasi vitamin C dapat dipercepat dengan adanya cahaya, panas, kation logam berat, seperti tembaga dan besi (Devianti, 2018).
2.8. [bookmark: _Toc218256119]  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DDPH)
	2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) adalah pendekatan yang populer, cepat, mudah, dan terjangkau untuk pengukuran sifat antioksidan yang mencakup penggunaan radikal bebas yang digunakan untuk menilai potensi zat sebagai penyedia hidrogen. atau pemulung radikal bebas.
	DPPH merupakan radikal bebas yang stabil dalam larutan air atau larutan metanol dan memiliki serapan kuat pada panjang gelombang 515 nm dalam bentuk teroksidasi. DPPH mampu menerima elektron atau radikal hidrogen dari senyawa lain untuk membentuk molekul diamagnetik yang stabil. 
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[bookmark: _Toc173416436]Gambar 2.6  Mekanisme Reaksi DPPH Dengan Antioksidans
	Tujuan dari metode ini adalah untuk menentukan parameter konsentrasi ekuivalen yang memberikan efek aktivitas antioksidan 50% (IC50). Hal ini dapat dicapai dengan menafsirkan data eksperimen dari metode tersebut. DPPH merupakan radikal bebas yang dapat bereaksi dengan senyawa yang dapat menyumbangkan atom hidrogen. Hal ini dapat berguna untuk menguji aktivitas antioksidan komponen tertentu dalam suatu ekstrak.
	Cara pengukuran aktivitas antioksidan terhadap radikal bebas DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dilakukan dengan mereaksikan larutan sampel dengan radikal DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yang dilarutkan dalam metanol, setelah beberapa waktu inkubasi. Pada suhu kamar panjang gelombang maksimum larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil penghitungan aktivitas antioksidan dinyatakan dalam % aktivitas antioksidan dari nilai % aktivitas antioksidan, anda dapat mencari nilai IC50 (Inhibitor Concentration 50%) atau dikenal juga dengan nilai EC50 (Efficient Concentration 50%). IC50 merupakan konsentrasi senyawa uji yang mampu menangkap radikal bebas sebesar 50%. Nilai IC50 diperoleh dengan menggunakan persamaan regresi linier yang menyatakan hubungan antara konsentrasi senyawa uji dengan rata-rata aktivitas penangkal radikal. Senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan tinggi akan mempunyai nilai IC50 yang rendah (Dehpour AA, 2009).


[bookmark: _Toc218256120]2.9.      Penentuan Nilai IC50
	Nilai IC50 merupakan bilangan yang menunjukkan konsentrasi sampel uji (µg/mL) yang memberikan inhibisi DPPH sebesar 50% (mampu menghambat/ menghibisi proses oksidasi sebesar 50%). Nilai 0% berarti tidak mempunyai aktivitas antiradikal bebas atau antioksidan, sedangkan nilai 100% berarti inhibisi total dan pengujian perlu dilanjutkan dengan pengenceran larutan uji untuk melihat batas konsentrasi aktivitasnya. Selanjutnya dibuat kurva linear antara konsentrasi larutan uji dengan % inhibisi dan ditentukan harga IC50 yaitu dengan memasukkan nilai dari konsentrasi larutan uji sebagai absis (sumbu X) dan nilai % inhibisi sebagai ordinat (sumbu Y) ke dalam persamaan linear . Adapun hubungan nilai IC50 terhadap kekuatan antioksidan suatu ekstrak menurut (Mustarichie et al., 2017)  dapat dikategorikan berdasarkan nilai IC50 nya sebagaimana dapat dilihat pada Tabel 2.1 berikut. 
[bookmark: _Toc63971108][bookmark: _Toc79700315][bookmark: _Toc135948801][bookmark: _Toc81324183]  Tingkatan Kekuatan Antioksidan Berdasarkan Nilai IC50 (Mustarichie et al., 2017).
	IC50 (µg/mL)
	Aktivitas Antioksidan

	< 50
	Sangat Kuat

	50 – 100
	Kuat

	101 – 250
	Sedang

	251 – 500
	Lemah

	                           < 500
	Tidak aktif


Parameter yang dipakai untuk menunjukkan aktivitas antioksidan adalah harga konsentrasi efisien atau Efficient Concentration (EC50) atau Inhibition Concentration (IC50) yaitu konsentrasi suatu zat antioksidan yang dapat menyebabkan 50% DPPH kehilangan karakter radikal atau konsentrasi suatu zat antioksidan yang memberikan % penghambatan 50%. Zat yang mempunyai aktivitas antioksidan tinggi, akan mempunyai harga EC50 atau IC50 yang rendah (Yasa et al., 2019).
[bookmark: _Toc218256121]2.10.  Spektrofotometer UV-VIS
	Spektrofotometer adalah alat untuk mengkur transmitan atau absorban suatu sampel sebagai fungsi panjang gelombang, tiap media akan menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu tergantung pada senyawa atau warna yang terbentuk.
	Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur absorbansi dengan cara melewatkan cahaya dengan panjang gelombang tertentu pada suatu objek kaca atau kuarsa yang disebut kuvet. Sebagian dari cahaya tersebut akan di serap dan sisanya akan dilewatkan. Nilai absorbansi dari cahaya yang di serap sebanding dengan konsentrasi larutan di dalam kuvet  (Sastrohamidjojo, 2007).
	Spektrofotometer UV-VIS adalah pengukuran serapan cahaya di daerah ultraviolet (200-350nm) dan sinar tampak (350-800nm) oleh suatu senyawa. Serapan cahaya UV atau VIS (cahaya tampak) mengakibatkan transisi elektronik, yaitu promosi elektron-elektron dari orbital keadan dasar yang berenergi rendah ke orbital keadaan tereksitasi berenergi lebih rendah.
2.11. [bookmark: _Toc218256122] Aktivitas Antibakteri
	Bakteri Merupakan organisme uniseluler yang relatif sederhana. Karena materi genetik tidak diselimuti oleh selaput membran inti, sel bakteri disebut dengan sel prokariot. Secara umum, sel bakteri terdiri atas beberapa bentuk, yaitu bentuk basil/batang, bulat dan spiral. Dinding sel bakteri mengandung kompleks karbohidrat dan protein yang disebut peptidoglikan. Bakteri umumn ya bereproduksi dengan cara membelah diri menjadi dua sel yang berukuran sama. 
	Untuk nutrisi, bakteri umumnya menggunakan bahan kimia organikyang dapat diperoleh secara alami dari organisme hidup atau organisme yang sudah mati. sebagian bakteri dengan proses biosintesis,sedangkan beberapa bakteri yang lain memperoleh nutrisi dari substansi organic (Radji, 2010).
2.12. [bookmark: _Toc155560178][bookmark: _Toc218256123]Morfologi Bakteri
Berdasarkan bentuk Morofologinya, maka bakteri dapat dibagi atas tiga golongan, yaitu basil, kokus dan spiral.
1. Basil
Basil (Bacillus) berbentuk berupa tongkat pendek dan silindris. Sebagian besar bakteri berupa basil. Basil dapat bergandeng gandengan Panjang, bergandengan dua dua, atau terlepas satu sama lain. Yang bergandeng gandengan Panjang disebut Streptobasil, yang dua dua disebut Diplobasil. Ujung ujung basil yang terlepas satu sama lain itu tumpul, sedang ujung ujung yang masih bergandengan itu tajam.
[image: ]
[bookmark: _Toc173416437]Gambar 2.7 Bentuk Golongan Basil
2. Kokus
Kokus (coccus) adalah bakteri yang bentuknya serupa bola bola kecil. Golongan ini tidak sebanyak golongan basil. Kokus ada yang bergandeng gandengan Panjang serupa tali leher, ini disebut streptokokus, ada yang bergandengan dua dua, ini disebut Diplokokus, ada yang mengelompok berempat. Ini disebut Tetrakokus, kokus yang mengelompok merupakan suatu untaian disebut Stapilokokus, sedang kokus yang mengelompok serupa kubus disebut Sarsina.
[image: ]
[bookmark: _Toc173416438]Gambar 2.8 Bentuk Golongan Kokus
3. Spiral
Spiral (Spirilum) ialah bakteri yang bengkok atau berbengkok bengkok serupa spiral. Bakteri yang berbentuk spiral itu tidak banyak terdapat. Golongan Ini merupakan golongan yang paling kecil, jika dibanding dengan golongan kokus maupun golongan basil. Bakteri itu mungkin membengkok atau mungkin bercabang tidak sempurna. Bentuk semacam itu disebut bentuk involusi. Dalam keadaan seperti ini sangat sukar untuk mengidentifikasi bentuk aslinya (Dwijoseputro, 2010).
[image: ]
[bookmark: _Toc173416439]Gambar 2.9 Bentuk Golongan Spiral
2.12.1. [bookmark: _Toc155560179][bookmark: _Toc218256124]Struktur Sel Bakteri
Berdasarkan struktur sel nya, bakteri termasuk dalam golongan prokariot, Sel Prokariot memiliki struktur sel lebih sederhana dibandingkan dengan sel eukariot.  Sel prokariot adalah sel yang tidak memiliki membran inti sel.
Struktur sel bakteri terdiri atas tiga bagian penting yaitu: Struktur eksternal sel, struktur internal sel dan struktur dinding sel. 
A. Struktur Eksternal Sel Bakteri
1. Glikokaliks
Glikokaliks yang berarti selubung gula merupakan istilah umum untuk substansi yang dapat menyelimuti permukaan sel. Glikokaliks bakteri umumnya mengandung polisakarida dan polipeptida.
2. Flagel
Flagel adalah bagian bakteri yang berbentuk seperti benang dengan diameter 12-30 Nanometer dan pada umumnya mengandung protein yang disebut Flagelin.
3. Fimbria
Terdapat di seluruh permukaan sel bakteri. Organ ini berperan dalam adhesi bakteri dengan sel hospes.	
4. Pili
Pili berfungsi sebagai alat untuk menempel dan bukan bergerak.organ ini mengandung protein yang disebut Pilin (Radji, 2010) .
B. Struktur Internal Sel Bakteri
1. Membran Sitoplasma
	Membran sitoplasma merupakan lapisan tipis yang berada tepat di dalam dinding sel. yang melapisi sitoplasma sel. Fungsi penting membran sitoplasma adalah sawar selektif untuk keluar masuknya senyawa kimia dari luar dan dari dalam sel.
2. Sitoplasma
	Merupakan substansi yang berada didalam membran plasma dan mengandung 80% air, selain itu, sitoplasma mengandung protein, enzim, kaarbohidrat, lipid, dan ion ion anorganik
3. Area Nukleus
	Area Nukleus sel bakteri mengandung DNA untai ganda berbentuk melingkar yang disebut dengan kromosom bakteri.
4. Ribosom
	Semua sel baik Prokariot atau Eukariot, memiliki ribosom, yang berfungsi penting untuk sintesis protein. Pengamatan dengan mikroskop elektron menunjukkan bahwa sitoplasma dipenuhi oleh ribosom sehingga sitoplasma tampak bergranul.
5. Mesosom
	Di beberapa tempat tertentu pada membran plasma, terdapat cekungan atau lekukan ke dalam yang relatif besar yang disebut dengan mesosom. Mesosom yang merupakan tempat menempelnya kromosom bakteri, juga berfungsi dalam proses pembelahan sel.
C. Struktur Dinding Sel Bakteri
1. Dinding Sel Bakteri Gram Positif
	Dinding sel bakteri gram positip kebanyakan terdiri atas beberapa lapisan peptidoglikan yang tebal dan kaku (20-80nm). Hal inilah yang membedakan dari dinding sel bakteri Gram Negatif. Dinding sel bakteri Gram Negatif hanya terdiri atas lapisan peptidoglikan yang tipis.
	Di samping itu, dinding sel beberapa bakteri Gram Positif mengandung substansi dinding sel yang disebut asam teikoat, berperan dalam pertumbuhan dan pembelahan sel.


2. Dinding Sel Bakteri Gram Negatif
	Dinding sel bakteri Gram Negatif terdiri atas satu atau lebih lapisan peptidoglikan dan membran di bagian luar lapisan peptidoglikan. Dinding sel bakteri gram negatif tidak mengandung asam Teikoat. Karena hanya mengandung sedikit lapisan peptidoglikan, dinding sel bakteri gram negatif lebih rumit dari pada dinding sel bakteri gram positif. Membran luar sel bakteri gram negatif terdiri atas lipoprotein, fosfolipida dan lipopolisakarida (Radji, 2010).
Perbedaan Bakteri Gram Positif dab Gram Negatif
	Ciri – Ciri
	Gram positif
	Gram negatif

	Struktur dinding sel 
	Ketebalan 15 – 80 nm
Monolayer 
Kandungan lipid 1 – 4%
Peptidoglikan sebagai lapisan tunggal; komponen utama>
	Ketebalan 10 – 15
Multilayer
Kandungan lipid 11 – 22%
Peptidoglikan ada di dalam;

	Komposisi dinding sel
	50% berat kering pada beberapaa sel bakteri
Terdapat asam teikoat
Tidak terdapat edotoksin
	Jumlahnya sedikit sekitar 10% berat kering
Tidak terdapat asam teikoat
Terdapat endotoksin

	Persyaaratan nutrisi
	Relatif rumit
	Relatif sederhana

	Resistensi terhadap gangguan fisik
	Lebih resisten
	Kurang resisten



2.12.2. [bookmark: _Toc155560180][bookmark: _Toc218256125]Fase Pertumbuhan Bakteri
	Pertumbuhan bakteri terdiri atas 4 fase yaitu fase lag, fase log, fase stasioner, dan fase kematian:
1. Fase Lag
	Merupakan fase permulaan dan fase adaptasi, dimana kecepatan pertumbuhan adalah nol dan tidak maksimum. Tidak ada pertambahan populasi tetapi pertambahan substansi intraseluler sehingga ukuran sel bertambah.
2. Fase Log
Pada fase ini, kecepatan pertumbuhan mencapai maksimum, massa dan jumlah sel bertambah secara eksponensial (2 kali kecepatan yang sama).
3. Fase Stasioner
Pada fase ini, kecepatan pertumbuhan mulai menurun, terjadi akumulasi metabolit, jumlah sel hidup tetap dan terjadi pengurangan nutrien.
4. Fase Kematian
Merupakan fase penurunan laju kematian secara eksponensial dan terjadi penurunan populasi sel sel hidup mencapai 0 (Harti, 2012).
2.12.3. [bookmark: _Toc155560181][bookmark: _Toc218256126]Faktor Faktor Pertumbuhan Bakteri
	Definisi dari pertumbuhan mikroba yaitu pertumbuhan jumlah sel mikroba. Faktor yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri sebagai berikut: 
1. Suhu/Temperatur
	Suhu merupakan salah satu faktor penting dalam mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme. Setiap bakteri memiliki temperatur optimal dimana mereka dapat tumbuh sangat cepat dan memiliki rentang temperatur dimana mereka dapat tumbuh. Bakteri dibagi menjadi 3 bagian:
A. Psikrofilik (Suhu rendah): mikroba yang hidup pada suhu 5°- 30°C
B. Mesofil (Suhu sedang): mikroba yang hidup pada suhu 10°- 45°C
C. Termofil (Suhu tinggi): mikroba yang hidup pada suhu 40°-75°C
2. pH
	pH medium biakan mempengaruhi kecepatan pertumbuhan, untuk pertumbuhan bakteri juga terdapat rentang pH dan pH optimal. Pada bakteri patogen pH optimalnya 7,2 – 7,6.
A. Asidofil, tumbuh pada kisaran pH 2-5
B. Neutrofil, tumbuh pada kisaran pH 5,5-8
C. Alkalofil, tumbuh pada kisaran pH 8,4-9,5
3. Kelembaban
	Mikroorganisme mempunyai nilai kelembaban optimum. Mikroba dapat tumbuh pada media yang basah dan udara lembab. Nilai kadar air bebas didalam larutan untuk bakteri pada umumnya antara 0,90 sampai 0, 999.
4. Oksigen
Berdasarkan kebutuhan oksigennya mikroba dikelompokkan menjadi:
A. Aerobik: hanya dapat tumbuh apabila ada oksigen bebas.
B. Anaerob: hanya dapat tumbuh apabila tidak ada oksigen bebas.
C. Anaerob fakultatif: dapat tumbuh baik dengan atau tanpa oksigen bebas.
D. Mikroaerofilik: dapat tumbuh apabila ada oksigen dalam jumlah kecil.
5. Tekanan Osmosis
	Tekanan osmosis sangat mempengaruhi bakteri. Jika tekanan osmosis lingkungan lebih besar (hipertonis) sel akan mengalami plasmolisis (keluarnya cairan dari sel bakteri melalui membran sitoplasma). Berdasarkan tekanan osmosis yang dibutuhkan dapat dikelompokkan menjadi:
A. Mikroba osmofil adalah mikroba yang dapat tumbuh pada kadar gula tinggi
B. Mikroba halofil adalah mikroba yang dapat tumbuh pada kadar garam halogen yang tinggi.
C. Mikroba halodurik adalah kelompok mikroba yang dapat tahan (tidak mati) tetapi tidak dapat tumbuh pada kadar garam tinggi, kadar garamnya dapat mencapai 30%.
6. Nutrisi
[bookmark: _Toc153781569]	Nutrisi diperlukan oleh mikroba untuk sebagai sumber energi dan pertumbuhan selnya (Rini, 2020).
2.12.4. [bookmark: _Toc155560182][bookmark: _Toc218256127]Media Pertumbuhan Bakteri
	Media pertumbuhan mikroorganisme adalah suatu bahan yang terdiri atas campuran nutrisi (nutrient) yang digunakan oleh suatu mikroorganisme untuk tumbuh dan berkembangbiak pada media tersebut. Mikroorganisme memanfaatkan nutrisi pada media berupa molekul-molekul kecil yang dirakit untuk menyusun komponen sel-nya (Meganada, 2017).
Pertumbuhan bakteri dibagi menjadi beberapa golongan:   
1. Berdasarkan Bentuknya
A. Media Padat
	Media padat merupakan media yang mengandung banyak agar atau zat pemadat kurang lebih 15% agar sehingga media menjadi padat. Media ini dapat dibedakan menjadi tiga jenis menurut bentuk dan wadahnya yaitu, media tegak, media miring, dan media lempeng. Media tegak menggunakan tabung reaksi yang ditegakkan sebagai wadahnya, media miring menggunakan tabung reaksi yang dimiringkan, sedangkan media lempeng menggunakan petridish (plate) sebagai wadahnya.
B. Media semi padat
	Media semi padat atau semi cair merupakan media yang mengandung agar kurang dari yang seharusnya kurang lebih 0,3% - 0,4% sehingga media menjadi kenyal, tidak padat dan tidak begitu cair. Umumnya digunakan untuk pertumbuhan mikroba yang banyak memerlukan air dan hidup anerobik dan untuk melihat pergerakan mikroba.
C. Media cair
	Media cair merupakan media yang tidak ditambahi bahan pemadat, umumnya digunakan untuk pertumbuhan mikroalga.
2. Berdasarkan Komposisi 
A. Media alami/non sintetis
	Merupakan media yang disusun dari bahan-bahan alami dimana komposisinya yang tidak dapat diketahui secara pasti dan biasanya langsung diekstrak dari bahan dasarnya seperti: kentang, tepung, daging, telur, ikan sayur, dsb. Contohnya: Tomato juice agar.
B. Media semi sintesis
	Merupakan media yang disusun dari bahan bahan alami dan bahan bahan sintesis. Contohnya: Kaldu nutrisi disusun dari: Pepton, Ekstrak daging, NaCl, dan Aquadest.
C. Media sintesis
	Media yang disusun dari senyawa kimia yang jenis dan takarannya diketahui secara pasti. Contohnya: Mac Conkey Agar (Meganada, 2017).
3. Berdasarkan Fungsinya
A. Media Basal (media dasar)
	Adalah media yang digunakan sebagai bahan dasar untuk membuat media lain yang lebih kompleks. Media ini dapat mendukung pertumbuhan hampir semua jenis mikrobia, contohnya adalah nutrient broth, kaldu pepton, dsb.
B. Media Diferensial
	Adalah media yang bila ditumbuhi oleh mikroba yang berbeda, mikroba tersebut akan tumbuh dengan ciri khusus sehingga dapat dibedakan. Contohnya: Media Triple Sugar Iron Agar (TSIA), Media Sulfit Indol Motility (SIM), dan sebagainya.
C. Media selektif
	Adalah media yang memungkinkan suatu jenis mikroba tumbuh dengan pesat, sementara jenis mikroba yang lain terhambat. Contohnya: Media Salmonella Shigella Agar (SSA), Eosin Metylen Blue Agar (EMBA), Thiosulphate Citrate Bile Salt (TCBS), dan sebagainya. 
D. Media diperkaya
	Adalah media yang dirancang untuk mendukung pertumbuhan mikrorganisme Media tersebut memiliki konstituen nutrisi yang mendorong pertumbuhan mikroba tertentu. Contohnya: Media BHI atau kaldu tetrationat. 
E. Medium umum
[bookmark: _Toc153781570]	Media yang ditambahkan bahan-bahan yang bertujuan menstimulasi pertumbuhan mikroba secara umum. Contoh Nutrien Agar (NA) untuk menstimulasi pertumbuhan bakteri, Potato Dextose Agar (PDA) untuk menstimulir pertumbuhan fungi (Harti, 2012).
2.13. [bookmark: _Toc155560183][bookmark: _Toc218256128]Teknik Isolasi Bakteri
	Isolasi bakteri adalah memindahkan atau memisahkan bakteri dari media yang lama dan menanamnya dalam media baru sebagai biakan murni. Teknik Teknik menanam bakteri sebagai berikut:
1. Cara tebar/sebar
	Cara menginokulasi kultur mikroba dengan cara dipulas atau disebar pada permukaan media agar padat. Metode ini dilakukan dengan mengencerkan biakan kultur mikroba.
2. Cara Gores
Teknik isolasi koloni bakteri dengan cara menggoreskan suspensi bahan yang mengandung mikroba pada permukaan media agar padat dengan cara Zig Zag menggunakan jarum inokulasi secara aseptis, lalu di inkubasi.
3. Cara Tabur
	Teknik ini dilakukan menginokulasikan ke medium agar yang sedang mencair pada temperatur 45°°C dengan suspensi bahan yang mengandung mikroba menuangkannya ke dalam cawan petri steril. 4.Pembiakan agar miring Teknik inokulasi bakteri dengan cara menggoreskan pada permukaan agar miring.
4. Cara Tusukan
[bookmark: _Toc153781571]	Teknik inokulasi bakteri dengan caramenusukkan ose pada permukaan agar tegak (Yusmaniar, 2017).
2.14 [bookmark: _Toc155560184][bookmark: _Toc218256129]Bakteri Staphyloccouss aureus
Klasifikasi Bakteri Staphylococcus aureus Menurut (Krieg dkk, 2011).
Kingdom	: Monera
Phylum	: Firmicutes
Class		: Firmibacteria
Ordo		: Cocacceae
Family		: Micrococcaceae
Genus		: Staphylococcus
Species	: Staphylococcus aureus
[image: ]
[bookmark: _Toc173416440]Gambar 2.10 Staphylococcus Aureus

2.14.1 [bookmark: _Toc155560185][bookmark: _Toc218256130]Morfologi Staphylococcus aureus
	Bakteri Staphylococcus aureus termasuk dalam famili Staphylococcaceae. Bakteri ini berbentuk bulat. Koloni mikroskopik cenderung berbentuk menyerupai buah anggur. Menurut Bahasa Yunani, Staphyle berarti anggur dan Coccus berarti bulat atau bola. Salah satu spesies menghasilkan pigmen berwarna kuning emas sehingga dinamakan Aureus (berarti emas seperti matahari). Bakteri ini dapat tumbuh dengan atau tanpa bantuan oksigen. Staphylococcus berdiameter 0,8-1,0 Mikron,tidak bergerak dan tidak berspora (Atikah, 2013).
	Staphylococcus aureus menghasilkan enzim katalase. Hal ini yang membedakannya dengan Streptococcus. Bakteri ini merupakan kelompok bakteri yang dapat meragi karbohidrat (antara lain manitol) dan menghasilkan asam laktat sehingga dapat diidentifikasi salah satunya dengan media Mannitol Salt Agar dan tumbuh dengan cepat pada suhu 37 ºC. S. aureus dapat bertahan pada kondisi kering, panas pada suhu 50 ºC selama 30 menit dan dalam larutan NaCl 9 %. Koloni yang terbentuk pada media sederhana padat (Rollando., 2019).
2.15 [bookmark: _Toc155560186][bookmark: _Toc218256131].  Bakteri Escherichia coli
Klasifikasi Bakteri Escherichia coli Menurut (Krieg., dkk 2011)
Kingdom	: Bacteria
Filum		: Schizomycota
Kelas		: Schizomycetes
Ordo		: Eubacteriales
Family		: Enterobacteriaceae
Genus		: Escherichia
Spesies	: Escherichia coli
[image: ]
[bookmark: _Toc173416441]Gambar 2.11 Bakteri Escherichia Coli
[bookmark: _Toc155560187][bookmark: _Toc218256132]2.15.1  Morfologi Escherichia coli.
	Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang pendek yang memiliki panjang sekitar 2 μm, diameter 0,7 μm, lebar 0,4-0,7μm dan bersifat anaerob fakultatif. Tidak ditemukan spora, selnya bisa tunggal, berpasangan, rantai pendek dan biasanya tidak berkapsul. E. coli membentuk koloni yang bundar, cembung, dan halus dengan tepi yang nyata.
	Bakteri E. coli umum hidup di dalam saluran pencernaan manusia atau hewan. Secara fisiologi, Escherichia coli memiliki kemampuan untuk bertahan hidup pada kondisi lingkungan yang sulit. Escherichia coli tumbuh dengan baik di air tawar, air laut, atau di tanah. Pada kondisi tersebut E. coli terpapar lingkungan abiotik dan biotik.
[bookmark: _Toc155560188][bookmark: _Toc218256133]2.16.  Mekanisme Kerja Antibakteri
Antibakteri bekerja dengan cara:
1. Menghambat metabolisme sel bakteri
	Bakteri membutuhkan asam folat untuk kelangsungan hidupnya. Bila sintesis asam folat dari PABA dihambat oleh antibakteri maka kelangsungan hidupnya akan terganggu. Dengan mekanisme kerja ini diperoleh efek bakteriostatik. 
2. Menghambat sintesis dinding sel bakteri
	Dinding sel terdiri dari polipeptidoglikan, bila sintesis polipeptidoglikan dihambat maka dapat menyebabkan dinding sel lisis oleh karena tekanan osmosis dalam sel yang lebih tinggi dibandingkan dengan tekanan diluar sel.
3. Mengganggu keutuhan membran sel bakteri
	Kerusakan membran sel menyebabkan keluarnya berbagai komponen penting dari dalam sel mikroba, seperti protein, asam nukleat, nukleotida, dan lainnya.
4. Menghambat sintesis protein sel bakteri
	Untuk kehidupannya sel bakteri perlu mensintesis berbagai protein. Obat antibiotic menghambat pembentukan protein, atau mengakibatkan terbentuknya protein yang abnormal dan nonfungsional.
5. Menghambat sintesis asam nukleat sel bakteri.
	DNA dan RNA memegang peranan penting dalam kehidupan sel. Hal itu berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi akan menyebabkan kerusakan pada sel (Sujati, 2016).
2.17 [bookmark: _Toc155560189][bookmark: _Toc218256134]. Antibakteri
1. Metode Difusi
	Metode yang sering digunakan adalah metode Difusi Agar. Cakram kertas saring berisi sejumlah tertentu obat ditempatkan pada permukaan medium padat yg sebelumnya telah di inokulasi bakteri uji pada permukaannya. Setelah inkubasi, diameter zona hambatan sekitar cakram di pergunakan mengukur kekuatan hambatan obat terhadap organisme uji. Uji Aktivitas Antimikroba Difusi terbagi menjadi 5 Metode:
A. Metode Disc diffusion (Tes Kirby dan Bauer)	
	Untuk menentukan aktivitas agen antibakteri. Piringan yang berisi agen antibakteri diletakkan pada media agar yang telah ditanami mikroorganisme yang akan berdifusi pada media agar tersebut. Area jernih mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antibakteri pada permukaan media agar.
B. E-Test	
	Metode ini digunakan untuk mengestimasi MIC (Minimum Inhibitory Concentration) atau KHM (Kadar Hambat Minimum). Yaitu konsentrasi minimal suatu agen Antibakteri untuk dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Pada metode ini digunakan strip plastik yang mengandung agen antibakteri.
C. Cara Parit (Ditch Plate Technique)
	Pada metode ini sampel uji berupa agen antimikroba yang diletakkan pada parit yang dibuat dengan cara memotong media agar dalam cawan petri pada bagian tengah secara membujur dan bakteri uji digoreskan ke arah parit.
D. Cara sumuran (Cup Plate Technique)
	Metode ini serupa dengan Disc diffusion, dimana dibuat sumur pada media agar yang telah ditanami dengan mikroorganisme dan diberi agen antibakteri.
E. Gradient Plate Technique
	Pada metode ini konsentrasi agen antimikroba pada media agar secara teoritis bervariasi dari 0 hingga maksimal. Media agar dicairkan dan larutan uji ditambahkan. Campuran kedua dituang kedalam cawan petri dan diletakkan dalam posisi miring, Plate di inkubasi selama 24 jam (Pratiwi, 2008).
2. Metode Dilusi
	Cara yang dilakukan adalah dibuat seri pengenceran agen antimikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan mikroba uji. Larutan uji agen antimikroba pada kadar terkecil yang terlihat jernih tanpa adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan sebagai KHM (Kadar Hambat Minimum). Larutan yang ditetapkan sebagai KHM selanjutnya di kultur ulang pada media cair tanpa penambahan mikroba uji ataupun agen antimikroba dan di inkubasi selama 18-24 jam. Media cair yang tetap terlihat jernih setelah Inkubasi di tetapkan sebagai KBM (Kadar Bunuh Minimum).
3. Metode Turbudimetri
[bookmark: _Toc155560190]	Metode turbidimetri digunakan untuk mengukur kekeruhan (turbidity) bakteri yang bernultifikasi pada media cair akan menyebabkan keruh. Alat yang digunakan untuk pengukuran adalah spektrofotometer atau kolorimeter dengan cara membandingkan densitas optic antara media tanpa pertumbuhan bakteri dan media dengan pertumbuhan bakteri (Pratiwi, 2008).
2.18. [bookmark: _Toc218256135] Metode DDPH
[image: ]
[bookmark: _Toc173416442]Gambar 2.12 Mekanisme Reaksi DPPH Dengan Antioksidan
	2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) adalah pendekatan yang populer, cepat, mudah, dan terjangkau untuk pengukuran sifat antioksidan yang mencakup penggunaan radikal bebas yang digunakan untuk menilai potensi zat sebagai penyedia hidrogen. atau pemulung radikal bebas.
	DPPH merupakan radikal bebas yang stabil dalam larutan air atau larutan metanol dan memiliki serapan kuat pada panjang gelombang 515 nm dalam bentuk teroksidasi. DPPH mampu menerima elektron atau radikal hidrogen dari senyawa lain untuk membentuk molekul diamagnetik yang stabil. 
	Tujuan dari metode ini adalah untuk menentukan parameter konsentrasi ekuivalen yang memberikan efek aktivitas antioksidan 50% (IC50). Hal ini dapat dicapai dengan menafsirkan data eksperimen dari metode tersebut.
	Cara pengukuran aktivitas antioksidan terhadap radikal bebas DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dilakukan dengan mereaksikan larutan sampel dengan radikal DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yang dilarutkan dalam metanol, setelah beberapa waktu inkubasi. Pada suhu kamar panjang gelombang maksimum larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil penghitungan aktivitas antioksidan dinyatakan dalam % aktivitas antioksidan dari nilai % aktivitas antioksidan, anda dapat mencari nilai IC50 (Inhibitor Concentration 50%) atau dikenal juga dengan nilai EC50 (Efficient Concentration 50%). IC50 merupakan konsentrasi senyawa uji yang mampu menangkap radikal bebas sebesar 50%. Nilai IC50 diperoleh dengan menggunakan persamaan regresi linier yang menyatakan hubungan antara konsentrasi senyawa uji dengan rata-rata aktivitas penangkal radikal. Senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan tinggi akan mempunyai nilai IC50 yang rendah (Dehpour AA, 2009).
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[bookmark: _Toc155560191][bookmark: _Toc218256136]BAB III
[bookmark: _Toc155560192][bookmark: _Toc173414935][bookmark: _Toc218256137]METODE PENELITIAN
3.1 [bookmark: _Toc155560193][bookmark: _Toc218256138]Rancangan Penelitian
[bookmark: _Toc155560194]Penelitian ini dilakukan secara eksperimental untuk mengetahui perbedaan lama fermetasi pada teh kombucha yang dilakukan dengan pada interval tiga hari yaitu hari ke-9,12,15,18,dan 21 dengan membandingkan nilai IC50 dari masing-masing sampel. Rancangan penelitian ini meliputi pembuatan fermentasi teh kombucha, pengujian skrining fitokimia, organoleptis dan uji antibakteri terhadap bakteri staphylococcus aureus dan escherichia coli.
3.1.1 [bookmark: _Toc155560195][bookmark: _Toc218256139]Variabel penelitian 
[bookmark: _Toc155560196]Variabel bebas dalam penelitian ini adalah minuman kombucha berbahan dasar teh hitam, teh oolong. Sedangkan variabel terikat pada penelitian ini uji aktivitas antibakteri serta uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH secara spektrofotometri UV-Vis dan uji antibakteri terhadap bakteri staphylococcus aureus dan escherichia coli.
3.2 [bookmark: _Toc155560197][bookmark: _Toc218256140] Jadwal Penelitian dan Lokasi Penelitian
3.2.1 [bookmark: _Toc155560198][bookmark: _Toc218256141]Jadwal Penelitian
[bookmark: _Toc155560199]	Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al  Washliyah Medan pada bulan februari sampai dengan bulan juni 2024.
3.2.2 [bookmark: _Toc155560200][bookmark: _Toc218256142]Lokasi Penelitian 
[bookmark: _Toc155560201][bookmark: _Toc155560202]	Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al-washliyah (UMN).
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[bookmark: _Toc218256143]3.3.  Bahan dan Peralatan
[bookmark: _Toc155560203][bookmark: _Toc218256144]3.3.1 Bahan Penelitian
		Bahan yang digunakan pada penelitian ialah kultur kombucha, air, gula pasir,  teh hitam,teh oolong, aquades, SCOBY (Symbiotic Culture of Bactery and Yeast), etanol 70%, aquadest, pereaksi bouchardat, dragendrof, kloroform, toluene, pereaksi besi (III) klorida 1%, pereaksi natrium hidroksida 2N, asam klorida pekat, benzene, larutan DPPH, Folin-Ciocalte, asam asorbat, Na2CO3,metanol, Etanol 96%, FeCl₃ 5%.
[bookmark: _Toc155560205][bookmark: _Toc218256145]3.4. Peralatan Penelitian
[bookmark: _Toc155560206]	Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini ada yaitu kompor, panci, beaker glass, tabung reaksi, erlenmeyer, pH meter, saringan, kain, gelas ukur, timbangan, karet gelang, kertas label dan spektrofotometri UV-Vis.
3.5. [bookmark: _Toc155560207][bookmark: _Toc218256146] Persiapan Bahan
3.5.1 [bookmark: _Toc155560208][bookmark: _Toc218256147][bookmark: _Toc155560210]Pembuatan Teh Kombucha
	 Ditimbang Sampel 5 g lalu dididihkan air panas kemudian diseduh terlebih dahulu dengan air 1 liter, selama 15 menit. Kemudian air seduhan disaring untuk memisahkan daun dengan air teh. Selanjutnya ditambahkan gula 10% (b/v) dan dilarutkan. Disaring agar air teh bersih. Kemudian air teh dimasukkan ke dalam toples, setelah itu dinginkan. Kemudian air teh sudah dingin dimasukkan SCOBY .Tutup dengan kain dan ikat dengan karet. Kemudian fermentasi selama 21 hari dengan suhu ruang dan tidak boleh langsung terkena sinar matahari. Lalu diambil pada interval 3 hari yaitu hari ke- 9, 12, 15, 18, 21. 


3.6. [bookmark: _Toc218256148]	Pembuatan Larutan Pereaksi
[bookmark: _Toc218256149]3.6.1	Larutan Pereaksi Bouchardat
Sebanyak 4 gram kalium iodide dilarutkan dalam 20 mL aquadest, kemudian ditambahkan sedikit demi sedikit 2 gram iodium dan dicukupkan dengan aquadest hingga 100 mL (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc218256150]3.6.2	Larutan Pereaksi Mayer
	Sebanyak 1,36 gram raksa (II) klorida dilarutkan dalam 60 mL aquadest, pada wadah yang lain ditimbang sebnyak 5 gram kalium iodide lalu dilarutkan dalam 10 mL aquadest. Lalu kedua larutan tersebut dicampurkan dan ditambah aquadest hingga 100 mL (Depkes RI, 1989)
[bookmark: _Toc218256151]3.6.3	Larutan Pereaksi Dragendorff
	Sebanyak 8 gram bismuth (II) nitrat ditimbang , kemudian dilarutkan dalam 20 mL asam nitrat pekat. Pada wadah lain ditimbang 27,2 gram kalium iodide lalu dilarutkan dalam 50 ml aquadest. Kemudian kedua larutan dicampurkan dan diencerkan dengan aquadest hingga 100 mL (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc218256152]3.6.4	Larutan Pereaksi Molish
	Sebanyak 3 gram alfa-naftol ditambah beberapa tetes etanol kemudian dilarutkan dalam asam nitrat 0,4 N hingga 100 mL (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc218256153]3.6.5	Larutan Pereaksi asam klorida 2N
	Sebanyak 17 mL asam klorida pekat diencerkan dengan aquadest hingga 100 mL (Depkes RI, 1989). 


[bookmark: _Toc218256154]3.6.7	Larutan Pereaksi Liberman-burchard
	Sebanyak 20 bagian asam asetat anhidrat dicampurkan dengan 1 bagian asam sulfat pekat dan 50 bagian kloroform. Larutan pereaksi harus dibuat baru (Harborne,1987).  
[bookmark: _Toc218256155]3.6.8	Larutan Pereaksi Besi (III) Klorida
	Sebanyak 1 gram besi (III) klorida dilarutkan dengan aqudest hingga 100 mL (Depkes RI, 1989). 
[bookmark: _Toc218256156]3.6.9	Larutan Pereaksi Timbal (II) Asetat 0,4 M  
	Sebanyak 15,17 gram timbal (II) asetat dilarutkan dalam aquadest bebas karbondioksida hingga 100 mL(Depkes RI, 1989). 
[bookmark: _Toc218256157]3.7	Skrining Fitikimia Serbuk Simplisia Teh Hitam dan Teh Oolong
[bookmark: _Toc218256158]3.7.1	Pemeriksaan Alkaloid
	Daun ditimbang sebanyak 0,5g kemudian ditambahkan 1 mL asam klorida dan 9 mL aquadest, dipanaskan selama 2 menit, dinginkan lalu disaring. Filtrat dipakai untuk percobaan berikut:  
1. Diambil 3 tetes filtrat, lalu ditambah 2 tetes pereaksi mayer, reaksi positif  ditandai dengan terbentuknya endapan berwarna putih atau kuning. 
2. Diambil 3 tetes filtrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi bouchardat, reaksi positif ditandai dengan terbentuknya endapan berwarna coklat sampai hitam. 
3. Diambil 3 tetes filtrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi dragendorff, reaksi positif menunjukkan adanya endapan warna merah atau jingga. Alkaloid dinyatakan positif jika terbentuk endapan pada percobaan paling sedikit 2 atau 3 perlakuan. Perlakuan diulangi terhadap daun teh hitam dan teh oolong (Depkes RI, 1995). 
[bookmark: _Toc218256159]3.7.2	Pemeriksaan Flavanoid
	Daun 10 gram ditimbang kemudian ditambah 100 mL air panas, didihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas, filtrat yang diperoleh diambil 5 mL lalu ditambahkan 0,1 gram serbuk Mg dan 1mL HCl pekat dan 2mL amil alkohol, dikocok, dan dibiarkan memisah. Jika positif flavonoid akan terbentuk warna merah, kuning, jingga pada lapisan amil alkohol. Perlakuan diulangi pada daun teh hitam dan teh oolong (Depkes RI, 1995). 
[bookmark: _Toc218256160]3.7.3	 Pemeriksaan Tanin 
		Daun ditimbang 0,5g, sampel disari dengan 10 mL aquadest, lalu filtratnya diencerkan dengan aquadest sampai tidak berwarna. Diambil 2 mL larutan lalu ditambhkan 1-2 tetes perekasi besi (III) klorida. Terbentuknya warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tannin. Perlakuan diulngi pada daun teh hitam dan teh oolong (Depkes RI, 1995). 
[bookmark: _Toc218256161]3.7.4	Pemeriksaan Saponin
	Daun ditimbang sebanyak  0,5g, sampel dimasukkan dalam tabung reaksi dan ditambahkan aquadest panas sebanyak 10 mL, didinginkan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik, timbul busa atau buih yang mantap tidak kurang 10 menit setinggi 1-10 cm. Ditambah 1 tetes larutan HCl 2N, jika busa tidak hilang menunjukkan adanya saponin. Perlakuan diulangi pada daun teh hitam dan teh oolong (Depkes RI, 1995).  


[bookmark: _Toc218256162]3.7.5	 Pemeriksaan Steroid
	Daun ditimbang sebanyak 1g, sampel dimaserasi dengan 20mL nheksan selama 2 jam, lalu disaring. Filtrat diuapkan dalam cawan penguap. Sisanya ditambahkan 2 tetes asam asetat anihidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat. Terjadinya warna ungu menunjukkan adanya triterpenoid atau warna hijau menunjukkan adanya steroid. Perlakuan diulangi terhadap daun teh hitam dan teh oolong (Depkes RI, 1995). 
[bookmark: _Toc218256163]3.7.6	 Pemeriksaan Glokisida
	Daun ditimbang sebanyak 3g, kemudian disari dengan 30mL campuran 7mL bagian etanol 96% dan 3 bagian aquadest ditambah dengan 10mL HCl 2N. direfluks selama 30 menit, didinginkan dan disaring. Diambil 20 ml filtrat ditambah 25mL aquadest dan 25mL timbal (II) asetat 0,4M, dikocok, lalu didiamkan selama 5 menit dan disaring. Filtrat disari dengan 20 mL campuran 3 bagian kloroform dan 2 bagian isopropanol dilakukan berulang sebanyak 3 kali. Kumpulkan sari air lalu diuapkan pada temperatur tidak lebih dari 50℃. Sisanya dilarutkan dalam 2mL air dan 5 tetes pereksi molish. Kemudian secara perlahan ditambahkan 2mL asam sulfat pekat memalui dinding tabung, jika terbentuk cincin ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya glikosida. Perlakuaan diulangi terhadap daun teh hitam dan teh oolong (Depkes RI, 1995).
3.8. [bookmark: _Toc218256164] Evaluasi Fisik Teh Kombucha
[bookmark: _Toc218256165]3.8.1	Pengujian Organoleptis
	Pengamatan organoletis dilakukan dengan mengamati perubahan pada bentuk, bau dan warna pada teh kombucha pada berbagai hari pengambilan.

[bookmark: _Toc218256166]3.8.2	Uji pH
	Dituangkan 20 mL teh hitam dan teh oolong dalam beaker lalu dinetralkan ph dengan akuades setelah itu diukur dengan ph meter.
3.9 [bookmark: _Toc155560211][bookmark: _Toc218256167] Uji antioksidan Metode DPPH
[bookmark: _Toc155560212][bookmark: _Toc218256168]3.9.1   Pembuatan larutan induk baku DPPH
[bookmark: _Toc155560213]	Ditimbang 10 mg DPPH dimasukkan kedalam labu tentukur 50 ml kemudian dengan metanol dan dicukupkan sampai garis tanda, hingga diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 200 µg/mL  (Molyneux, 2004).
3.9.2 [bookmark: _Toc155560214][bookmark: _Toc218256169]Pembuatan blanko
[bookmark: _Toc155560215]	Larutan baku DPPH konsentrasi 200 µg/ml dipipet sebanyak 1 mL, kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 5 mL, dicukupkan dengan metanol sampai garis tanda, sehingga didapat (konsentrasi 40 µg/mL). Larutan disimpan ditempat yang terlindung dari cahaya (Molyneux, 2004).
3.9.3 [bookmark: _Toc155560216][bookmark: _Toc218256170]Penentuan Panjang gelombng sarapan maksimum DPPH
[bookmark: _Toc155560217]	Larutan DPPH konsentrasi 200 µg/ml dipipet sebanyak 1 mL dimasukan kedalam labu tentukur 5 mL dilarutkan engan metanol dan dicukupkan sampai tanda batas (konsentrasi 40 µg/mL), lalu dimasukkan kedalam kuvet dan diukur serapannya pada panjang gelombang 400-800 nm menggunakan sspektrofotometer UV-Visibel sehingga diperoleh panjang gelombang maksimum DPPH (Molyneux, 2004).
3.9.4 [bookmark: _Toc155560218][bookmark: _Toc218256171]Penentuan Operating Time
[bookmark: _Toc155560219]	Larutan DPPH konsentrasi 200 µg/mL dipipet sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tentukur 5 mL dilarutkan dengan metanol dan dicukupkan sampai tanda batas (konsentrasi µg/mL). Kemudian larutan diukur absorbsinya tiap menit pada panjang gelombang maksimum selam 60 menit sehingga memperoleh absorbansi yang stabil (Molyneux, 2004).
3.9.5 [bookmark: _Toc155560220][bookmark: _Toc218256172]Penentuan Aktivitas Antioksidan pada Sampel
[bookmark: _Toc155560221]	Dipipet larutan sampel (konsentrasi 200 µg/ml) masing-masing sebanyak 0,45 ml; 0,65 ml; 0,85 ml; 1,05 ml; 1,25 ml; 1,45 ml. Masing-masing dipipet dan dimasukkan dalam labu 5 mL. Kedalam masing-masing labu tentukur ditambahkan 1 ml larutan DDPH metanol hingga tanda batas. konsentrasi 200 ppm lalu volumenya dicukupkan dengan metanol sampai garis tanda (diperoleh konsentrasi larutan uji 18, 26, 34, 42, dan 50 µg/ml). kemudian didiamkan pada tempat gelap selama 15 menit dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 516 nm. Replikasi dilakukan sebanyak 6 kali (Dwiputri, n.d. 2019).
[bookmark: _Toc167600327][bookmark: _Toc218256173][bookmark: _Toc155560222]3.9.6	Pengukuran Absorbansi DPPH Setelah Penambahan Vitamin C
Ditimbang sebanyak 50 mg vitamin C Kristal kemudian dilarutkan dengan metanol dalam labu tentukur 50 mL. volumenya dicukupkan dengan metanol sampai garis tanda (konsentrasi 1000 µg/mL). Kemudian dipipet larutan 0,005 mL; 0,01 mL; 0,015 mL, 0,02 dan 0,025 mL, dimasukkan kedalam labu tentukur 5 mL lalu ditambahkan 1 mL larutan DPPH (kosentrasi 200 µg/mL) konsentrasi Vitamin C 1;2;3; 4 dan 5 µg/mL. Kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 516 nm dan pengukuran dilakukan sebanyak enam kali pengulangan.
[bookmark: _Toc218256174]3.9.7	Penentuan Nilai IC50
[bookmark: _Toc155560223]	Kemampuan aktivitas  antioksidan diukur sebagai penurun serapan larutan DPPH (peredaman warna ungu DPPH) akibat adanya penambahan larutan sampel. Nilai serapan (absirbansi) hasil pengukuran larutan DPPH sebelum dan sesudah penambahan larutan sampel dibagi serapan pengukuran larutan DDPH sebelum penambahan sampel dihitung sebagai (% peredaman) dengan rumus sebagai berikut:
[bookmark: _Toc155560224][image: ]
[bookmark: _Toc155560226]Keterangan	 
[bookmark: _Toc155560227]A Kontrol	: Absorbansi Tidak Mengandung Sampel
[bookmark: _Toc155560228]A Sampel	: Absorbansi Mengandung Sampel 
[bookmark: _Toc155560229]	Selanjutnya hasil perhitungan persen peredaman yang diperoleh dilakukan perhitungan persamaan garis regresi dengan konsentrasi sampel (ppm) sebagai absis (sumbu x) dan nilai peredaman sebagai koordinatnya (sumbu y) maka diperoleh persamaan garis regresi yang selanjutnya dapat dihitung kemampuan bahan uji sebagai antioksidan dengan menghitung  [image: ] mengandung rumus sebagai berikut.
[bookmark: _Toc155560230]	50 = ax + b

[bookmark: _Toc155560231]Keterangan
[bookmark: _Toc155560232]50	: Kemampuan antioksidan menghambat 50% aktivitas radikal bebas
[bookmark: _Toc155560233]a	: Slope
[bookmark: _Toc155560234]b	: Intercept
[bookmark: _Toc155560235]x	: Konsentrasi (Molyneux, 2004).
[bookmark: _Toc155560237]Nilai IC50 merupakan bilangan yang menunjukkan konsentrasi sampel uji yang memberikan peredaman dpph sebesar 50% (mampu menghambat peredaman proses oksidasi sebesar 50%). Jika nilai aktivitas antioksidan 0% berarti tidak mempunyai aktivitas antioksidan sedangkan nilai 100% berarti peredaman total dan pengujian perlu dilanjutkan dengan pengenceran larutan uji untuk melihat batas konsentrasi aktivitasnya. Hasil perhitungan dimasukkan ke dalam persamaan regresi dengan konsentrasi sampel (µg/mL) sebagai absis (sumbu y) dan nilai % peredaman (antioksidan) sebagai ordinatnya (sumbu y) (Molyneux, 2004).
3.10 [bookmark: _Toc155560238][bookmark: _Toc218256175]	Pembuatan Larutan dan Media Uji
3.10.1 [bookmark: _Toc155560239][bookmark: _Toc218256176]Pembuatan Nutrient Agar (NA)
[bookmark: _Toc155560240]Komposisi:
[bookmark: _Toc155560241]1. Beef extract		:	3 g
[bookmark: _Toc155560242]2. Pepton		:	5 g
[bookmark: _Toc155560243]3. Agar			:	12 g
[bookmark: _Toc155560244]4. Akuadest ad	1000 ml 
[bookmark: _Toc155560245]Cara pembuatan:
[bookmark: _Toc155560246][bookmark: _Toc155560247] 	Nutrient Agar sebanyak 20 g dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 1000 mL, lalu ditambahkan air sedikit demi sedikit hingga dan diaduk hingga NA larut. kemudian larutan tersebut dipanaskan hingga terlarut sempurna. Diangkat dan di tutup mulut labu Erlenmeyer dengan kapas yang dibalut dengan kain kasa dan dibungkus dengan kertas perkamen. Media disterilkan di dalam autoklaf dengan suhu 121̊ C selama 15 menit.
[bookmark: _Toc218256177]3.10.2	Pembuatan Mueller Hinton Agar (MHA)
[bookmark: _Toc155560248]Komposisi:
[bookmark: _Toc155560249]1. Beef infusion	:	3,0 gram
[bookmark: _Toc155560250]2. Pati			:	1,5 gram
[bookmark: _Toc155560251]3. Bakto Agar		:	17 gram
[bookmark: _Toc155560252]4. Aquadest ad	1000 ml  
[bookmark: _Toc155560253]Cara Pembuatan:
[bookmark: _Toc155560254][bookmark: _Toc155560255]Mueller Hinton Agar Sebanyak 38 gram dilarutkan ke dalam aquades steril sedikit demi sedikit. Kemudian dicukupkan volume hingga 1 L, setelah itu media dipanaskan sampai terlarut dengan sempurna. Sterilkan media di dalam autoklaf dengan suhu 121̊ C selama 15 menit.
[bookmark: _Toc218256178]3.10.3	Pembuatan Larutan Nacl Fisiologis 0,9%
[bookmark: _Toc155560256]Komposisi:
[bookmark: _Toc155560257]Natrium klorida	:	0,9 g
[bookmark: _Toc155560258]Aquadest ad		:	100 mL
[bookmark: _Toc155560259]Cara pembuatan:
[bookmark: _Toc155560260][bookmark: _Toc155560261] 	Sebanyak 0,9 g Natrium klorida dilarutkan kedalam aquadest sedikit demi sedikit dalam labu takar 100 mL sampai terlarut sempurna. Kemudian ditambahkan kembali aquadest sampai garis tanda, larutan tersebut dimasukkan dalam labu Erlenmeyer steril yang bertutup dan larutan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121̊C selama 15 menit (Ditjen POM, 1979).
[bookmark: _Toc218256179]3.10.4	Pembuatan Larutan Standard Mc. Farland
[bookmark: _Toc155560262]Komposisi:
[bookmark: _Toc155560263]Larutan asam sulfat		:	9.95 mL
[bookmark: _Toc155560264]Larutan barium klorida	:	0.05 mL 
[bookmark: _Toc155560265]Cara pembuatan:
[bookmark: _Toc155560266][bookmark: _Toc155560267] 	Sebanyak 9,95 mL asam sulfat dan 0,05 ml barium klorida dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu dikocok kedua larutan tersebut hingga keruh. Larutan standard Mc. Farland digunakan sebagai pembanding kekeruhan dengan suspensi mikroba. Apabila kekeruhan hasil suspensi bakteri sama dengan kekeruhan suspensi standar Mc. Farland maka konsentrasi bakteri 108 CFU/mL (Fitri,2015).

3.11. [bookmark: _Toc155560269][bookmark: _Toc218256180][bookmark: _Toc153781644]   Pemurnian Bakteri
3.11.1 [bookmark: _Toc155560272][bookmark: _Toc218256181]Pembuatan kultur bakteri Staphylococcus aureus
[bookmark: _Toc155560273]	Diambil sebanyak 1 ose bakteri Staphylococcus aureus dari biakan murni. lalu bakteri digoreskan pada permukaan media Nutrient agar yang telah memadat. Lalu di inkubasi selama 24 jam pada suhu 370 C. (Siregar,2009).
3.11.2 [bookmark: _Toc155560274][bookmark: _Toc218256182]Pembuatan kultur bakteri Escherichia coli
[bookmark: _Toc155560275][bookmark: _Toc153781647]Diambil sebanyak 1 ose bakteri Escherichia coli dari biakan murni. Lalu bakteri digoreskan pada permukaan media Nutrient agar yang telah memadat. Lalu di inkubasi selama 24 jam pada suhu 370 C. (Siregar,2009).
3.11.3 [bookmark: _Toc155560276][bookmark: _Toc218256183]Pembuatan Suspensi Bakteri
[bookmark: _Toc155560277][bookmark: _TOC_250010]	Membuat suspensi bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan cara diambil 1 ose bakteri, dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 10 mL larutan NaCl fisiologi 0,9%, , kemudian disamakan kekeruhannya dengan larutaan standard Mc Farland. (Misna & Diana, 2016).
3.11.4 [bookmark: _Toc218256184]Pembuatan Kontrol Positif Kloramfenikol
	Kloramfenikol ditimbang sebanyak 0,2 g kemudian dilarutkan dengan aquadest steril sebanyak 10 mL dilarutkan hingga larut dan tercampur sempurna (Yusuf et al., 2020).






3.8 [bookmark: _Toc155560278][bookmark: _Toc218256185] Uji Aktivitas Antibakteri Teh Kombucha terhadap Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
[bookmark: _Toc155560279]	Pengujian antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi yaitu dengan kertas cakram yang terdiri dari beberapa perlakuan yaitu Teh Kombucha dengan hari ke-9, 12, 15,18, 21. kontrol positif dan negatif. Dengan cara seluruh alat disterilkan terlebih dahulu dengan oven. Tuangkan 15 ml  media MHA yang sudah di sterilkan ke dalam cawan petri dan diamkan hingga memadat, lalu diambil suspensi bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli menggunakan cutton swab steril dan digoreskan diatas permukaan media MHA. Lalu cakram direndam kedalam fermentasi teh kombucha berdasarkan hari . kontrol negatif menggunakan aquadest dan Kontrol positif menggunakan antibiotik kloramfenikol. Kemudian ditempelkan pada permukaan media MHA yang telah dioleskan dengan bakteri, secara hati hati menggunakan pinset. Lalu media di inkubasi kedalam inkubator dengan suhu 37°C selama 18-24 jam. Setelah itu dilakukan pengukuran zona hambat dengan menggunakan jangka sorong yang ditandai dengan zona bening. (Emilda,2021).
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[bookmark: _Toc218256186]BAB IV
[bookmark: _Toc218256187]HASIL DAN PEMBAHASAN
[bookmark: _Toc218256188]4.1 Hasil Pengolahan Sampel
	Sampel teh yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari teh yang beredar di pasaran yaitu serbuk teh hitam (teh bendera),  daun teh oolong (Heizl). Masing-masing teh ditimbang sebanyak 5 g lalu dididihkan air panas kemudian diseduh terlebih dahulu dengan air 1 liter, selama 15 menit. Kemudian air seduhan disaring untuk memisahkan daun dengan air teh. Selanjutnya ditambahkan gula 10% (b/v) dan dilarutkan. Disaring agar air teh bersih. Kemudian air teh dimasukkan ke dalam toples, setelah itu dinginkan. Kemudian air teh sudah dingin dimasukkan SCOBY .Tutup dengan kain dan ikat dengan karet. Kemudian fermentasi selama 21 hari dengan suhu ruang dan tidak boleh langsung terkena sinar matahari. Lalu diambil pada interval tiga hari yaitu hari ke- 9, 12, 15, 18, 21. 
[bookmark: _Toc218256189]4.2 Hasil Skrining Fitokimia
	Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui golongan senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam simplisia teh hitam dan teh oolong. Skrining fitokimia yang dilakukan meliputi pemeriksaan alkaloid, falavonoid, saponin, tanin, steroid/triterpenoid dan glikosida. Hasil skrining simplisia teh hitam dan teh hijau. 



[bookmark: _Toc173417863]
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Tabel 4.1. Hasil Skrining Fitokimia Terhadap Fermentasi Teh Kombucha
	No
	Golongan senyawa kimia
	Simplisia teh hitam
	Simplisia teh   olong

	1. 
	Alkoloid
	−
	−

	2.
	Flavonoid
	+
	+

	3.
	Steroid/triterpenoid
	+
	+

	4.
	Tanin
	+
	+

	5.
	Saponin
	+
	+

	6.
	Glikosida 
	+
	+ 


Keterangan	:
Positif (+)	: Mengandung senyawa
Negatif (-)	: Tidak mengandung senyawa
Tabel 4.1 diatas menunjukkan bahwa hasil skrining fitokimia ttterdapat golongan senyawa metabolit sekunder yang sama didalamnya simplisia teh hitam dan teh oolong yaitu flavonoid, saponin, tanin, glikosida dan streroid. Senyawa alkaloid di tunjukkan dengan tidak adanya endapan putih pada mayer dan endapan coklat kehitaman pada bucharda. Senyawa flavonoid yang ditunjukkan dengan penambahan serbuk magnesium, asam klorida pekat, amil alcohol terbentuk warna jingga. Terdapatnya saponin yang ditunjukkan dengan terbentuknya busa tidak kurang dari 10 menit dan tidak hilang dengan penambahan asam klorida 2 N. busa disebabkan karena senyawa saponin memiliki sifat fisika yaitu mudah larut dalam air dan akan menimbulkan busa Ketika dikocok. Penambahan HCl 2N bertujuan untuk menambahkan kepolaran sehingga gugus hidrifil akan berikatan lebih stabil dan buih yang terbentuk menjadi stabil (Simaremare, 2014). Tanin dengan penambahan pereaksi FeCl3 terjadinya warna hijau kehitaman. Menurut Kusumaningsih et al., (2015) penambahan FeCl3 menghasilkan suatu warna hijau kehitaman karena pereaksi antara tannin dengan FeCl3 membentuk senyawa kompleks. Steroid ditandai dengan timbulnya warna dengan pereaksi liebermean boucharde dan hasil dari uji  steroid didapatkan hasil positif warna merah.
4.3 [bookmark: _Toc218256190][bookmark: _Toc138460835]Pengujian Mutu Fisik
4.3.1.	Pemeriksaan Organoleptis
	Pemeriksaan organoleptis pada the kombucha daun teh oolong dan teh hitam dilakukan untuk mengetahui fisik dari sediaan kombucha yang meliputi warna, aroma, dan rasa. 
	
Uji Organoleptis
	Hasil 

	
	Teh Hitam
	Teh Oolong

	Warna 
	Coklat 
	Kuning 

	Rasa 
	Khas fermentasi
	Khas fermentasi

	Aroma 
	Asam fermentasi 
	Asam fermentasi


Perubahan warna kombucha terjadi seiring berjalannya waktu fermentasi yang disebabkan oleh proses degradasi warna oleh mikroba. Dalam penelitian ini, terlihat perubahan warna kombucha daun teh hitam dari coklat pada hari ke-1 menjadi coklat pekat pada hari ke-21. Dan pada teh oolong dari kuning pada hari ke-1 menjadi lebih kuning cerah. Temuan ini konsisten dengan penelitian lain yang mencatat perubahan lain yang mencatat perubahan warna kombucha dari yang cerah menjadi gelap dengan lamanya waktu fermentasi, yang disebabkan oleh kemampuan konsorsium mikroba dalam mendegradasi warna (sintyadewi dan widnyani,2021).
	Aroma teh kombucha teh dan teh oolong mengalami transformasi seiring berjalnnya waktu fermentasi. Aroma awal yang khas dari teh yang bersifat manis secara perlahan berubah menjadi aroma kombucha yang asam dan kuat. Perubahan dalam aroma disebabkan oleh pembentukan senyawa volatil yang timbul sebagai hasil dari prosess metabolism gula yang dilakukan oleh bakteri dan ragi selama fermentasi (sintyadewi dan widnyani, 2021). Kombucha yang mengalami fermentasi pada suhu yang berbeda menunjukkan kesamaan dalam aroma.
	Observasi terhadap rasa kombucha mengungkapkan perbedaan hasil antara ketiga kondisi suhu fermentasi. Kombucha yang mengalami fermentasi pada suhu 30℃ menunjukkan rasa yang lebih asam dibandingkan dengan kombucha yang mengalami fermentasi pada suhu 18 dan 25 ℃. Perbedaan ini disebabkan oleh laju fermentasi yang lebih tinggi pada suhu 30℃ dibandingkan dengan suhu 25℃. Selain itu, seiring berjalannya waktu fermentasi, rasa kombucha cenderung semakin asam. Hal ini disebabkan oleh memecahan gula (sukrosa) oleh ragi menjadi senyawa asam, termasuk asam asetat, asam laktat, asam glukonat, glukuronat, dan enzim invertase selama proses fermentasi ( Lestari dan sa’diyah,2020).	
	Dari hasil yang didapat, dapat disimpulkan bahwa suhu fermentasi tidak memengaruhi perubahan sifat organoleptis pada teh kombucha daun teh. Namun, lama waktu fermentasi memiliki pengaruh yang signifikan terhadap perubahan sifat organoleptis pada teh kombucha daun teh hitam dan teh oolong.






4.3.2. [bookmark: _Toc218256191]Pemeriksaan Derajat Keasaman (pH)
[bookmark: _Toc218256192]Hasil Uji pH Teh Hitam
Hasil uji pH pada fermentasi teh hitam dan teh oolong dapat dilihat pada tebel sebagai berikut.
[bookmark: _Toc173417864]Tabel 4.2. Hasil Uji pH Teh Hitam
	No
	Masa Panen
	F1
	F2
	F3
	Hasil Uji pH

	1
	 Hari ke-9
	3,48
	3,44
	3,38
	3,43

	2
	Hari ke-12
	3,38
	3,44
	3,36
	3,39

	3
	Hari ke-15
	3,44
	3,38
	3,23
	3,35

	4
	Hari ke-18
	3,36
	3,36
	3,23
	3,31

	 5
	Hari ke-21
	3,36
	3,36
	3,23
	3,31


[bookmark: _Toc218256193]4.3.2		Hasil Uji pH Teh Oolong
[bookmark: _Toc173417865]Tabel 4.3. Hasil Uji pH oolong 
	No 
	Masa Panen
	F1
	F2
	F3
	Hasil Uji pH

	1
	Hari ke-9
	3,49
	3,52
	3,33
	3,45

	2
	Hari ke-12
	3,57
	3,44
	3,23
	3,41

	3
	Hari ke-15
	3,52
	3,33
	3,23
	3,36

	4
	Hari ke-18
	3,42
	3,36
	3,23
	3,34

	5
	Hari ke-21
	3,42
	3,36
	3,23
	3,34




[bookmark: _Toc173416847]Gambar 4.1. Grafik pH


Keterangan :
	Pada gambar 4.1 dapat dilihat nilai pada teh oolong hari ke-9 memiliki pH 3,45, pada hari ke-12 yaitu pH 3,41, pada hari ke-15 memiliki pH 3,36, pada hari ke-18 dan ke-21 memiliki pH 3,34. Sedangkan pada teh hitam hari ke-9 memiliki pH 3,43, pada hari ke-12 yaitu pH 3,39, pada hari ke-15 memiliki pH 3,35, pada hari ke-18 dan ke-21 memiliki pH 3,31. Penurunan pH yang signifikan yang terjadi dikarenakan mikroba kombucha yang sedang mengalami fase stationer dimana pada fase ini khamir memproduksi etanol dan bakteri simbionnya menggunakan etanol untuk memproduksi asam asetat sehingga terjadi penumpukan metabolit yang dapat menurunkan nilai pH kombucha. Penurunan pH ini kemudian dapat mengganggu pertumbuhan bakteri karena lingkungan yang tidak sesuai untuk bertahan hidup. 
penurunan nilai pH dapat terjadi karena adanya proses sintesis gula yang dilakukan khamir menjadi etanol lalu dirombak oleh bakteri asam asetat menjadi asam organik seperti asam glukonat dan asam asetat yang akan mengakibatkan penurunan pH kombucha. Asam asetat berperan atas aroma asam dan rasa seperti cuka yang dimiliki kombucha. (Sreeramulu et al., 2000).
	rasa asam pada kombucha adalah hasil dari interaksi antara ragi dan bakteri yang mengubah gula menjadi etanol, lalu mengonversi etanol tersebut menjadi asam asetat dan berbagai asam organik lainnya selama proses fermentasi.
[bookmark: _Toc218256194]4.4.	Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan
4.4.1 [bookmark: _Toc218256195]Hasil Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH
Radikal DPPH yang memiliki elektron tidak berpasangan memiliki warna komplementer ungu violet dengan absorbansi maksimum pada panjang gelombang 515-520 nm dengan pelarut metanol (Rohmaniyah, 2016). Larutan DPPH dengan kosentrasi 40 µg/mL yang sudah diinkubasi di tempat gelap selama 15 menit pada suhu 37°C diukur dan diperoleh panjang gelombang maksimum 516.50 nm.
4.4.2	Hasil Penentuan Operating Time
Penentuan Operating Time (waktu kerja) bertujuan untuk mengetahui waktu yang tepat dibutuhkan oleh radikal DPPH untuk mendapatkan waktu pengerjaan larutan yang stabil. Waktu kerja ditunjukkan dengan nilai absorbansi konstan yang diperoleh pada pengukuran rentang waktu tertentu selama 0-60 menit dapat dilihat pada lampiran 19.
Hasil penentuan Operating Time dari larutan DPPH dengan konsentrasi 40 µg/mL didapatkan absorbansi 0,982 pada menit ke 25 sampai menit ke 28. Maka pada menit tersebut waktu kerja yang baik untuk dilakukan pengukuran sampel berbagai konsentrasi.
4.4.3 [bookmark: _Toc218256196][bookmark: _Toc167600341]Hasil Pengukuran Antioksidan Varian Seduhan Teh  dan Varian Teh
Kombucha (Teh Hitam, dan Teh Oolong)
[bookmark: _Hlk107299552]Hasil dari pengukuran aktivitas antioksidan pada varian seduhan teh dan varian teh kombucha dilakukan pada masing-masing konsentrasi yaitu 18, 26, 34, 42, dan 50 µg/ml, kemudian ditambahkan larutan DPPH (200 µg/ml) dan diinkubasi selama 25  menit. Kemudian diukur serapannya pada panjang gelombang maksimum 516 nm. Hasil absorbansi dari masing-masing sampel dapat dilihat pada lampiran .
Tujuan diinkubasi karena reaksi berjalan lambat sehingga sampel membutuhkan waktu untuk dapat bereaksi dengan radikal bebas DPPH. Proses berjalannya reaksi tersebut ditandai dengan perubahan warna sampel teh kombucha yang awalnya ungu menjadi warna kuning. Perubahan warna tersebut menandakan pada masing-masing konsentrasi memiliki kemampuan sebagai antioksidan. Radikal bebas DPPH yang memiliki elektron tidak berpasangan akan memberikan warna ungu. Pada saat elektronnya berpasangan warna larutan akan berubah menjadi kuning. Perubahan intensitas warna ungu menjadi kuning karena karena adanya peredaman radikal bebas yang dihasilkan oleh bereaksinya molekul DPPH dengan atom hidrogen yang dilepas oleh molekul senyawa sampel sehingga terbentuk senyawa diphenyl picrylhydrazil. Reaksi ini menyebabkan terjadinya peluruhan warna dari ungu menjadi kuning. Perubahan warna tersebut menyebabkan penurunan nilai absorbansi pada setiap peningkatan konsentrasi (Abdulkadir, 2021).
4.4.4 [bookmark: _Toc167600342][bookmark: _Toc218256197]Hasil Analisis Peredaman Radikal Bebas DPPH
Kemampuan aktivitas antioksidan tiap sampel di ukur pada menit ke 15 sebagai penurunan serapan larutan radikal bebas DPPH (peradaman radikal bebas) akibat adanya penambahan larutan sampel, nilai serapan larutan radikal bebas DPPH sebelum dan sesudah penambahan larutan sampel dihitung sebagai persen peredaman. Hasil analisis yang telah dilakukan, diperoleh nilai persen peredaman pada masing-masing konsentrasi.
4.4.5 [bookmark: _Toc218256198]Hasil Analisis Peredaman Radikal Bebas  Sampel Teh Hitam
[bookmark: _Toc173417866]Tabel 4.4. Hasil Analisis Peredaman Radikal Bebas  Sampel dan Vitamin C
	Larutan Uji
	Konsentrasi Larutan Uji (ppm)
	% Peredaman              Teh Hitam 

	

Hari ke- 9 

	0 % (Blanko)        
18
26
34
42
50                
	0 %
27,4014 
30,2325 
40,0404 
49,0394 
52,2750 

	

Hari ke- 12
	0 % (Blanko)        
18
26
34
42
50                
	0 %
23,3063 
23,8827 
33,4175 
44,5803 
59,3933 

	

Hari ke- 15
	0 % (Blanko)        
18
26
34
42
50                
	0 %
29,1405 
36,1678 
41,0010 
45,3387 
53,1243  

	

Hari ke- 18
	0 % (Blanko)        
18
26
34
42
50                
	0 %
44,9443 
46,5116 
50,4752 
55,0960 
60,0606 

	

Hari ke- 21
	0 % (Blanko)        
18
26
34
42
50                
	0 %
43,8081 
52,6794 
59,8584 
70,0101 
75,2679 

	Vitamin C
	0 % (Blanko)
1
2
3
4
5
	0 %
25,99 
33,18 
46,72 
57,36 
76,33  


Berdasarkan Tabel 4.5 diatas dapat disimpulkan bahwa semakin kecil konsentrasi larutan uji maka semakin kecil persen peredaman DPPH. Tinggi rendahnya aktivitas antioksidan dipengaruhi oleh berbagai faktor diantaranya adalah sifatnya yang mudah rusak bila terpapar oksigen, cahaya, suhu tinggi, dan pengeringan.




4.4.6 [bookmark: _Toc218256199]Hasil Analisis Peredaman Radikal Bebas  Sampel Teh Oolong
[bookmark: _Toc173417867]Tabel 4.5. Hasil Analisis Peredaman Radikal Bebas  Sampel dan Vitamin C
	Larutan Uji
	Konsentrasi Larutan Uji (ppm)
	% Peredaman              Teh Olong 

	

Hari ke- 9 

	0 Blanko        
18
26
34
42
50                
	0 %
30,6774 
35,8139 
41,6076 
49,3326 
52,5682 

	

Hari ke- 12
	0 Blanko        
18
26
34
42
50                
	0 %
58,2912 
63,4479 
72,3660 
75,2982 
79,3933 

	

Hari ke- 15
	0 Blanko        
18
26
34
42
50                
	0 %
27,7249 
35,7633 
43,9838 
48,6349 
50,5460 

	

Hari ke- 18
	0 Blanko        
18
26
34
42
50                
	0 %
30,6572 
37,4620 
47,7755 
55,6825 
62,2024 

	

Hari ke- 21
	0 Blanko        
18
26
34
42
50                
	0 %
30,3842 
38,2204 
47,8159 
54,1456 
58,8978 

	Vitamin C
	0 % (Blanko)
1
2
3
4
5
	0 %
25,99 
33,18 
46,72 
57,36 
76,33  


[bookmark: _Toc167600343]Berdasarkan Tabel 4.5 diatas dapat disimpulkan bahwa semakin kecil konsentrasi larutan uji maka semakin kecil persen peredaman DPPH. Tinggi rendahnya aktivitas antioksidan dipengaruhi oleh berbagai faktor diantaranya adalah sifatnya yang mudah rusak bila terpapar oksigen, cahaya, suhu tinggi, dan pengeringan.
[bookmark: _Toc218256200]4.4.7	Hasil Analisis Nilai IC50
Aktivitas antioksidan pada metode DPPH dinyatakan dengan IC50 (Inhibitory Concentration) dimana IC50 merupakan bilangan yang menunjukkan kosentrasi sampel (ppm) yang mampu meredam radikal bebas sebesar 50%. Semakin kecil nilai IC50  menunjukkan semakin tinggi aktivitas peredaman radikal bebasnya. Sebaliknya, jika nilai IC50 semakin besar maka semakin rendah pula aktivitas peredaman radikal bebasnya. Aktivitas antioksidan dapat dibagi menjadi kategori sangat kuat, kuat, sedang, lemah, dan sangat lemah. Antioksidan dikatakan sangat kuat apabila memiliki nilai IC50 kurang dari 50 µg/ml, antioksidan dikategorikan kuat jika memiliki nilai IC50 50-100 µg/ml, antioksidan dikategorikan sedang jika memiliki nilai IC50 100-150 µg/ml, antioksidan dikategorikan lemah jika memiliki nilai IC50 151-200 dan nilai IC50 lebih dari 200 µg/ml merupakan antioksidan berkategori sangat lemah.
Nilai IC50 diperoleh persamaan regresi linier yang menyatakan hubungan antara konsentrasi sampel uji dengan persen peredaman DPPH sebagai parameter aktivitas antioksidan, dimana konsentrasi larutan uji (ppm) sebagai absis (sumbu x) dan nilai % peredaman sebagai ordinat (sumbu y). Hasil analisis nilai IC50 uji akti vitas antioksidan seduhan teh (teh hitam,teh hijau dan teh oolong), teh kombucha berbahan dasar teh hitam, teh hijau, dan teh oolong dan vitamin C dapat dilihat pada berikut.



[bookmark: _Toc173417868]Tabel 4.6. Hasil Analisis Nilai IC50 Uji Akt vitas Antioksidan Teh Hitam dan Teh Oolong
	No
	Larutan Uji
	Persamaan Regresi
	IC50
	Kategori

	1
	Hari ke- 9 Teh Hitam
	y = 1,0453x + 3,548
	51,2273
	Kuat

	2
	Hari ke- 12 Teh Hitam
	y = 1,1157x + (-0,8481)
	45,5750
	Kuat

	3
	Hari ke- 15 Teh Hitam
	y = 1,0088x + 5,5461
	55,0615
	Kuat

	4
	Hari ke- 18 Teh Hitam
	y = 1,0102x + 14,2256
	63,5771
	Kuat

	5
	Hari ke- 21 Teh Hitam
	y = 1,1678x + 17,182
	57,5286
	Kuat

	6
	Hari ke- 9 Teh Oolong
	y = 1,0281x + 5,287
	53,7758
	Kuat

	7
	Hari ke- 12 Teh Oolong
	y = 1,5024x + 15,5648
	43,6400
	Kuat

	8
	Hari ke- 15 Teh Oolong
	y = 1,0223x + 5,477
	54,2668
	Kuat

	9
	Hari ke- 18 Teh Oolong
	y = 4,9492x + (-101,2636)
	30,5632
	Sangat kuat

	10
	Hari ke- 21 Teh Oolong
	y = 1,1762 x + 4,9333
	46,7040
	Kuat

	11
	Vitamin C
	    = 13,979x + 4,9806
	3,22 ppm
	


	

[bookmark: _Toc173416848]Gambar 4.2 Grafik Antioksidan
[bookmark: _Hlk107300273]Berdasarkan Tabel 4.5 menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan pada sampel teh hitam dan teh oolong mempunyai nilai IC50 secara berturut-turut sebesar . Dimana teh hitam pada hari ke-9 yaitu 51,2273 ppm, pada hari ke-12 yaitu 45,5750 ppm pada hari ke-15 yaitu 55,0615 ppm, pada hari ke-18 yaitu 63,5771 ppm, dan pada hari ke-21 yaitu 57,5286 ppm.Sedangkan kombucha teh oolong memiliki nilai IC50 secara berturut-turut pada hari ke-9 yaitu 53,7758 ppm, pada hari ke-12 yaitu 43,6400 ppm, pada hari ke-15 yaitu 54,2668 ppm, pada hari ke-18 yaitu 30,5632 ppm dan pada hari ke-21 yaitu 46,7040 ppm. Pada pengukuran vitamin C (3,22 ppm) sebagai pembanding memiliki aktivitas antioksidan kategori sangat kuat (Alamanda, 2018).
Hal ini dipengaruhi oleh kadar fenolik dan flavonoid yang, semakin meningkat seiring lamanya fermentasi namun dalam kondisi larutan asam lemah. Larutan sampel yang semakin asam karena terdapat aktivitas dari bakteri yang mengubah alkohol menjadi berbagai kandungan asam seperti asam sitrat, asam glukonat, asam malat, dan asam laktat. Senyawa fenolik dan flavonoid dalam suasana asam lemah akan menjadi lebih stabil sehingga proton yang dapat berikatan 
dengan DPPH sulit dilepaskan. Hal inilah yang mengakibatkan penurunan aktivitas 
antioksidannya.Tinggi rendahnya aktivitas antioksidan yang dihasilkan oleh kombucha juga dipengaruhi oleh jenis teh yang digunakan. Jenis teh memberikan pengaruh terhadap kadar antioksidan. Penelitian ini menunjukkan bahwa kombucha teh hitam memiliki aktivitas antioksidan yang lebih rendah dibandingkan kombucha teh oolong. Hal ini karena teh hitam memiliki senyawa theastavin dan thearubigin yang bersifat antimikroba, sehingga pembentukan karbondioksida dan air oleh yeast tidak maksimal. Sedangkan pada teh hijau tidak terdapat senyawa tersebut sehingga pembentukan karbondioksida dan air oleh yeast tetap maksimal. (Fauzan, 2019).
[bookmark: _Hlk176169214]Salah satu senyawa metabolit sekunder yang dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan yaitu flavonoid. Flavonoid merupakan antioksidan eksogen yang mengandung gugus fenolik dan telah dibuktikan bermanfaat dalam mencegah kerusakan sel akibat stress oksidatif. Senyawa flavonoid tersebut bertindak sebagai penangkap radikal bebas karena gugus hidroksil yang dikandungnya mendonorkan hydrogen kepada radikal bebas. Senyawa tersebut mampu menetralisir radikal bebas dengan memberikan elektron kepada ra dikal bebas sehingga atom dengan elektron yang tidak berpasangan mendapat pasangan elektron dan tidak lagi menjadi radikal (Silalahi, 2006).
[bookmark: _Toc218256201]4.5.	Hasil Aktivitas Antibakteri 
	Uji aktivitas antibakteri daun teh hitam dan teh oolong dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan kertas cakram. Metode ini dipilih karena memiliki cara dan alat yang sederhana dan biaya yang lebih terjangkau dibandingkan dengan metode lainnya. (Mozer, 2015).
	Hasil uji aktivitas antibakteri daun teh hitam dan teh oolong menunjukkan adanya zona hambat terhadap  staphyloccus aureus dan Escherichia coli, semangkin lama masa fermentasi menghasilkan diameter daerah hambat yang semakin besar. Hasil pengukuran diameter daerah hambat fermentasi kombucha berbahan dasar teh hitam dan eh oolong dapat dilihat pada tabel 4.7.
[bookmark: _Toc218256202]4.5.1 Hasil uji aktivitas antibakteri fermentasi teh oolong pada Esherichia Coli
[bookmark: _Toc173417869]Tabel 4.7. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Fermentasi Teh oolong Pada Esherichia Coli
	No
	Hari Masa Panen
	Diameter Zona Hambat
	Rata – Rata

	
	
	 P1
	P2
	P3
	

	1
	9
	12,8
	12,9
	10,8
	12,16

	2
	12
	13,1
	14,0
	11,2
	12,76

	3
	15
	14,3
	15,0
	12,7
	14

	4
	18
	14,8
	16,0
	13,7
	14,83

	5
	21
	15,2
	17,0
	14,9
	15,7

	6
	Kontrol (-)
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	7
	Kontrol (+)
	30,8
	29,4
	28,7
	29,63




Keterangan:
Masa Panen: Pengambilan sambel
P1 : fermentasi ke-9
P2 : Fermentasi ke-12
P2 : Fermentasi ke-15
P2 : Fermentasi ke-18
P2 : Fermentasi ke-21
Kontrol (-) :  Aquadest
Kontrol (+) : Kramfenikol
	Berdasarkan  dari Tabel 4.7 dapat dilihat diameter zona hambat dari masing-masing. Diameter zona hambat masing-masing hari memiliki variasi zona hambat terhadap fermentasi teh kombucha. Sesuai hasil SPSS menggunakan analisis varian  one way (ANOVA) sehingga didapatkan pada hari ke 22 menunjukkan zona daya hambat paling besar dibandingkan pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 hari. Zona hambat rata-rata pada hari ke-10 yaitu 12,16 mm, pada hari ke-13 yaitu 12,76 mm, pada hari ke-16 yaitu 14 mm dan pada hari ke-19 yaitu 14,83 dan pada hari ke-22 yaitu 15,7mm. Sedangkan kontrol positif menggunakan kloranfenikol diperoleh 29,63 mm dan kontrol negatif yaitu 0,0 mm. Dari data yang terterta diatas menunjukkan bahwa fermentasi teh kombucha berbahan dasar teh hitam dan teh oolong mampu menghambat bakteri dengan memberikan zona hambat pada pengujian terhadap bakteri Esherichia Coli dan Staphylococcus Aureus. Hal ini dikarenakan fermentasi teh kombucha mengandung metabolit sekunder yang berfungsi sebagai antimikroba.
[bookmark: _Toc218256203]4.5.2	Hasil uji aktivitas antibakteri fermentasi teh hitam pada Staphylococcus Aureus
[bookmark: _Toc173417870]Tabel 4.8. Hasil uji Aktivitas Antibakteri Fermentasi Teh Hitam Pada Staphylococcus     Aureus
	No
	Masa Panen  ( Hari )
	Diameter Zona Hambat (mm)
	Rata – Rata (mm)

	
	
	P1
	P2
	P3
	

	1
	9
	11,4
	9,1
	9,8
	10,1

	2
	12
	12,2
	9,8
	10,5
	10,83

	3
	15
	13,1
	11,0
	11,4
	11,83

	4
	18
	14,0
	12,2
	13,0
	13,06

	5
	21
	14,9
	13,2
	14,0
	14,03

	6
	Kontrol (-)
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	7
	Kontrol (+)
	31,3
	28,7
	27,5
	29,16


Keterangan:
Masa Panen: Pengambilan sambel
P1 : fermentasi ke-9
P2 : Fermentasi ke-12
P2 : Fermentasi ke-15
P2 : Fermentasi ke-18
P2 : Fermentasi ke-21 
Kontrol (-) :  Aquadest
Kontrol (+) : Kramfenikol
Berdasarkan  dari Tabel 4.8 dapat dilihat diameter zona hambat dari masing-masing. Diameter zona hambat masing-masing hari memiliki variasi zona hambat terhadap fermentasi teh kombucha. Sesuai hasil SPSS menggunakan analisis varian  one way (ANOVA) sehingga didapatkan pada hari ke-21 menunjukkan zona daya hambat paling besar dibandingkan pada hari ke-9, 12, 15, dan 18 hari. Semakin lama fermentasi maka semakin bagus dalam menghambat pertumbuhan bakteri dikarenakan Kombinasi bakteri dan ragi yang mengandung senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam kombucha dapat meningkatkan fungsinya sebagai agen antibakteri patogen. Mekanisme selulernya adalah menghancurkan komponen peptidoglikan di dalam dinding sel bakteri Gram positif dan Gram negatif. (Rezaldi, 2021). Sedangkan kontrol positif menggunakan kloranfenikol diperoleh 29,16 mm dan kontrol negatif yaitu 0,0 mm. Dari data yang terterta diatas menunjukkan bahwa fermentasi teh kombucha berbahan dasar teh hitam dan teh oolong mampu menghambat bakteri dengan memberikan zona hambat pada pengujian terhadap bakteri Esherichia Coli dan Staphylococcus Aureus. Hal ini dikarenakan fermentasi teh kombucha mengandung metabolit sekunder yang berfungsi sebagai antimikroba.  
	Hasil uji aktivitas antibakteri pada fermentasi teh kombucha berbahan dasar teh hitam dan teh oolong terhadap bakteri Esherichia Coli dan Staphylococcus Aureus dapat dilihat bahwa Esherichia Coli memiliki zona hambat sangat kuat dibandingkan dengan teh oolong pada bakteri Staphylococcus Aureus.
[bookmark: _Toc218256204]	Berdasarkan Tabel 4.8  daun teh hitam dan teh oolong mengadung senyawa flavanoid, steroid, tanin, saponin, dan glikosida yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri berdasarkan pada denaturasi protein sel bakteri hingga akhirnya menyebabkan kematian sel (robinson, 1995). Tanin  memiliki aktifitas antibakteri yang berhubungan dengan kemampuannya untuk menginaktifkan adhesin sel mikroba juga menginnaktifkan enzim, dan menggangu transport protein pada lapisan sel dalam (Ngajow et al., 2013). Mekanisme kerja steroid sebagai antibakteri adalah dengan cara merusak 
[bookmark: _Toc218256205]membran sel bakteri (Monalisa, et al., 2011). Metabolit sekunder saponin bersifat antibakteri karena dapat mengganggu permeabilitas dari membran sel sehingga transport sel terganggu serta meyebabkan sel menjadi lisis (Herwandi, et al. 2019).
[bookmark: _Toc218256206]Pemilihan kloramfenikol sebagai kontrol positif digunakan dengan mekanisme kerja menghambat pertumbuhan DNA yang mengakibatkan penghambatan terdapat pertumbuhan sel bakteri.
[bookmark: _Toc218256207]	Perbedaan besarnya zona hambat disebabkan oleh karena adanya perbedaan lama fermentasi atau kandungan zat aktifnya antibakteri yang terkandung di dalamnya serta kecepatan difusi bahan antibakteri ke dalam medium media agar. Faktor- faktor lain yang dapat mempengaruhi terbentukknya zona hambat adalah kepekaan pertumbuhan bakteri, reaksi antara bahan zat aktif dengan medium dan suhu inkubasi. Terbentuknya zona bening menunjukkan adanya penghambatan terhadap staphyloccus aureus dan escherichia coli. Berdasarkan hasil uji statistik dengan ANOVA menunjukkan bahwa fermentasi teh kombucha berbahan dasar teh hitam dan teh oolong berpengaruh dalam menghambat bakteri staphyloccus aureus dan escherichia coli. Hal ini disebabkan teh kombucha mengandung senyawa metabolit sekunder yang mempunyai aktivitas antibakteri.
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[bookmark: _Toc218256208]BAB V
[bookmark: _Toc173415003][bookmark: _Toc218256209]KESIMPULAN DAN SARAN
[bookmark: _Toc218256210]5.1 KESIMPULAN
1. [bookmark: _Toc173414773]Pada teh kombucha berbahan dasar teh hitam, dan teh oolong memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 secara berturut Dimana teh hitam pada hari ke-9 yaitu 51,2273 ppm, hari ke-12 yaitu 45,5750 ppm, hari ke-15 yaitu 55,0615 ppm, hari ke-18 yaitu 63,5771 ppm , dan hari ke-21 yaitu 57,5286  ppm. Sedangkan kombucha teh oolong memiliki nilai IC50 secara berturut-turut pada hari ke-9 yaitu 53,7758 ppm, hari ke-12 yaitu 43,6400 ppm, hari ke-15 yaitu 54,2668 ppm, hari ke-18 yaitu 30,5632 ppm dan hari ke-21 yaitu 46,7040 ppm. Pada pengukuran vitamin C (3,22 ppm) sebagai pembanding memiliki aktivitas antioksidan kategori sangat kuat.
2. [bookmark: _Toc173414774]Pada aktivitas antibakteri fermetasi teh hitam dan teh oolong menunjukkan bahwa pada teh oolong menggunakan bakteri Esherichia Coli memiliki zona daya hambat paling besar pada dihari ke- 21 dibandingkan pada pada teh hitam dengan bakteri Staphylococcus Aureus pada hari ke-21.
3. [bookmark: _Toc10850][bookmark: _Toc173414775][bookmark: _Toc218256211]Pada aktivitas antioksidan lama fermentasi memiliki pengaruh terhadap IC50  karena dalam proses fermentasi terbentuk metabolit dari aktivitas mikroorganisme yang dapat mengubah IC50 sehinnga penurunannya tidak stabil
[bookmark: _Toc218256212]5.2 SARAN
Diharapkan kepada penelitian selanjutnya untuk dapat menguji aktivitas antioksidan dengan varian teh lainnya untuk mengetahui kadar fenolik dan khasiat bagi kesehatan.
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Lampiran 1. Surat Bebas Laboratorium
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Lampiran 2. Bagan Alir Pembuatan Teh Kombucha
       Teh Hitam
      Teh Oolong




       Dididihkan 1 L air


Ditambahkan gula 10%


Ditambahkan stater SCOBY


Setelah dingin ditutupkan menggunakan kain lalu diikat dengan karet


Difermentasi selama 21, lalu diambil dihari ke- 9, 12, 15, 18,21.
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Lampiran 2. Bagan Alir Skrining Fitokimia Teh Hitam Dan Teh Oolong
[bookmark: _Toc175743176][bookmark: _Toc218256215][bookmark: _Toc173415008]Skirining fitokima

[bookmark: _Toc175743177][bookmark: _Toc218256216]Serbuk teh hitam dan oolong
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Golongan steroid
Golongan tanin
Golongan glikosida
Golongan flavonoid



 










[bookmark: _Toc173419470]Lampiran 3. Hasil Skrining Fitokimia The Hitam Dan Oolong
	Golongan senyawa
	Teh Hitam
	Teh Oolong
	Hasil Uji
	Keterangan 

	


Alkaloid 
	[image: ]
	[image: ]
	        

     
        (-)
	-  Mayer tidak terbentuk endapan             - dragendrof tidak terbentuk endapan            - bouchardat tidak terbentuk endapan

	

Flavonoid
	[image: ]
	[image: ]
	

       (+)
	
Terjadi perubahan warna jingga pada amil alcohol

	

Steroid 
	[image: ]
	[image: ]
	

       (+)
	

Terbentuknya warna hijau

	

Tanin
	[image: ]
	[image: ]
	

      (+)
	
Terbentuknya warna hijau kehitaman

	

Saponin 
	[image: ]
	[image: ]
	

      (+)
	
Terbentuknya busa setinggi 1-3 cm

	

Glikosida 
	[image: ]
	[image: ]
	     

     (+)
	

Terdapatnya cincin ungu
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Lampiran 4. Bagan Alir Penentuan Larutan Induk Baku DPPHSebuk DPPH



					   Ditimbang 10 mg 
					   Dimasukkan ke dalam labu tentukur 50 ml 
					   Dilarutkan dengan methanol,
   volumenya dicukupkan hingga tanda batas
					   Dihomogenkan 
					    Larutan baku DPPH (200 µg/ml)


		

Dipipet 1 ml
Dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 ml 
Dicukupkan dengan metanol hingga tanda
batas		Larutan blanko 40 µg/ml




Penentuan Panjang gelombang


Penentuan operating time



 Diukur serapannya pada panjang gelombang 516 nm selama 60 menit

Diukur serapannya pada panjang 
            gelombang 400-800 nm
Panjang gelombang maksimum 516 nm


Operating time pada waktu 25-28 menit



[bookmark: _Toc173419472]

Lampiran 5. Pembuatan Absorbansi DPPH Setelah Penambahan Sampel
Dipipet 1 ml sampel

						Didalam labu 50 ml
Ditambahkan 1 ml DPPH

Ad dengan metanol



Diukur menggunakan alat spektrofotomete UV-Vis


IC50














Lampiran 6. Aktivitas Antioksidan Metode DPPH Pada Asam Askorbat Sebagai       Pembanding
Serbuk Asam Askorbat



· ditimbang sebanyak 50 gr dimasukkam kedalam labu ukur 50 ml
· ditambahkan denga etanol 96% sampai garis tanda
· dihomogenkan
Larutan serbuk asam askorbat konsentrasi 1000 ppm


· dipipet sebanyak 5 mL dimasukkan kedalam labu ukur 50 mL.
· Dicukupkan volumenya dengan etanol 96%  sampai tanda batas
Larutan serbuk asam askorbat konsentrasi 1000 ppm




· Dipipet 0,1;0,2;0,3;0,4;0,5 mL dimasukkan masing-masing kedalam labu ukur 10 mL
· Ditambahkan 2 mL DPPH, dicukupkan volumenya dengan etanol 96% hingga garis tanda batas
· Diukur absorbanya pada panjang gelombang 516,50 nm.
Nilai IC50


[bookmark: _Toc173419473]Lampiran 7. Hasil Penentuan Kurva Serapan Maksimum Larutan DPPH Dalam Metanol Secara Spektrofotometer UV-Vis
[image: ]
	No
	                     Wavelenght
	        Absorbansi

	1
	                           516.50
	           0.989
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Lampiran 8. Hasil Pengukuran Operating Time Larutan DPPH
[image: ]
[image: ]
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Lampiran 9. Perhitungan Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Teh Kombucha Berbahan   Teh Hitam dan Teh Oolong
1. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh hitam 9 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,718
	27,4014 
	

51,2273

	26
	0.989
	0,69
	30,2325 
	

	34
	0.989
	0,593
	40,0404 
	

	42
	0.989
	0,504
	49,0394 
	

	50
	0.989
	0,472
	52,2750 
	



% Peredaman   =  × 100%
Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 27,4014 %
Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 30,2325 %
Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 40,0404 %
Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 49,0394 %
Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 52,2750%




 Tabel Data Perhitungan IC50 
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	27,4014
	493,2252
	324
	750,8367

	26
	30,2325
	786,045
	676
	914,0040

	34
	40,0404
	1361,3436
	1,156
	1603,2336

	42
	49,0394
	2059,6548
	1,764
	2404,8627

	50
	52,2750
	2613,75
	2,500
	2732,6756

	X =170
X̄ =28,3333
	198,9887
Ȳ =33,1647
	∑XY =7314,0486 
	∑X2 =6420 
	∑Y2 =8405,6126 



  
 
 
 = 
 = 
 = 1,0453 
b =  y - ax
= 33,1647 – 1,0453 ( 28,3333)
= 33,1647 – 29,6167
= 3,548
y = ax + b
y = 1,0453x + 3,548
r 





r = 0,9849
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,0453x + 3,548
50 + 3,548 =  1,0453
53,548 : 1,0453
X = 51,2273






2. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Hitam 12 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,7585
	23,3063 
	

45,5750 

	26
	0.989
	0,7628
	23,8827
	

	34
	0.989
	0,6585
	33,4175 
	

	42
	0.989
	0,5481
	44,5803 
	

	50
	0.989
	0,4016
	59,3933
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 23,3063 %
2. Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 23,8827 %
3. Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 33,4175 %
4. Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 44,5803 %
5. Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 59,3933 %





 Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	23,3063
	493,2252
	324
	543,1836

	26
	23,8827
	786,045
	676
	570,3833

	 34
	33,4175
	1361,3436
	1,156
	1116,7293

	42
	44,5803 
	2059,6548
	1,764
	1987,4031

	50
	59,3933 
	2613,75
	2,500
	3527,5640

	X =170
X̄ =28,3333
	184,5801
Ȳ =30,7633
	∑XY =7018,6962 
	∑X2 =6420 
	∑Y2 =7745,2633 



  
 
 
 = 
 = 
 = 1,1157
b =  y - ax
= 30,7633 – 1,1157 ( 28,3333)
= 30,7633– 31,6114
= −0,8481
y = ax + b
y = 1,1157x + (- 0,8481)
r 





r = 0,9826
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,1157x + (-0,8481)
50 = 1,1157 x −0,8481
50 + 0,8481 =1,1157x
50,8481 : 1,1157
X = 45,5750





3. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Hitam 15 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,7008
	29,1405 
	

55,5750

	26
	0.989
	0,6313
	36,1678 
	

	34
	0.989
	0,5835
	41,0010 
	

	42
	0.989
	0,5406
	45,3387 
	

	50
	0.989
	0,4636
	53,1243
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 29,1405 %
2. Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 36,1678 %
3. Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 41,0010%
4. Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 45,3387 %
5. Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 53,1243%







Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	29,1405
	493,2252
	324
	849,1687

	26
	36,1678
	786,045
	676
	1308,1097

	34
	41,0010
	1361,3436
	1,156
	1681,0820

	42
	45,3387
	2059,6548
	1,764
	2055,5977

	50
	53,1243
	2613,75
	2,500
	2822,1912

	X =170
X̄ =28,3333
	
Ȳ =34,1287
	∑XY =7419,3662 
	∑X2 =6420 
	∑Y2 =8716,1493 



  
 
 
 = 
 =  = 1,1157
b =  y - ax
= 34,1287 – 1,0088 ( 28,3333)
= 34,1287– 28,5826
= 5,5461
y = ax + b
y = 1,0088nx + (5,5461)
r 






r = 1,0088
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,0088 x + 5,5461
50 + 5,5461 = 1,0088 x
50 + 5,5461 =1,0088 x
55,5461 = 1,0088 x
r = 55,0615



4. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Hitam 18 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,5445
	44,9443
	

63,5771

	26
	0.989
	0,529
	46,5116
	

	34
	0.989
	0,4898
	50,4752
	

	42
	0.989
	0,4441
	55,0960
	

	50
	0.989
	0,395
	60,0606
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 44,9443 %
2. Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 46,5116 %
3. Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 50,4752 %
4. Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 55,0960 %
5. Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 60,0606 %






Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	44,9443
	808,9947
	324
	2019,9901

	26
	46,5116
	1209,3016
	676
	2163,3289

	34
	50,4752
	1716,1568
	1,156
	2547,7458

	42
	55,0960
	2314,032
	1,764
	3035,5692

	50
	60,0606
	3003,03
	2,500
	3607,2756

	X =170
X̄ =28,3333
	
Ȳ = 42,8479
	∑XY = 9051,5178 
	∑X2 =6420 
	∑Y2 = 13373,9096



  
 
 
 = 
 =  = 1,0102
b = y – aX̄
b = 42,8478 – 1,0102 (28,3333)
b = 42,8478 – 28,6222
b =  14,2256
y = ax + b
= 1,0102 x + 14,2254
r 






r = 0,9089
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,0102 x + 14,2265
50 + 14,2256 = 1,0102 x
64,2256 = 1,0102 x
=  
= 63,5771



5. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Hitam 21 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,5558
	43,8018 
	

57,5286

	26
	0.989
	0,468
	52,6794 
	

	34
	0.989
	0,397
	59,8584 
	

	42
	0.989
	0,2966
	70,0101 
	

	50
	0.989
	0,2446
	75,2679 
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 43,8018 %
2. Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 52,6794 %
3. Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 59,8584 %
4. Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 70,0101 %
5. Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 75,2679 %






Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	43,8018
	788,4324
	324
	1918,5976

	26
	52,6794
	1369,6644
	676
	2775,1191

	34
	59,8584
	1556,3184
	1,156
	3583,0280

	42
	70,0101
	2940,4242
	1,764
	4901,4141

	50
	75,2679
	3762,395
	2,500
	5665,2567

	X =170
X̄ =28,3333
	 301,6176
Ȳ = 50,2696
	∑XY = 10418,2344
	∑X2 =6420 
	∑Y2 = 18843,4155



  
 
 
 = 
 =  = 1,1678
b = y – a x
b = 50,2696 – 1,1678 (28,3333)
b = 50,2696 – 33,0876
b =  17,182
y = ax + b
= 1,1678 x + 17,182
r 






r = 0,770
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,1678 x + 17,182
50 + 17,182 = 1,1678 x
67,182 = 1,1678 x
=  
= 57,5286
[bookmark: _Toc173419476]


Lampiran 10. Perhitungan Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Teh Kombucha    Berbahan Teh Oolong
1. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Oolong 9 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,6856
	30,7664
	

53,7758


	26
	0.989
	0,6348
	35,8139
	

	34
	0.989
	0,5775
	41,6076
	

	42
	0.989
	0,5011
	49,3326
	

	50
	0.989
	0,4691
	52,5682
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 30,7664 %
2. Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 35,8139 %
3. Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 41,6076 %
4. Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 49,3326 %
5. Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 52,5682 %




Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	30,6774
	552,1932
	324
	941,1028

	26
	35,8139
	931,1614
	676
	1282,6354

	34
	41,6076
	1414,6584
	1,156
	1731,1923

	42
	49,3326
	2071,9692
	1,764
	2433,7054

	50
	52,5682
	2628,41
	2,500
	2763,4156

	X =170
X̄ =28,3333
	 209,9997
Ȳ = 34,9999
	∑XY = 7598,3922
	∑X2 =6420 
	∑Y2 = 9152,0515



  
 
 
 = 
 =  = 1,0281
b = y – a x
b = 34,9999 – 1,0281 (28,3333)
b = 34,9999 – 29,7120
b =  5,287
y = ax + b
= 1,0281 x + 5,287
r 






r = 0,9698
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,0281x + 5,287
50 + 5,287 = 1,0281 x
55,287 = 1,0281 x
=  
= 53,7758



2. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Oolong 12 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,4125
	58,2912 
	

43,6400 


	26
	0.989
	0,3615
	63,4479 
	

	34
	0.989
	0,2733
	72,3660 
	

	42
	0.989
	0,2443
	75,2982 
	

	50
	0.989
	0,2038
	79,3933 
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 58,2912 %
2. Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 63,4479 %
3. Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 72,3660 %
4. Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 79,3933 %
5. Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 52,5682 %






Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	58,2912
	1049,2416
	324
	3397,8639

	26
	63,4479
	1649,6454
	676
	5025,6360

	34
	72,3660
	2460,444
	1,156
	5236,8379

	42
	75,2982
	3162,5244
	1,764
	5669,8189

	50
	79,3933
	3969,665
	2,500
	6303,2960

	X =170
X̄ =28,3333
	 348,7966
Ȳ = 58,1327
	∑XY = 12291,5204
	∑X2 =6420 
	∑Y2 = 24633,4527



  
 
 
 = 
 =  = 1,5024
b = y – a x
b = 58,1327 – 1,5024 (28,3333)
b = 58,1327 – 42,5679
b =  15,5648
y = ax + b
= 1,5024 x + 15,5648
r 






r = 0,9132
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,5024 x + 15,5648
50 + 15,5648 = 1,5024 x
55,287 = 1,0281 x
=  
= 43,6400



3. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Oolong 15 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,7148
	27,7249 
	

54,2668

	26
	0.989
	0,6353
	35,7633 
	

	34
	0.989
	0,554
	43,9838 
	

	42
	0.989
	0,508
	48,6349 
	

	50
	0.989
	0,4891
	50,5460 
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 27,7249 %
2. Konsentrasi 26 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 35,7633 %
3. Konsentrasi 34 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 43,9838 %
4. Konsentrasi 42 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 48,6349 %
5. Konsentrasi 50 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 50,5460 %	






Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	27,7249
	499,0482
	324
	768,6700

	26
	35,7633
	929,8458
	676
	1279,0136

	34
	43,9838
	1495,6658
	1,156
	1934,5746

	42
	48,6349
	2041,6658
	1,764
	2365,3534

	50
	50,5460
	2527,3
	2,500
	2554,8981

	X =170
X̄ =28,3333
	 206,6529
Ȳ = 34,4421
	∑XY = 7494,309  
	∑X2 =6420 
	∑Y2 = 8902,5097



  
 
 
 = 
 =  = 1,0223
b = y – a x
b = 34,4421 – 1,0223 (28,3333)
b = 34,4421 – 28,9651
b =  5,477
y = ax + b
= 1,0223 x + 5,477
r 






r = 0,5917
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1, 0223 x + 5,477
50 + 5,477  = 1,0223 x
55,477 = 1,0223 x
=  
= 54,2668



4. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Oolong 18 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,6858
	30, 6572 
	

30,5632

	26
	0.989
	0,6185
	37,4620 
	

	34
	0.989
	0,5165
	47,7755 
	

	42
	0.989
	0,4383
	55,6825 
	

	50
	0.989
	0,3738
	62,2042 
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 30, 6572 %
2. Konsentrasi 26 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 37,4620 %
3. Konsentrasi 34 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 47,7755 %
4. Konsentrasi 42 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 55,6825 %
5. Konsentrasi 50 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 62,2042 %	







Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	30,6572
	551,8296
	324
	939,8639

	26
	37,4620
	974,012
	676
	1403,4014

	34
	47,7755
	1624,367
	1,156
	2282,4984

	42
	55,6825
	2338,665
	1,764
	3100,5408

	50
	62,2042
	3110,21
	2,500
	3869,3624

	X =170
X̄ =28,3333
	 233,7814
Ȳ = 38,9635
	∑XY = 8599,0836
	∑X2 =6420 
	∑Y2 = 11595,6687



  
 
 
 = 
 =  = 4,9492
b = y – a x
b = 38,9635 – 4,9292 (28,3333)
b = 38,9635 – 140,2271
b =  − 101,2636
y = ax + b
= 4,9292 x + (− 101,2636)
r 






r = 0,9892
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 4,9294 x + (− 101,2636 )
50 = 4,9294 x – 101,2636
50 = 4,9492 x – 101,2636
50 + 101,2636 = 4,9492 x
=  
= 30,5632


5. Penentuan Aktivitas Antioksidan Teh Oolong 21 Hari
	Konsentrasi         Teh
	Absorbansi DPPH
	Absorbansi Sampel
	% Inhibisi
	IC50 mcg/ml

	18
	0.989
	0,6885
	30,3842 
	

46,7040

	26
	0.989
	0,611
	38,2204 
	

	34
	0.989
	0,5161
	47,8159 
	

	42
	0.989
	0,4535
	54,1456 
	

	50
	0.989
	0,4065
	58,8978
	



% Peredaman   =  × 100%
1. Konsentrasi 18 ppm
% Peredaman   =  × 100% = 30,3842  %
2. Konsentrasi 26 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 38,2204 %
3. Konsentrasi 34 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 47,8159 %
4. Konsentrasi 42 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 54,1456 %
5. Konsentrasi 50 ppm
	% Peredaman   =  × 100% = 58,8978 %
	





Tabel Data Perhitungan IC50
	Konsentrasi
 ( x )
	Serapan (Y)
	XY
	X2
	Y2

	0
	0
	0
	0
	0

	18
	30,3842
	546,9156
	324
	923,1996

	26
	38,2204
	993,7304
	676
	1460,7989

	34
	47,8159
	1625,7406
	1,156
	2286,3602

	42
	54,1456
	2274,1152
	1,764
	2931,7459

	50
	58,9878
	2949,39
	2,500
	3479,5605

	X =170
X̄ =28,3333
	 229,5539
Ȳ = 38,2589
	∑XY = 8389,8918
	∑X2 =6420 
	∑Y2 = 8443,6651



  
 
 
 = 
 =  = 1,1762
b = y – a x
b = 38,2589 – 1,1762 (28,3333)
b = 38,2589 – 33,3256
b =  4,9333
y = ax + b
= 1,1762 x + 4,9333
r 






r = 53,0336
Nilai IC50
y = ax + b
50 = 1,1762 x + 4,9333
50 + 4,9333 = 1,1762 x
=  
= 46,7040




Perhitungan uji aktivitas antioksidan vitamin C
	konsenterasi
	Absorbansi
	Rata-rata
	% Perendaman
	IC50

	
	1
	2
	3
	
	
	

	DPPH
	0,849
	0,849
	0,849
	0,849
	0,00
	3,22

	0
	0
	0
	0
	0
	0
	

	1
	0,629
	0,628
	0,628
	0,628
	25,99
	

	2
	0,568
	0,567
	0,567
	0,567
	33,18
	

	3
	0,453
	0,452
	0,452
	0,452
	46,72
	

	4
	0,362
	0,362
	0,362
	0,362
	57,36
	

	5
	0,201
	0,201
	0,201
	0,201
	76,33
	



% Peredaman  =  × 100%
Konsentrasi 20  µg/ml
% Peredaman	=   x  100% = 25,99 %
Konsentrasi 40  µg/ml
% Peredaman	=   x  100% = 33,18 %
Konsentrasi 60  µg/ml
% Peredaman =   x  100% = 46,72 %
Konsentrasi 80  µg/ml
% Peredaman	=   x  100% = 57,36 %
Konsentrasi 100  µg/ml
% Peredaman	=   x  100% = 76,33 %

Jadi, Persamaan garis regresi Y=ax+b
Y = 13,979x + 4,9806
Nilai IC50 : Y= 13,979x + 4,9806














[bookmark: _Toc173419477]Lampiran 11. Data Hasil Pengukuran Absorbansi DPPH Setelah Penambahan Sampel dan Absorbansi DPPH Setelah Penambahan Vitamin C









[image: ]







[image: ]







[image: ]





[image: ]









[image: ]






[image: ]




[image: ]








[image: ]






[image: ]





[image: ]







[image: ]


[bookmark: _Toc173419478]Lampiran 12. Bagan Alir Sterilisasi Alat dan BahanSterilisasi alat dan bahan




Media MHA
Jarum ose
Alat gelas

Dibungkus menggunakan perkamen
Erlemeyer ditutup dengan kapas

Pemijaran

Nyalakan api bunsen

Pada oven 180◦ C selama 1 jam
Autoklaf pada suhu 121◦C selama 15 menit














[bookmark: _Toc173419479]Lampiran 13. Bangan Alir Pembuatan Media Pembenihan Popato Deextrose Agar ( PDA )
Aquadest 250 ml
Media MHA 4,1800



erlenmeyer



Dipanaskan diatas hot plate


Sampai mendidih


Situtup erlenmeyer dengan kapas


Disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121◦C selama 15 menit








[bookmark: _Toc173419480]Lampiran 14. Bagan Alir Peremajaan Bakteri Esherichia Coli dan Staphylococcus Aureus

Tuangkan media kedalam cawan petri dan biarkan sampai memadat


Lalu diambil 2 ose jamur kemudian dogores zig-zag pada permukaan media


Diinkubasi selama 12 jam pada suhu 25◦


Disimpan dalam lemari pendingin














[bookmark: _Toc173419481]Lampiran 15. Bagan Alir Pembuatan Suspensi Bakteri Esherichia Coli dan Staphylococcus Aureus

Biakan bakteri diambil 1 ose, masukkan kedalam 10 ml NaCl 0,9%


Homogenkan dengan voetex



Lalu samakan kekeruhannya dengan Mc.Farland 0,5















[bookmark: _Toc173419482]Lampiran 16. Bagan Alir bakteri Teh Kombucha Berbahan Teh Hitam dan Teh Oolong
Tuangkan media kedalam cawan petri ± 18 ml, lalu biarkan sampai memadat



Pipet suspensi bakteri, lalu ratakan menggunakan cotton swab steril



Kemudian masukkan kertas cakram kedalam teh, lalu tunggu beberapa menit



Setelah itu diberikan larutan uji dan kertas cakram pada masing-masing cawan petri yang berisi media bakteri



Diinkubasi selama 12 jam pada suhu 25℃



Diukur diameter zona hambat menggunakan jangka sorong
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Lampiran 17. Hasil Uji Antibakteri Teh Kombucha Berbahan Dasar Teh Hitam dan Olong
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[bookmark: _Toc173419484]Lampiran 18. Hasil Analisis Data SPSS Fermentasi Teh hitam dan Teh oolong
	Descriptives

	Zona hambat  

	
	N
	Mean
	Std. Deviation
	Std. Error
	95% Confidence Interval for Mean
	Minimum
	Maximum

	
	
	
	
	
	Lower Bound
	Upper Bound
	
	

	Hari ke-10
	3
	12.1667
	1.18462
	.68394
	9.2239
	15.1094
	10.80
	12.90

	Hari ke-13
	3
	12.7667
	1.42945
	.82529
	9.2157
	16.3176
	11.20
	14.00

	Hari ke-16
	3
	14.0000
	1.17898
	.68069
	11.0712
	16.9288
	12.70
	15.00

	Hari ke-19
	3
	14.8333
	1.15036
	.66416
	11.9757
	17.6910
	13.70
	16.00

	Hari ke-22
	3
	15.7000
	1.13578
	.65574
	12.8786
	18.5214
	14.90
	17.00

	Total
	15
	13.8933
	1.69304
	.43714
	12.9558
	14.8309
	10.80
	17.00



	Tests of Homogeneity of Variances

	
	Levene Statistic
	df1
	df2
	Sig.

	Zona hambat
	Based on Mean
	.101
	4
	10
	.980

	
	Based on Median
	.033
	4
	10
	.998

	
	Based on Median and with adjusted df
	.033
	4
	8.993
	.998

	
	Based on trimmed mean
	.091
	4
	10
	.983









	

Tests of Normality

	Perlakuan
	Kolmogorov-Smirnova
	Shapiro-Wilk

	
	Statistic
	Df
	Sig.
	Statistic
	df
	Sig.

	Blanko
	.292
	3
	.
	.923
	3
	.463

	Formula 1
	.253
	3
	.
	.964
	3
	.637

	Formula 2
	.253
	3
	.
	.964
	3
	.637

	Formula 3
	.175
	3
	.
	1.000
	3
	1.000

	Blanko
	.314
	3
	.
	.893
	3
	.363

	Formula 1
	.196
	3
	.
	.996
	3
	.878

	Formula 2
	.328
	3
	.
	.871
	3
	.298

	Formula 3
	.353
	3
	.
	.824
	3
	.174



	
ANOVA

	Zona hambat  

	
	Sum of Squares
	df
	Mean Square
	F
	Sig.

	Between Groups
	25.229
	4
	6.307
	4.233
	.029

	Within Groups
	14.900
	10
	1.490
	
	

	Total
	40.129
	14
	
	
	




	Zona hambat

	Tukey HSDa  

	Perlakuan
	N
	Subset for alpha = 0.05

	
	
	1
	2

	Hari ke-10
	3
	12.1667
	

	Hari ke-13
	3
	12.7667
	12.7667

	Hari ke-16
	3
	14.0000
	14.0000

	Hari ke-19
	3
	14.8333
	14.8333

	Hari ke-22
	3
	
	15.7000

	Sig.
	
	.128
	.086

	Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

	a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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teh hitam 12 hari

4/1/2024
4:35PM

[#[Sample 10| User Name [516nm (Abs)
I [16ppm 1 _|Asus SIOMC [0.758
2 [T8ppm 2 [Asus S340NC [0.758
3 [18ppm 3 |Asus S340MC 0.759
4 [T8ppm 4 [Asus S340MC [0.755
5 [18ppm 5 |Asus S340MC [0.759
6 [18ppm 6 [Asus S3400C [0.758
7 [26ppm 1 |Asus S340MC [0.762
8 [26ppm 2 [Asus S340NC [0.76%
9 [26ppm 3 |hsus S340MC 0763
10]26ppm 4 |Asus S3ONC [0.762
11/26ppm 5 |Asus S340MC [0.762
12[26ppm 6 |Asus S340MC [0.764
137 34ppm 1 [Aeus S3A0MC [0.656
T4[34ppm 2 |Asus SIONC [0.659
15 34ppm 3 |Asus S340MC [0.656
16[34ppm 4 |Asus SIONC [0.658
17/34ppm 5 |Asus S340MC [0.659
16[34ppm 6 |Asus S340MC [0.659
19[420pm 1 |Asus S340MC [0.547
[20[42ppm 2 [Asus S340NC [0.598
21[420pm 3 |hsus S340MC 0.548
[22[420pm 4 [hsus S3a00C [0.5%8
23[420pm 5 |Asus S340MC [0.549
[24[420pm 6 [Asus S3400C [0.595
[25[500pm 1 [Asus S3a00C [0.402
[26/50ppm 2 [Asus S340NC [0.402
127/50ppm 3 |hsus S340MC [0.402
[28]500pm 4 [Asus S3400C [0.402
125[50ppm 5 |Asus S340MC [0.401
[30[50ppm 6 [Asus S3401C [0.401
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4/1/2024 teh hitam 15 hari
4:37 PM

[#[Sample 10| User Name [516nm (Abs)|
1 18ppm 1__|Asus S340MC [0.702
2 [18ppm 2 [Asus S340NC [0.702
3 [18ppm 3 |Asus S340MC 0.701
4 [T8ppm 4 [Asus S340C [0.700
5 [18ppm 5 |Asus S340MC [0.700
6 [18ppm 6 [Asus S3401C [0.700
7 [26ppm 1 |Asus S340MC [0.631
8 [26ppm 2 [Asus S340C [0.631
9 [26ppm 3 |hsus S340MC 0.632
10]26ppm 4 |Asus SIHONC [0.632
11/26ppm 5 |Asus S340MC [0.631
12[26ppm 6 |Asus S340MC [0.631
13 34ppm 1| Asus S340MC [0.584
T4[34ppm 2 |Asus S3ONC [0,564
15 34ppm 3 |Asus S340MC [0.583
16[34ppm 4 |Asus SHONC [0.584
17/34ppm 5 |Asus S340MC [0.583
16[34ppm 6 |Asus S340MC [0,563
19[420pm 1 |Asus S340MC [0.5A1
[20[42ppm 2 [Asus S340MC [0.591
21[420pm 3 |Asus S340MC 0.541
[22[420pm 4 [hsus S3400C [0.5%0
23[420pm 5__|Asus S340MC [0.541
[24[420pm 6 [Asus S3400C [0.5%0
25[500pm 1 [Asus S3400C [0.963
[26/50ppm 2 [Asus S340NC [0.463
27/50ppm 3 |Asus S340MC [0.463
[28]500pm 4 [Asus S3400C (0463
125[50ppm 5 |Asus S340MC [0.465
[30[50ppm 6 [Asus S3401C [0.465
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teh hitam 18 hari

4/1/2024
438 PM
mple ID| User Name |

1 [18ppm 1__[Asus S340MC [0.545
2 [18ppm 2 |Asus S340MC [0.545
3 [18ppm 3 |Asus S3400C [0.544
4 [18ppm 4 |Asus S340MC [0.545
5 [18ppm 5 _|Asus S340MC [0.544
6 [18ppm 6 |Asus S340MC [0.5%
7 [26ppm 1__|Asus S340MC [0.528
8 [26ppm 2 |Asus S340MC [0.529
9 [26ppm 3 | Asus S3400C [0.529
10[26ppm 4| Asus S340MC [0.530
11[26ppm 5 __|Asus S340MC [0.529
12[26ppm 6 |Asus S340MC [0.529
13[34ppm 1__[Asus S340MC [0.490
14[34ppm 2| Asus S340MC [0.490
15[34ppm 3 _|Asus S340MC [0.490
16[34ppm 4| Asus S340MC [0.489
17[34ppm 5__|Asus S340MC [0.490
16[34ppm 6 |Asus S340MC (0,490
10[42ppm 1| Asus S340MC (0.4
[20/420pm 2 _|Asus S340MC [0.444
21420pm 3 | Asus S3400C [0.445
[22/420pm & |Asus S340NC 0444
123420 5| Asus S340NC 044
[24/420pm 6 |Asus S340MC [0.444
[25(500pm 1 |Asus S340MC [0.39
[26/50ppm 2 |Asus S340MC [0.39
127/500pm 3 | Asus S340NC [0.396
[28/50ppm 4 |Asus S340MC [0.396
12950ppm 5| Asus S340MC [0.393
[3050ppm 6 |Asus S340MC [0.393
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4/1/2024 teh hitam 21 hari
440 PM

#]Sample 1D] User Name | _Date and Time _|516nm (Abs)|
1 [18ppm 1__|Asus S340MC 0557
2 [18ppm 2__[Asus S340MC 05%
3 [18ppm 3 |Asus S340MC 05%
4 [18ppm 4 [Asus S340MC 05%
5 [18ppm 5 _|Asus S340MC 0,555
/6 [180pm 6 [Asus S340MC 0555
7 [26ppm 1 |Asus S340MC 0467
/8 [26ppm 2__[Asus S340MC 0468
9 26ppm 3 [Asus S340MC 0468
10[26ppm 4 |Asus S340MC. 0469
11[26ppm 5 __|Asus S340MC 0468
12[26ppm 6 |Asus S340MC 0468
13[34ppm 1 |Asus S340MC 0357
14[34ppm 2 _|Asus S340MC 0357
15[34ppm 3 |Asus S340MC 0357
16[34ppm 4 |Asus S340MC. 0357
17|34ppm 5 |Asus S340MC |3/28/2024 10:19:53 AM (0,397
18[34ppm 6 | Asus S340MC |3/28/2024 10:20:05 AM (0,397
19[420pm 1 |Asus S340MC 0.297
[20[42ppm 2 |Asus S340MC [3/28/2024 10:20:52 AM [0.296
[21]42ppm 3 |Asus S340MC [3/26/2024 10:20:54 AM [0.297
[22[42ppm 4 |Asus S340MC 0257
[23[42ppm 5| Asus S340MC [3/28/2024 10:20:58 AM [0.297
[24[420pm 6 |Asus S340MC 0.2%
125[50ppm 1 [Asus S340MC 0.2
126[50ppm 2__[Asus S340MC 0285
127/50ppm 3 |Asus S340MC 0245
128/500pm 4 [Asus S340MC 0.2%5
129[50ppm 5 _[Asus S340MC 0284
[30[0ppm 6 [Asus S340MC [3/28/2024 10:22:23 AM [0.2%4
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4/1/2024 teh oolong hari 12
4:43 PM

#[Sample 1D User Name Sienm (Abs)|
L [189PM 1 [Asus SIONC 13
3 (18P 2 [Asus S3AOMC ()
3 [189PH 3 [Asus S3a0MC oa
4 189PHT 4 JAsus S3AOMC 0413
5 1M 5 [Asus SIAOHC oan
6 [189PHT6 [Asus S3a0MC oa
7 {25pom 1 s S340MC (E53
& [250pm 2 {psus s3a0mC (E5)
9 [250pm 3 [hsus s3a0mC oL
10/ 2600m 4 s SIONC (53
13126p0m 5 sus S34ONC (EDY
12/ 26p0m 6 sus S34OMC (E5Y
55 {34ppm 1 s SIONC 2y
14/ 3ipom 2 sus SIONC ()
15{34pom 3 sus S3ONC (72}
16/ 3ipom 4 s SIHONC (X2}
17/34ppm 5 |Asus S340MC [3/22/2024 10: 0.274
18|34ppm 6 |Asus S340MC |3/22/2024 10:19:27 AM |0.274
15/2200m 1 nsus S3OMC [322/20% 10 025
20[42ppm 2 |Asus S340MC |3/22/2024 10: 0.245
121/42ppm 3 |Asus S340MC |3/22/2024 10:20:06 AM |0.244.
22[42ppm 4 [Asus S340MC |3/22/2024 10: 10.244
23|42ppm 5 |Asus S340MC |3/22/2024 10: 0.244
|24/420pm 6 |Asus S340MC |3/22/2024 10:20:17 AM |0.244
125/50ppm 1 Asus S340MC |3/22/2024 11: 10.204
|26[50ppm 2 |Asus S340MC |3/22/2024 11: 0.204
127|50ppm 3 |Asus S340MC |3/22/2024 11: 10.204
28[50ppm 4 |Asus S340MC |3/22/2024 11: 0204
29[50ppm 5 |Asus S340MC |3/22/2024 11: 0.204
|30[50ppm 6 |Asus S340MC |3/22/2024 11: 0.203
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4/1/2024 teh oolong 9 hari
441 PM

#[Sample 1D] User Name Si6nm (Abs)|
1 [18ppm 1__|Asus S340MC 0.686
2 [18ppm 2__|Asus S340MC 0686
3 |18ppm 3 |Asus S340MC 0686
4 [18ppm 4 [Asus S340MC 0685
5 [18ppm 5 _|Asus S340MC 0685
/6 [180pm 6 [Asus S340MC 0686
7 [26ppm 1 |Asus S340MC 0635
/8 [26ppm 2__[Asus S340MC 064
9 26ppm 3 |Asus S340MC 0635
10[26ppm 4 |Asus S340MC. 0635
11[26ppm 5__|Asus S340MC 0635
12[26ppm 6 |Asus S340MC 0635
13[34ppm 1 |Asus S340MC. 0577
14[34ppm 2 _|Asus S34OMC 0578
15[34ppm 3 |Asus S340MC 0577
16[34ppm 4 |Asus S340MC. 0577
17[34ppm 5__|Asus S340MC 0578
18[34ppm 6 |Asus S340MC 0578
19/420pm 1 Asus S340MC 0.460
[20[420pm 2__[Asus S340MC 0461
121 420pm 3 |Asus S340MC 0.460
22[4200m & |nsus S340MC 0.459
[23[420pm 5 _|Asus S340MC 0459
[24[420pm 6 |Asus S340MC 0459
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Thermo Scientific

4/1/2024 teh oolong hari 12
4:43 PM

#[Sample 1D User Name Sienm (Abs)]|
L [189PM 1 [Asus SIONC 13
3 (18P 2 [Asus S3AOMC ()
3 [189PH 3 [Asus S3a0MC oa
4 189PHT 4 JAsus S3AOMC 0413
5 1M 5 [Asus SIAOHC oan
6 [189PHT6 [Asus S3a0MC oa
7 {25pom 1 s S340MC (E53
& [250pm 2 {psus s3a0mC (E5)
9 [250pm 3 [hsus s3a0mC oL
10/ 2600m 4 s SIONC (53
13126p0m 5 sus S34ONC (EDY
12/ 26p0m 6 sus S34OMC (E5Y
55 {34ppm 1 s SIONC 2y
14/ 3ipom 2 sus SIONC ()
15{34pom 3 sus S3ONC (72}
16/ 3ipom 4 s SIHONC (X2}
17{3ipom 5 sus S3ONC (X2}
15/ 34pom 6 hsus S3ONC (¥}
19/2p0m 1 Asus SIAOHC 025
0fszppm 2 psus s3a0mC 025
2tlazppm 3 [hsus s3a0mic )
2l200m 4 [Asus S30MC 02
Blazmpm's psus s3a0mic [z}
24/s20pm & [hsus s3a0mC 2}
25[50pom 1 [Asus S30MC 0208
25/50ppm 2 [hsus 3900 (o}
27/50ppm 3 [psus s3a0mc ()
28150p0m 4 [Asus S30MC 0208
129/50ppm 5 [Asus S340MC |3/22/2024 11:00:57 AM |0.204
[30[50ppm 6 |Asus S340MC |3/22/2024 11 AM [0.203
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4/1/2024 teh oolong 15 hari
4:46 PM

#Sample ID| User Name | Date and Time _|516nm (Abs)|
1 [16ppm 1 _|Asus S340MC [3/25/2024 11:23:23 AM 0.717
2 [18ppm 2 _|Asus S3400C 0717
3 [18ppm 3 |Asus S3400C 0717
4 [18ppm 4 |Asus S340NC 0712
5 [18ppm 5 _|Asus S340MC [Z)
/6 [18ppm 6 _|Asus S3400C 0714
7 [26ppm 1__[Asus S340MC 0.634
/8 [26ppm 2 _|Asus S340NC 063
/9 [26ppm 3 |Asus S3400C 0,634
10[26ppm 4 [Asus S340MC 0.634
11[26ppm 5 _|Asus S340MC 0,638
12[26ppm 6 __|Asus S340MC 0.638
13[34ppm 1__|Asus S340MC 0.555
14[34ppm 2 _|Asus S340MC 0,555
15[34ppm 3 _|Asus S340MC 0.5
16[34ppm 4__[Asus S340MC 0554
17[34ppm 5__|Asus S340MC 0553
18[34ppm 6 __|Asus S340MC 0.553
10[420pm 1 |Asus S340MC 0.509
120{420pm 2__|Asus S340NMC 0.509
21420pm 3 | Asus S340MC 0.509
[22/4200m & |Asus S340MC 0.507
123420pm 5 | Asus S340NMC 0.507
124/420pm 6 _|Asus S340NC 0.507
25(500pm 1 |Asus S340MC. 0.489
126[50ppm 2| Asus S340MC 0.4%0
127/500pm 3 | Asus S340MC 0.489
128]500pm 4 |Asus S340MC. 0.489
129500pm 5 | Asus S340NMC 0.489
[30[S0ppm 6 |Asus S340MIC [3/25/2024 11:27:51 AM |0.489
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7/25/2024 Teh Olong 18 hari
1:58 PM

# |Sample ID | User Name |516nm (Abs)
1 |18ppm 1  |Asus S340MC |0.686
2 |18ppm 2 |Asus S340MC |0.686
3 [18ppm 3 |Asus S340MC |0.685
4 |18ppm 4  |Asus S340MC |0.686
5 |18ppm 5  |Asus S340MC |0.686
6 |18ppm 6 | Asus S340MC |0.686
7 |26ppm 1 |Asus S340MC |0.619
8 [26ppm 2 |Asus S340MC |0.619
9 |26ppm 3 |Asus S340MC |0.619
10{26ppm 4 |Asus S340MC |0.618
11|26ppm 5 Asus S340MC |0.618
12|26ppm 6  |Asus S340MC |0.618
13[34ppm 1 |Asus $340MC [0.517
14(34ppm 2 |Asus S340MC |0.517
15[34ppm 3 |Asus S340MC 0.516
16|34ppm 4 |Asus S340MC |0.517
17|34ppm 5 Asus S340MC |0.516
18|34ppm 6  |Asus S340MC |0.516
19|42ppm 1 Asus S340MC |0.439
20|42ppm 2 |Asus S340MC |0.439
21[42ppm 3 |Asus S340MC [0.438
22|42ppm 4 |Asus S340MC |0.438
23]42ppm 5 _|Asus S340MC [0.438
24|42ppm 6 |Asus S340MC |0.438
25/50ppm 1 Asus $340MC |0.374
26(50ppm 2 |Asus S340MC |0.373
27|50ppm 3 Asus $340MC |0.374
28|50ppm 4 |Asus S340MC |0.374
29/50ppm 5 |Asus S340MC |0.374
30{50ppm 6 |Asus S340MC |0.374
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4/1/2024 teh oolong 21 hari
447 PM

#[Sample 1D User Name Si6nm (Abs)|
1 [18ppm 1__|Asus S340MC 0,685
2 [18ppm 2__[Asus S340MC 0,689
3 |18ppm 3 |Asus S340MC 0,689
4| 18ppm 4__|Asus S340MC [3/25/2024 2:57:18 PM [0.688
5 [18ppm 5 __|Asus S340MC [3/25/2024 0.688
/6 [18ppm 6 _|Asus S340MC [3/25/2024 0,689
7 [26ppm 1| Asus S340MC [3/25/2024 2 (T
/8 [26ppm 2__|Asus S340MC [3/25/2024 Ty
/5 |26ppm 3 _|Asus S340MC [3/25/2024 0611
10[26ppm 4 | Asus S3AONC [3/25/2024 2:56:29 P [0.611
11[26ppm 5 __|Asus S340MC [3/25/2024 0611
12[26ppm 6 | Asus S340MC [3/25/2024 0611
T3[34ppm 1 [Asir SHONC [3/5/9074 7:50:08 BV [0 517
14[34ppm 2| Asus S34ONC [3/25/2024 2:59:11 PM [0.516
15[34ppm 3 | Asus S340MC [3/25/2024 0517
16[34ppm 4 |Asus S340MC [3/25/2024 0516
17[34ppm 5 | Asus S34ONC |3/25/2024 2:59:19 PM [0.516
18[34ppm 6 | Asus S340MC [3/25/2024 0515
19[420pm 1| Asus S340MC [3/25/2024 0454
[20[42ppm 2 |Asus S340MC [3/25/2024 2:59:51 PM [0.454
21 420pm 3 _|Asus S340MC [3/25/2024 0.453
[22[42ppm 4 |Asus S340MC [3/25/2024 0453
123[420pm 5 __|Asus S340MC [3/25/2024 0.454
[24[420pm 6 _|Asus S340MC [3/25/2024 0.453
125[50ppm 1 _|Asus S340MC [3/25/2024 0403
126[50ppm 2__|Asus S340MC [3/25/2024 0.405
[27/S0ppm 3 |Asus S340MC [3/25/2024 3:29:09 PM [0.408
128[50ppm 4 |Asus S340MC [3/25/2024 0.409
129[0ppm 5 __|Asus S340MC [3/25/2024 0.407
[30[50ppm 6 |Asus S340MC [3/25/2024 3:29:16 PM |0.407
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3/27/2024 DPPH Berbanding Dengan Baku Asam Askorbat
11:16 AM

# |«ssmple ID| User Name [517nm (Abs)

1 lppm 1 Asus S340MC |0.629

2 lppm 2 Asus S340MC 0.628

3 lppm 3 Asus S340MC |0.628

4 prm 1 Asus S340MC 0.568

5 |2ppm 2 Asus S340MC 0.567

6 prpm 3 Asus S340MC |0.567

7 13ppm 1 Asus S340MC |0.453
8 |3ppm 2 Asus S340MC |0.452
9 |3ppm 3 Asus S340MC |0.452
10/4ppm 1 |Asus S340MC (0.362
1114ppm 2 |Asus S340MC |0.362
12 4ppm 3 Asus S340MC |0.362
135ppm 1 Asus S340MC |0.201
Asus S340MC 0.201
Asus S340MC |0.201
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UNIVERSITAS MUSLIM NUSANTARA AL WASHLIYAH

T 424/DIKTI/Kep/1996 dan K. No. :181/DIKTI/Kep/2002
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" ————r] scid
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Kepnd. :Yth. Bapal/lbu Ketua Program Studi
:Permohonan Persetujuan Judul

Denganhormat, yang bertandatangan di bawahini :

Nama Mahasiswa  : Nurhikma Mayani
NPM 2114083
Jurusan/Prog. Studi  : Sarjana Farmasi
Kredit Kumulatif ~:3.00

No. Judul yang dijukan Persetujuan

VARIAN TEH KOMBUCHA BERDASARKAN

Ul AKTIVITAS ANTIMIKROBA DAN ANTIOKSIDAN | A-c (,}Q
PERBANDINGAN MASA PANEN Slo-»3

Demikian ini disampaikan untuk il jutya. Atas perhatian Bapak/ Tbu
diucapkan terimakasih.

Hormat penf¥hon,

(Nurhikmia Mayani)

Asti untukfukultas
- DuplikatuntukKetua Prodi
- Triplikatuntukarsip yang bersangkutan.

Catatan :
Paraf dan tanda ACC KetuaProgram Studi pada lajurjudul yang disetujui dan slang pada ajur yang ditolak

Keterangan :
Dibuatrangkap3
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K. No. : 424/DIKTI/Kep/1996 dan SK. No. : 181/DIKTI/Kep/2002
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PERSETUJUAN JUDUL SKRIPSI
136§ /lUMNAW/F.05/A.39/20.2.3

Kepada
Saudara 'NURHIKMA MAYANI
Tempat, Tgl Lahir  : Sidua-dua,29 April 2001
NPM 202114083
Program Studi  Sarjana Farmasi
Fakultas Farmasi

setelah mempertimbangkan usulan judultopik skripsi yang telah saudara ajukan tanggal § Desember
2023 maka pihak fakultas berketetapan untuk memutuskan judul penelitian saudara

UJI AKTIVITAS ANTIMIKROBA DAN ANTIOKSIDAN VARIAN TEH KOMBUCH
BERDASARKAN PERBANDINGAN MASA PANEN

Selanjinya, diminta sgar saudara meryusun proposl shrisi_ Dismpaian bahwa, judulitopik

tersebut dapat disempurnakan dengan persetujuan ked selama secara tidak
dirubah
Medan, § Desember 2023
Ketua Jurusan / Ketua Prodi
is, S.Farm., M.Si apt. Muhammad Amin Nasution, S.Farm., M.farm
" NIDN. 0108088203 NIDN. 0130119401
Tembusan

- Asl untuk mahasiswa
Copy pertinggal untuk fakultas.
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FORM.F.3
Rorglap?
Nomor : |36 /JUMNAW/EO¥A 5512024
Lam  : Satu set proposal
Hal  : Penghunjukan Pembimbiny
Kepada Yth.
Saudara apt. Ainil Fitri Pulungan, S Fram M Si
di-
Medan
Assalamualaikum Wr. Wb,
Dengan ini saudara ditugaskan scbagai ing dalam Proposal dan
Skripsi Saudara :
Nama NURHIKMA MAYANI
NPM 202114083
Jurusan/Prog Studi - Farmasi/ Sarjana Farmasi
Dengan Judul :

“UJI AKTIVITAS ANTIMIKROBA DAN ANTIOKSIDAN VARIAN TEH KOMBUCH
BERDASARKAN PERBANDINGAN MASA PANEN"

Selanjutnya dipersilahkan Saudara menelaah dan menyempurnakan isi Proposal dan Skripsi
tersebut

Khusus mengenai judul/topik Proposal dan Skripsi dapat disempurnakan selama tidak keluar
dari substansi, Bimbingan dilakukan bab per bab dan draf ditulis olch mahasiswa.

Atas Saudara g kita tersebut terima kasih.

Tembusan
1. Mahasiwa ybs.
2 Arsip fakultas
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FORM. FU.4.

‘ ‘UNWERS”AS MUSLIM NUSANTARA AL WASHLIYAH
SK. No. : 424/DIKTI/Kep/1996 dan SK. No. : 181/DIKT}/Kep/2002
anpos o Aryd T Lk A G o 5 K Wind Yo Ko G s 07

Yarpes Sy G 52 oo, e - NPy D St o i . e s Lk Pl

PERSETUJUAN MENGIKUTI UJIAN

Nomor : S5 PANIUMNAWII.T5120 847

Setelah mempelajari kelengkapan berkas Saudara :

1. Nama + Nurhikma Mayani

2. Tempat, tanggal Lahir  : Sidua-dua, 29 April 2001
3. NPM 202114083

4. Jurusan/Prog Studi  : Farmasi/Farmasi

5. Agama +Islam

Dinyatakan dapat mengikuti ujian pada :

b
Hariftanggal s, 31 Ok So3y
Jam LD sdselesai

Dosen Penguji 1 apt. Ainil Fithri Pulungan, S Farm. M.Si

2. apt. Haris Munandar Nasution, S. Farm.,M.Farm
3. apt. Rafita Yuniart, S.Si., MKes

Dosen Saksi/ Pencatat  : apt. Zulmai Rani, S.Farm., M.Farm
Demikian persetujuan ini diberikan agar dapat dilaksanakan sebaik-baiknya.

etua / An. Rektor Medan, iseneee B0
Sekretaris / Dekan

\Gs,

apt. Minda Sari Lubis, S.Farm, M.Si
NIDN: 0108088203
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FORM. FU. 5

UNDANGAN
SRIPAN/UMNAW/U.15/20

Kepada Yih.
Bapak/Tbu : apt, Ainil Fithri Pulungan S Farm. M.Si

Assalamualaikum Wr. Wb,
Dengan hormat, kami mengundang BapalTbu untuk menguji mahasiswa :

+ Nurhikma Mayani
Sidua-dua, 29 April 2001

Nama
Tempat, tanggal Lahir

NPM 202114083
Jurusan/Prog Studi  Farmasi/Farmasi
Agama +Islam

Yang Insya Allah, akan diselenggarakan pada :
Hari / Tanggal .bom8, 31 okkber  90%
Jam :

Judul Skripsi :

Uji Aktivitas Antibakieri dan Antioksidan Varian Teh Kombucha Berdasarkan Lama Fermentas )

Terimakasih atas kehadiran Bapak/Tbu.

Medan, 2024

Sekretaris / Dekan

10y

. Minda Sari Lubis, MSi
NIDN: 0108088203

Tembusan:
1. Rektor 5. Ketua Program Studi
2. Wakil Rektor 1 6.Ka. BAU
3. Wakil Rektor I 7.Ka. BAA

4, Wakil Rektor Il 8.TU Fakultas
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FORM. FU. 6

EKSPEDISI UNDANGAN UJIAN SARJANA

NAMA + Nurhikma Mayani

NPM

$202114083

FAKULTAS : Farmasi

JURUSAN

+ Farmasi

PROGRAM STUDI : Farmasi

TANGGAL

N TR z Tanggal | Tanda Tangan

o. Disampaikan Kepada el Keterangan

o1 | 2Pt Ainil Fithri Pulungan,
S.Farm. M.Si g

02 | 8Pt Haris Munandar Nasution, v
S.Farm, M Farm

03 | apt. Rafita Yuniart, $.5i,, MKes

o —
Dekan

% | Ka.Program Studi

% |70 Fakultas

. Bt Ady Abademic Biodata Wisuda terlampir

=

% | Kepala Biro Adm. Umum 30-10- 2029 &?;

09 | Kepala Biro Adm. Kemahasiswaan i Wi Biodata Wisuda terlampir

> b ar:

n U

12

13

14

Catatan:

ibuat rangkap 2 masing-masing untuk :
rangkap

1. Kabag Ujian BAA
2.7TU Fakultas

2. Penyampaian undangan menjadi
tanggung jawab mhs yang besangkutan.

Ranglap2
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FORM. F. 4
BERITA ACARA BIMBINGAN SKRIPSI

1. Nama : Nurhikma Mayani

2. NPM © 202114083

3. Jurusan/Prog. Studi : Farmasi

4. Judul Skripsi : Uji Aktivitas Antibakleri dan Antioksidan Varian Teh Kombucha

Berdasarkan Lama Fermenasi
S. Pembimbing] : apt. Ainil Fithri Pulungan, S.Farm. M.Si
Jabatan Akademik : Dosen Pembimbing

Tanggal Materi Paraf | Keterangan
lo18 129 1. Bimbingan proporal
B 11s 2z |5 Revisi  propral 7?\
14112193 (3. Revysi /"ﬂf""[
2 (1 [54 |Y. Acc proposat /ﬁ
o2 I2q |5 Revisi Judul ﬂ‘
101109 |¢. Bevisi Ferangia PIFT )g(
C 10y |7 pevisy 2 ﬂ
95 ( glay |8 pec ceminas  HAO
¢ 1o py |g. Revisi semipar  Hail
7 lto 1y |10 hee Baban Sidang. A"

NIDN: 0108088203

Catata

T.Berita acara bimbingan skripsi in ditandatangani Dekan pada saat pengajuan
Berkas ujian meja hijau.

2Penyerahan skripsidan atau bstrak kepad paitia untuk ditandatangani
Rektor paling lambat 14 hari setela ujian meja hijau.
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FORM. FU.9

BERITA ACARA UJIAN
Nomor : bg /PAN/UMNAW/AII/20 ..

Padahari ini Fawd tanggal  *' bulan Okfeber  tahun 202
bertempat di ruang yudisium Universitas Muslim Nusantara Al Washliyah, panitia ujian sarjana
Universitas Muslim Nusantara Al Washliyah setelah :

Membaca -dsb.
Mendengarkan - dsb.
Memperhatikan - dsb.
Menimbang -dsb.

Memutuskan bahwa, Saudara :

Nama - Nurhikma May

Tempa, tanggal Lahir Sidua-dua, 29 April 2001
NPM 202114083

Fakultas + Farmasi
Jurusan/Prog.Studi Farmasi

Dinyatakan : LULUS / TIBAKHUEUS
Dengan sor /il ... 85..... A/‘"‘..Danynd.smm m

Penguji:

1. apt. Ainil Fithri Pulungan, S.Farm.M.Si Dosen Saksi / Pencatat

2. apt. Haris Munandar Nasution, S.Farm.,M.Farm ... w" -
3. apt, Rafita Yuniarti, .81, MXKes ... "(r(’ .
apt. Zulmai Rani, $.Farm, M.Farm
Ketua Program Studi

Ketua / An. Rektor Medan,

. 20%.
‘Wakil Rektor | Sekretaris / Dekan

apt. Minda Sari Lubis, S.Farm, M.Si
NIDN: 0108088203

Ranghap 3
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FAKULTAS FARMASI
UNIVERSITAS MUSLIM NUSANTARA AL-WASHLIYAH

‘TANDA PERSETUJUAN SKRIPSI

Nama : Nuhikmah Mayani
NPM : 202114083

Fakultas : Farmasi

Program Studi  Sarjana Farmasi

Jenjang Pendidikan : Strata Satu (S-1)

Judul Skripsi + Uji Aktivitas Antibakteri dan Antioksidan Varian Teh

Kombucha Berdasarkan Lama Masa Panen

Pembimbing

A

(apt. Ainil Fithri Pulllng;

S.Farm,M.Si)

Penguji Penguji I

(apt.Haris Munandar Nlulian,S.Fam..M.F-rm) (apt.Rafita Yuniart,S.Si,, M.kes)

prustpADATANGGAL : 3 10U
YUDISIUM : g i

Panitia Ujian

Ketua, Sekertaris,

R I\ng/

(Dr. H. Firmansayah, M.Si) (apt. Minda Sari Lubis, S.Farm.,M.Si)
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Surat Pernyataan

Yang bertanda tangan dibawabh ini :
Nama : Nurhikma Mayani
Npm 1202114083
Fakultas : Farmasi

Program Studi : Sarjana Farmasi

Judul : “Uji Aktivitas Antibakteri dan Antioksidan Varian Teh Kombucha
Berdasarkan Lama Fermentasi”

Menyatakan Bahwa skripsi yang saya buat ini adalah untuk memenuhi persyaratan
kelulusan di program studi sarjana farmasi Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah
medan. Skripsi ini adalah hasil karya saya sendiri, bukan duplikasi dari karya orang lain yang
pemah diajukan untuk memperoleh gelar kesarjanaan disuatu perguruan yang lain atau yang
pernah dibuat Disuatu publikasi ilmiah. Kecuali, dalam bentuk kutipan yang telah disebutkan
sumbernya dan pustaka.

Selanjutnya apabila dikemudian hari ada pengaduan dari pihak lain, bukan menjadi
tanggung jawab dosen pembimbing, dosen penguji, dan/atau pihak program studi sarjana
farmasi, fakultas farmasi tetap menjadi tanggung jawab sendiri.

Demikian surat pernyataan ini kami buat dengan sebenarnya dan tanpa paksaan dari
siapapun.

6EANO

Nurhikma \Mz‘lyaﬁi‘
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ANTIBACTERIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST OF KOMBUCHA
TEA VARIANTS BASED ON FERMENTATION DURATION

NURHIKMA MAYANI
NPM. 202114083

ABSTRACT

Kombucha tea is a traditional fermentation of sweet tea carried out using a
symbiosis of acetic acid bacteria and yeast species that have antibacterial and
antioxidant activities. Kombucha tea contains secondary metabolites of
flavonoids, saponins, tannins, and steroids that con act as antibacterials.
Escherichia coli bacteria commonly live in the digestive tract of humans or
animals, and Staphylococcus aureus is generally found on tke skin. The objective
of this research was to whether tea has anti and
antioxidant activities and the effect of fermeiation time on antibacterial and
antioxidant activities. This research uses the true Experimental method. In this
research, tea ion using kombucha tested antivacterial and

based on ion time and ization of tea. Based on the
research results, it is known that kombucha tea varianis can be used as
antibacterial and antioxidants. In the antioxidant activity test, black tea had the
highest ICS0 value on the 12th day, namely (45.5750) while oolong tea had the
highest ICS0 value on the 18th day, namely (30.5632). The antibacterial activity
test of the diameter of the inibition power on Esherichia coli bacteria in oolong
e h:am m est on the 215t day, namely (15.7) while in staphylococcus

 te eaves the argest was on the 215t day, namely (14.03).
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