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[bookmark: _Toc155560191][bookmark: _Toc218256136][bookmark: _GoBack]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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