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Abstrak

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi potensi produk bioteknologi berbasis kombucha dari daun hanjeli (Coix lacryma-jobi)
dan bunga telang (Clitoria ternatea L.) dalam menangkal radikal bebas berdasarkan variasi proporsi bahan. Penelitian
menggunakan rancangan acak lengkap dengan tujuh perlakuan proporsi daun hanjeli dan bunga telang, termasuk kontrol,
yang difermentasi selama tujuh hari. Parameter yang dianalisis meliputi pH, total asam, total padatan terlarut (TSS), total
mikroba, serta aktivitas antioksidan yang diuji menggunakan metode peredaman radikal bebas DPPH dan dinyatakan sebagai
nilai ICso.Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh perlakuan mengalami penurunan pH (4,00—4,08 menjadi 3,16-3,47)
dan TSS, serta peningkatan total asam dan total mikroba selama fermentasi. Aktivitas antioksidan meningkat signifikan
setelah fermentasi, ditunjukkan oleh penurunan nilai ICso pada semua perlakuan, dengan rentang ICso akhir sebesar 143—188
ppm. Perlakuan 100% bunga telang menunjukkan aktivitas antioksidan tertinggi dengan penurunan ICso sebesar 51,73%,
diikuti oleh kombinasi 50% daun hanjeli dan 50% bunga telang dengan penurunan sebesar 47,47%.Hasil ini menunjukkan
bahwa komposisi bahan baku berpengaruh nyata terhadap karakteristik fermentasi dan kapasitas antioksidan kombucha.
Kombucha berbasis bunga telang dan daun hanjeli berpotensi dikembangkan sebagai produk pangan fungsional dengan
aktivitas antioksidan tinggi serta sebagai bahan baku sediaan farmasi berbasis antioksidan alami, khususnya untuk aplikasi
pencegahan stres oksidatif.

Kata kunci: Antioksidan, bunga telang, daun hanjeli, ICso, kombucha, radikal bebas.

Abstract

This study aimed to evaluate the potential of kombucha-based biotechnology products derived from Job’s tears leaves (Coix
lacryma-jobi) and butterfly pea flowers (Clitoria ternatea L.) in scavenging free radicals based on different formulation
proportions. A completely randomized design was applied with seven treatment formulations of Job’s tears leaves and
butterfly pea flowers, including a control, fermented for seven days. The parameters analyzed included pH, total acidity,
total soluble solids (TSS), total microbial count, and antioxidant activity evaluated using the DPPH firee radical scavenging
method and expressed as ICso values. The results showed that all treatments experienced a decrease in pH (from 4.00—4.08
to 3.16-3.47) and TSS, along with an increase in total acidity and total microbial population during fermentation.
Antioxidant activity significantly increased after fermentation, as indicated by a reduction in ICso values across all
treatments, with final ICso values ranging from 143 to 188 ppm. The formulation containing 100% butterfly pea flower
exhibited the highest antioxidant activity, with an 1Cso reduction of 51.73%, followed by the formulation containing 50%
Job’s tears leaves and 50% butterfly pea flower, which showed a reduction of 47.47%.These findings demonstrate that raw
material composition significantly influences fermentation characteristics and antioxidant capacity of kombucha. Kombucha
Jformulated with butterfly pea flower and Job's tears leaves shows strong potential as a functional food with high antioxidant
activity and as a natural antioxidant raw material for pharmaceutical preparations, particularly for applications related to
oxidative stress prevention.

Keywords: Butterfly pea flower, firee radicals, ICso, job’s tears leaves, kombucha.
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Pendahuluan

Stres oksidatif dalam tubuh terjadi ketika terjadi produksi radikal bebas yang berlebihan. Salah satu
jenis radikal bebas yang umum adalah reactive oxygen species (ROS), yang dalam kondisi tertentu
dihasilkan lebih cepat daripada kemampuan sistem antioksidan endogen untuk menetralkannya. Situasi
ini berkontribusi pada perkembangan dan progresi berbagai penyakit kronis, seperti kanker, penyakit
kardiovaskular, dan penyakit neurodegeneratif. Sehingga pentingnya aktivitas antioksidan dalam
mengembangkan pangan fungsional dan sediaan farmasi serta riset bioteknologi [1]. Oleh karena itu,
aktivitas antioksidan sangat penting dalam pengembangan makanan fungsional dan formulasi farmasi
melalui metodologi penelitian bioteknologi. Kombucha adalah minuman fermentasi yang dihasilkan
dari hubungan simbiosis antara bakteri asam asetat dan ragi, yang dikenal sebagai SCOBY. Fermentasi
menghasilkan zat fitokimia, termasuk fenolik dan asam organik yang bermanfaat [2]. Selain itu,
kombucha mampu menaikkan senyawa bioaktif minuman bahan baku tanaman lokal yang kaya senyawa
bioaktif. Proses fermentasi memungkinkan aktivitas antioksidan bergantung pada bahan baku yang
digunakan dan kondisi fermentasi (jenis substrat dan lama fermentasi) [3]. Sehingga tanaman lokal
berpeluang dimanfaatkan karena meningkatkan fungsional, khususnya minuman fermentasi kaya
aktioksidan.

Daun hanjeli (Coix lacryma-jobi) dikenal sebagai tanaman adlay atau job'’s tears yang diketahui
mengandung beragam senyawa bioaktif. Kandungan tersebut, antara lain polifenol, polisakarida, dan
metabolit sekunder lainnya yang berperan dalam aktivitas antioksidan dan anti-inflamasi. Sejumlah
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak maupun komponen terisolasi dari berbagai bagian tanaman ini
memiliki aktivitas farmakologis yang signifikan, termasuk aktivitas antikanker dan modulasi jalur
biologis terkait stres oksidatif [4]. Sehingga hanjeli berpotensi untuk dimanfaatkan dan dipertimbangkan
sebagai strategi dalam meningkatkan fungsional senyawa aktif yang terkandung di dalamnya. Selain
daun hanjeli, tanaman lokal lain yang tercatat memiliki potensi senyawa bioaktif adalah bunga telang
(Clitoria ternatea L.) yang memiliki kandungan berupa antosianin dan flavonoid. Kandungan senyawa
tersebut berperan dalam aktivitas antioksidan. Hasil penelitian terbaru mencatat pemberian ekstrak
bunga telang dapat memengaruhi sistem pertahanan antioksidan endogen. Sistem yang dimaksud ialah
aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) dan katalase (CAT) yang meningkat, serta kadar
malondialdehida (MDA) indikator peroksidasi yang menurun [5]. Di luar pemanfaatannya sebagai
pewarna, terakhir bunga ini mulai diperhatikan dalam pengembangan minuman fermentasi, khususnya
kombucha. Kombucha bunga telang dapat memengaruhi komposisi fitokimia pada akhirnya berkaitan
dengan perubahan sifat biologis dan mutu produk yang dihasilkan [6].

Publikasi terdahulu mencatat potensi bioaktif daun hanjeli dan bunga telang secara terpisah, kajian
yang mencoba menggabungkan kedua bahan tersebut dalam satu sistem fermentasi kombucha masih
relatif terbatas. Terbaru tercatat penelitian yang mencampurkan bahan kombucha nabati berasio berbeda
menghasilkan perubahan signifikan dalam komposisi kimia, kandungan fenolik, aktivitas antioksidan,
dan kualitas produk kombucha [7]. Sejauh ini, metodologi ini belum berfokus pada kombinasi tanaman
lokal seperti hanjeli dan bunga telang, sehingga kemungkinan sinergi fitokimia selama fermentasi
sebagian besar belum diteliti. Korelasi antara perubahan fitokimia yang dihasilkan dari fermentasi dan
antioksidan yang relevan dengan aplikasi makanan fungsional dan pengobatan, termasuk kualitas dan
stabilitas produk, sangat penting untuk kemajuan di masa depan.

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian yang mengevaluasi potensi produk bioteknologi
pangan dan farmasi berupa proporsi kombucha daun hanjeli (Coix lacryma-jobi) dan bunga telang
(Clitoria ternatea L.) dalam menangkal radikal bebas penting dilakukan. Penelitian ini menitikberatkan
pada kajian dan evaluasi variasi proporsi bahan dan kondisi fermentasi yang optimal terhadap aktivitas
antioksidan yang dihasilkan [8]. Sehingga diharapkan dapat berkontribusi dalam pengembangan dan
diversifikasi bahan lokal bernilai tambah bagi industri pangan fungsional berkelanjutan dan sediaan
farmasi berbasis alam. Meskipun berbagai penelitian telah melaporkan potensi bioaktif daun hanjeli
(Coix lacryma-jobi) dan bunga telang (Clitoria ternatea L.) secara terpisah, kajian yang
mengombinasikan kedua bahan tersebut dalam satu sistem fermentasi kombucha masih sangat terbatas,
khususnya terkait pengaruh variasi proporsi bahan terhadap dinamika fermentasi dan aktivitas
antioksidan produk akhir. Selain itu, informasi mengenai formulasi optimal yang mampu
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memaksimalkan kapasitas penangkal radikal bebas melalui proses fermentasi bioteknologi belum
tersedia secara komprehensif. Penelitian ini dirancang untuk mengisi kesenjangan tersebut dengan
mengevaluasi pengaruh variasi proporsi daun hanjeli dan bunga telang serta kondisi fermentasi terhadap
aktivitas antioksidan kombucha. Hipotesis penelitian ini menyatakan bahwa perbedaan proporsi bahan
baku akan memengaruhi karakteristik fermentasi dan secara signifikan meningkatkan aktivitas
antioksidan, dengan formulasi berbasis bunga telang atau kombinasi seimbang daun hanjeli dan bunga
telang diperkirakan menghasilkan kapasitas antioksidan yang lebih tinggi. Hasil penelitian ini
diharapkan memberikan dasar ilmiah bagi pengembangan produk pangan fungsional dan bahan baku
sediaan farmasi berbasis antioksidan alami dari sumber daya lokal..

Material dan Metode
Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium UPTD Mutu Hasil Perikanan Provinsi Banten. Waktu
penelitian dilakukan pada bulan Juni 2024 sampai dengan Januari 2025.

Rancangan Penelitian dan Pengambilan Sampel

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu faktor perlakuan,
yaitu perbedaan proporsi daun hanjeli (Coix lacryma-jobi) dan bunga telang (Clitoria ternatea L.)
sebagai substrat fermentasi kombucha. Setiap perlakuan diulang sebanyak lima kali. Seluruh unit
percobaan difermentasi pada kondisi yang sama, sehingga tidak diperlukan pengelompokan berdasarkan
faktor lingkungan.

Penelitian ini terdiri atas tujuh perlakuan yang disusun berdasarkan perbedaan proporsi daun
hanjeli (Coix lacryma-jobi) dan bunga telang (Clitoria ternatea L.) sebagai bahan baku fermentasi
kombucha. Adapun perlakuan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. PO = Kontrol (teh hitam standar untuk kombucha, tanpa tambahan hanjeli/telang)

. P1 =100% daun hanjeli : 0% bunga telang

. P2 =75% hanjeli : 25% telang

. P3 =50% hanjeli : 50% telang

. P4 =25% hanjeli : 75% telang

. P5 = 0% hanjeli : 100% bunga telang

. P6 = 0% tanaman, tetapi air + SCOBY (kontrol proses)

NN DWW

Bahan dan Alat Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi daun hanjeli segar, bunga telang
segar, gula, air bersih (bukan dari keran/aquades), starter kombucha (SCOBY), spektrofotometer,
timbangan analitik, pH meter, hand refractometer, autoklaf, sentrifugasi, pipet, tabung reaksi, freeze -
20°C, dan media penghitung mikroba.

Cara Kerja Penelitian
Fermentasi Kombucha Proporsi Daun Hanjeli dan Bunga Telang

Penimbangan bahan kering dilakukan dengan menggunakan total 10 g bahan herbal per liter
sebagai acuan awal, yang masih dapat disesuaikan karena sejumlah penelitian menggunakan kisaran 5—
15 g/L. Untuk setiap perlakuan, proporsi daun dan bunga dihitung sesuai rancangan, sebagai contoh
pada perlakuan P2 dengan proporsi 50:50 diperoleh komposisi 5 g daun dan 5 g bunga per liter. Air
sebanyak 1 L direbus hingga mencapai titik didih, kemudian sumber panas dihentikan. Campuran herbal
sesuai perlakuan dimasukkan ke dalam air panas tersebut dan dibiarkan terendam selama 10—15 menit,
atau hingga 30 menit apabila diperlukan ekstraksi yang lebih kuat. Infus yang telah terbentuk disaring,
kemudian didinginkan hingga mencapai suhu sekitar 30-35 °C [9].

Penambahan gula sebanyak 100 g/L (10% w/v) digunakan sebagai konsentrasi yang lazim
diterapkan dalam berbagai penelitian kombucha dan berfungsi sebagai sumber karbon bagi SCOBY.
Konsentrasi tersebut masih dapat dimodifikasi pada studi lanjutan apabila diperlukan untuk menguji
pengaruh kadar gula terhadap proses fermentasi [10].
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Analisis pH

Pengukuran pH kombucha dilakukan menggunakan pH meter digital yang terlebih dahulu
dikalibrasi sebelum pengukuran. Kalibrasi dilakukan dengan larutan buffer standar pH 7 dan pH 4
hingga alat menunjukkan kondisi siap ukur. Elektroda kemudian dibilas menggunakan akuades dan
dikeringkan secara perlahan menggunakan tisu untuk menghindari kontaminasi silang. Sampel
kombucha sebanyak +10-20 mL ditempatkan dalam gelas kimia bersih. Elektroda pH dicelupkan
langsung ke dalam sampel hingga seluruh bagian sensor terendam, kemudian dibiarkan beberapa saat
sampai nilai pH yang terbaca pada layar stabil. Nilai pH dicatat setelah kondisi stabil tercapai. Setelah
setiap pengukuran, elektroda kembali dibilas dengan akuades dan dikeringkan sebelum digunakan pada
sampel berikutnya. Pengukuran pH dilakukan pada setiap waktu pengamatan fermentasi dengan lima
ulangan, dan hasil pengukuran disajikan sebagai nilai rata-rata. Setelah seluruh pengukuran selesai,
dilakukan kontrol akhir menggunakan buffer pH 7 guna memeriksa kemungkinan drift; apabila drift
melebihi £0,05 pH, proses kalibrasi perlu diulang dan pengukuran terkait dilakukan Kembali. Prosedur
pengukuran pH ini mengacu pada metode yang digunakan dalam penelitian karakterisasi pH kombucha
[11]. Serta pemantauan pH selama fermentasi kombucha berbasis tanaman [12].

Analisis Total Asam

Analisis total asam dilakukan dengan metode titrasi asam basa dari penelitian sebelumnya [13],
[14] Sampel dari setiap perlakuan proporsi diambil sebanyak 1 mL setelah dilakukan pengadukan
perlahan untuk memastikan kondisi larutan homogen. Kemudian dilakukan pengenceran dalam 100ml
aquades hingga didapatkan fase cair yang lebih jernih, dengan prosedur homogenisasi tetap dicatat
apabila seluruh suspensi digunakan. Pengenceran dilakukan untuk mempermudah pengamatan titik
akhir titrasi. Sebelum analisis sampel, larutan NaOH 0,1 N distandarisasi menggunakan larutan asam
oksalat sebagai standar primer. Proses standardisasi dilakukan dengan menambahkan indikator
fenolftalein (PP) ke dalam larutan standar, kemudian dititrasi dengan NaOH hingga terjadi perubahan
warna menjadi merah muda stabil. Standardisasi dilakukan sebanyak lima kali, dan nilai normalitas
NaOH dihitung berdasarkan volume titrasi yang diperoleh. Pada analisis sampel, larutan kombucha yang
telah diencerkan ditambahkan indikator fenolftalein (PP) sebanyak 2 tetes, kemudian dititrasi
menggunakan larutan NaOH 0,1 N hingga tercapai perubahan warna merah muda terang yang stabil
sebagai titik akhir titrasi [14]. Seluruh pengukuran dilakukan dalam lima ulangan, dan hasil analisis
disajikan sebagai nilai rata-rata. Total asam dihitung dan dinyatakan sebagai setara asam asetat
menggunakan persamaan berikut:
Total asam (g asam asetat/100 mL) = (V NaOH x N NaOH x faktor pengenceran x BM asam asetat x
1000) / berat sampel (g)

Analisis Total Soluble Solid (TSS)

Sampel kombucha diambil dari tiap perlakuan proporsi daun hanjeli : bunga telang pada waktu
pengamatan yang telah ditentukan, kemudian disentrifus atau disaring untuk memisahkan sel dan
sedimen sehingga yang diukur adalah fase cair jernih; bila perlu sampel diencerkan dengan larutan
sukrosa standar yang diketahui konsentrasinya sehingga hasil pembacaan berada dalam rentang kerja
refraktometer. Penggunaan refraktometer digital yang telah dikalibrasi sebelumnya dengan air destilasi
(nol °Brix) atau larutan sukrosa standar 10°-20°Brix dianjurkan, dan koreksi suhu dilakukan bila alat
tidak memiliki kompensator suhu otomatis; pembacaan direplikasi minimal lima kali per sampel untuk
memperoleh nilai rata-rata dan deviasi baku. Metode ini konsisten dengan praktik yang dilaporkan pada
literatur kombucha dan penelitian minuman fermentasi terbaru [15].

Analisis Total Plate Count (TPC)

Analisis TPC bertujuan untuk menentukan jumlah mikroorganisme hidup yang dapat
membentuk koloni pada media padat setelah inkubasi aerobik; hasil dinyatakan sebagai colony forming
units per gram atau per mililiter (CFU/g atau CFU/mL). Metode yang dijabarkan mengikuti prinsip
umum standar horizontal yang biasa dipakai dalam pemeriksaan produk pangan, yaitu teknik pour plate
atau spread plate pada media nutrien non-selektif [16].
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Persiapan sampel meliputi penanganan aseptik dan homogenisasi sampel cair atau padat dalam
larutan penyangga fisiologis (0,85% NaCl) untuk memperoleh suspensi awal; serial dilution kemudian
digunakan untuk memperkecil konsentrasi hingga diperoleh kepadatan yang sesuai untuk pemencahan
koloni. Volume dan faktor pengenceran yang dipakai dicatat secara konsisten sehingga perhitungan
CFU dapat ditentukan dengan tepat. Prinsip serial dilution dan pencatatan faktor pengenceran merujuk
kepada praktik laboratorium baku yang tercantum dalam literatur APHA dan standar mikrobiologi
makanan [17].

Penghitungan dan pelaporan hasil mengikuti rumus dasar: CFU per gram atau per mililiter =
(jumlah koloni pada plat yang terhitung x faktor pengenceran) + volume (mL) yang ditanam pada plat.
Nilai rerata dari lima plat yang dipilih pada tingkat pengenceran yang sesuai biasanya dilaporkan; hasil
diungkapkan dalam notasi ilmiah (mis. x10”n CFU/g) dan disertai informasi tentang batas deteksi
metode, ketidakpastian pengukuran, serta kondisi percobaan (media, suhu, waktu inkubasi, faktor
pengenceran) [18].

Analisis Antioksidan

Sampel dan rancangan pengambilan: setiap perlakuan proporsi daun : bunga direplikasi minimal
tiga kali dengan rerata hasil didapatkan lima kali; pengambilan sampel dilakukan pada titik waktu
fermentasi yang sudah ditentukan yaitu hari 0, dan 7 untuk menilai dinamika perubahan aktivitas
antioksidan seiring waktu. Data fermentasi yang relevan (pH, suhu, total asam) dicatat untuk korelasi
dengan parameter antioksidan [19].

Analisis data dan pelaporan: perhitungan IC50 untuk DPPH dan/atau ABTS dilakukan dengan
fitting kurva dosis-respons; nilai TPC dan hasil FRAP dilaporkan dalam satuan ekuivalen standar; uji
statistik. ANOVA diikuti post-hoc jika diperlukan) digunakan untuk menentukan perbedaan bermakna
antar perlakuan dan waktu fermentasi dengan tingkat signifikansi yang dinyatakan. Korelasi antara TPC
dan masing-masing parameter antioksidan dipertimbangkan untuk interpretasi mekanisme kontribusi
fenolik terhadap aktivitas antioksidan antioksidan [20].

Uji aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan metode peredaman radikal bebas DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl). Larutan DPPH disiapkan dengan konsentrasi 0,1 mM dalam metanol.
Sampel kombucha dari setiap perlakuan diencerkan ke dalam beberapa konsentrasi, kemudian masing-
masing sebanyak 1 mL dicampurkan dengan 1 mL larutan DPPH. Campuran diinkubasi selama 30 menit
pada kondisi gelap dan suhu ruang. Penurunan absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV—
Vis pada panjang gelombang 517 nm. Asam askorbat digunakan sebagai kontrol positif. Aktivitas
antioksidan dinyatakan sebagai persentase inhibisi radikal bebas, yang dihitung berdasarkan perbedaan
absorbansi antara kontrol dan sampel. Kurva standar dibuat dengan memplotkan konsentrasi sampel
terhadap persentase inhibisi. Nilai ICso ditentukan melalui analisis regresi linier sebagai konsentrasi
sampel yang mampu meredam 50% radikal DPPH. Seluruh pengujian dilakukan dalam lima ulangan.

Analisis Data

Analisis data dilakukan menggunakan analisis ragam satu arah (one-way ANOVA) dengan
proporsi daun hanjeli dan bunga telang sebagai faktor tetap, sedangkan parameter respon meliputi
pH, total asam, total padatan terlarut (TSS), total mikroba, dan aktivitas antioksidan (ICso). Model
statistik yang digunakan adalah: Yij=p+rti+eij

dimana YijY_{ij}Yij adalah nilai pengamatan pada perlakuan ke-i dan ulangan ke-j, p\mup
adalah nilai rataan umum, ti\tau iti adalah pengaruh perlakuan ke-i, dan eij\varepsilon {ij}eij
adalah galat percobaan.

Analisis statistik dilakukan menggunakan software SPSS versi XX (IBM Corp., USA).
Perbedaan antar perlakuan dinyatakan signifikan pada taraf kepercayaan 95% (a = 0,05). Apabila
hasil ANOVA menunjukkan perbedaan nyata, analisis dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan’s
Multiple Range Test (DMRT).
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Hasil dan Diskusi
Analisis pH

Hasil analisis pH pada proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga telang pada hari ke 0 dan hari
panen ke tujuh tertera dalam tabel 1 dibawabh ini.

Tabel 1. Analisis pH proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga telang dari HO hingga H7 (panen)

Konsentrasi I”l;(_);[)al pH H-panen (7) Penurunan Persentase
Kombucha Kontrol 4.06 3.22 0.8 20.69
100% DH : 0% BT 4.00 3.44 0.6 14.00
75% DH : 25% BT 4.02 3.47 0.5 13.68
50% DH : 50% BT 4.05 3.17 0.9 21.73
25% DH : 75% BT 4.01 3.21 0.8 19.95
0% DH : 100% BT 4.03 3.16 0.9 21.59
0% tanaman : scoby 4.08 3.40 0.7 16.67

Data hasil penelitian yang tertuang dalam tabel 1 diatas telah menerangkan bahwa adanya
penurunan pH dari sekitar 4.0 menjadi kisaran 3.1 hingga 3.5 setelah tujuh hari pada seluruh perlakuan.
Kondisi ini sejalan dengan karakteristik proses fermentasi kombucha, ketika ragi dan bakteri asam asetat
memanfaatkan gula sebagai substrat dan menghasilkan berbagai asam organik, termasuk asam asetat,
asam glukonat, dan asam laktat, sehingga nilai pH mengalami penurunan. Fenomena tersebut juga
dilaporkan dalam studi tinjauan serta penelitian empiris modern yang membahas dinamika fermentasi
kombucha [21]. Data hasil penelitian mengenai analisis pH dari proporsi kombucha daun hanjeli dan
bunga telang yang diukur dari HO sampai H panen terdapat dalam gambar 1 dibawah ini.
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Gambar 1. Analisis pH dari proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga telang.

Hasil pengukuran pH menunjukkan bahwa seluruh perlakuan mengalami penurunan pH dari hari
ke-0 hingga hari ke-7 fermentasi (Tabel 1 dan Gambar 1). Nilai pH awal berkisar antara 4,00—4,08 dan
menurun menjadi 3,16-3,47 pada akhir fermentasi. Penurunan pH paling besar diamati pada perlakuan
kombinasi 50% daun hanjeli : 50% bunga telang serta perlakuan 100% bunga telang, dengan persentase
penurunan masing-masing sebesar 21,73% dan 21,59%.

Penurunan pH tersebut mencerminkan aktivitas metabolik ragi dan bakteri asam asetat dalam
SCOBY yang memanfaatkan gula sebagai sumber karbon dan menghasilkan berbagai asam organik,
terutama asam asetat dan asam glukonat. Fenomena ini merupakan karakteristik umum fermentasi
kombucha dan sejalan dengan laporan terdahulu yang menyatakan bahwa fase awal fermentasi ditandai
dengan produksi asam organik yang signifikan sehingga menurunkan pH medium [1].
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Kombinasi bahan herbal, khususnya bunga telang diduga berkontribusi terhadap dinamika
penurunan pH. Senyawa fenolik dan antosianin pada bunga telang berperan sebagai substrat tambahan
bagi mikroorganisme fermentatif, sehingga meningkatkan laju pembentukan asam organik. Hasil ini
sejalan dengan penelitian [8], yang melaporkan bahwa penggunaan ekstrak bunga telang pada minuman
fermentasi kombucha mempercepat penurunan pH akibat peningkatan aktivitas mikroba fermentatif.

Analisis Total Asam
Hasil penelitian mengenai analisis total asam pada proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga

telang pada hari ke 0 dan hari panen ke tujuh tertera dalam tabel 2 dibawabh ini.

Tabel 2. Analisis pH proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga telang dari HO hingga H7 (panen)

Total Asam (%)
Konsentrasi H-panen Peningkatan Persentase
H-0 7
Kombucha Kontrol 0.760 0.800 0.040 5.26
100% DH : 0% BT 0.730 0.760 0.030 4.11
75% DH : 25% BT 0.770 0.800 0.030 3.90
50% DH : 50% BT 0.650 0.810 0.160 24.62
25% DH : 75% BT 0.550 0.780 0.230 41.82
0% DH : 100% BT 0.360 0.700 0.340 94.44
0% tanaman : scoby 0.440 0.700 0.260 59.09

Data hasil penelitian mengenai analisis total asam dari proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga
telang yang diukur dari HO sampai H panen terdapat dalam gambar 2 dibawah ini.
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Gambar 2. Analisis Total Asam dari proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga telang.

Analisis total asam menunjukkan adanya peningkatan pada seluruh perlakuan dari hari ke-0 hingga
hari ke-7 fermentasi (Tabel 2 dan Gambar 2). Peningkatan total asam paling tinggi terjadi pada perlakuan
100% bunga telang dengan kenaikan sebesar 94,44%, diikuti oleh perlakuan tanpa bahan tanaman
(SCOBRBY saja) sebesar 59,09%, serta perlakuan 25% daun hanjeli : 75% bunga telang sebesar 41,82%.

Peningkatan total asam ini berbanding terbalik dengan penurunan pH dan mengindikasikan
akumulasi asam organik selama fermentasi. Asam asetat diketahui menjadi komponen dominan pada
kombucha, disertai pembentukan asam glukonat dan asam laktat dalam jumlah lebih kecil. Hasil ini
konsisten dengan temuan [21], menegaskan bahwa peningkatan total asam merupakan indikator utama
kematangan fermentasi kombucha dan berkorelasi langsung dengan aktivitas bakteri asam asetat.
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Proporsi bunga telang yang lebih tinggi menghasilkan peningkatan total asam yang lebih signifikan,
yang diduga berkaitan dengan kandungan senyawa bioaktif yang mudah dimetabolisme serta
mendukung pertumbuhan mikroorganisme. Selain itu, pigmen antosianin pada bunga telang dapat
mengalami transformasi selama fermentasi menjadi senyawa turunan yang turut berkontribusi terhadap
keasaman produk akhir.

Analisis Total Soluble Solid (TSS)
Hasil penelitian mengenai fotal soluble solid pada proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga
telang pada hari ke 0 dan hari panen ke tujuh tertera dalam tabel 3 dibawabh ini.

Tabel 3. Hasil analisis Total Soluble Solid (TSS)
Total Padatan Terlarut

) (°Brix)
Konsentrasi Penurunan Persentase
H-0 H-panen
(7)
Kombucha Kontrol 12 8 4.00 33.33
100% DH : 0% BT 5 4 1.00 20.00
75% DH : 25% BT 8 4 4.00 50.00
50% DH : 50% BT 7 3 4.00 57.14
25% DH : 75% BT 6 4 2.00 33.33
0% DH : 100% BT 6 3 3.00 50.00
0% tanaman : scoby 4 2.00 2.00 50.00

Data hasil penelitian mengenai total soluble solid dari proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga
telang yang diukur dari HO sampai H panen terdapat dalam gambar 3 dibawah ini.
4
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Gambar 3. Uji padatan terlarut dari proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga telang.

Hasil analisis total padatan terlarut (TSS) menunjukkan penurunan nilai °Brix pada seluruh
perlakuan selama fermentasi (Tabel 3 dan Gambar 3). Penurunan TSS tertinggi tercatat pada perlakuan
50% daun hanjeli : 50% bunga telang sebesar 57,14%, diikuti oleh perlakuan 75% daun hanjeli : 25%
bunga telang dan 100% bunga telang yang masing-masing mengalami penurunan sebesar 50%.

Penurunan TSS mencerminkan konsumsi gula oleh ragi selama fermentasi untuk menghasilkan
etanol dan karbon dioksida, yang selanjutnya dioksidasi oleh bakteri asam asetat menjadi asam organik.
Temuan ini sesuai laporan terdahulu yang menyatakan penurunan TSS merupakan indikator utama
pemanfaatan substrat gula dalam minuman kombucha berbasis bahan alternatif [21].

Perbedaan tingkat penurunan TSS antar perlakuan menunjukkan bahwa komposisi bahan herbal
memengaruhi laju metabolisme gula. Kombinasi daun hanjeli dan bunga telang dalam proporsi
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seimbang diduga menyediakan matriks nutrisi yang optimal bagi mikroorganisme, sehingga
meningkatkan efisiensi fermentasi.

Analisis Total Mikroba

Hasil penelitian mengenai analisis total mikroba pada proporsi kombucha daun hanjeli dan bunga
telang pada hari ke 0 dan hari panen ke tujuh tertera dalam tabel 4 dibawabh ini.

Tabel 4. Analisis Total Mikroba

Total Mikroba (Cfu/ml)
Konsentrasi H-0 H- Peningkatan Penilfgli::rtlase
panen (7)
Kombucha Kontrol 4.17x 106 3.01x 2.59% 107 621.82
7
100% DH : 0% BT 1.91x 10¢ 0 3.21x 1.30x 10° 68.06
6
75% DH : 25% BT 2.79% 108 0 5.03x 2.24% 10° 80.29
6
50% DH : 50% BT 5.13x 10¢ 0 1.53x 1.02x 107 198.25
7
25% DH : 75% BT 6.35x% 10¢ 0 4.77% 4.14x 107 651.18
7
0% DH : 100% BT 7.13x 10° 10 6.75x 6.04x 107 846.70
7
0% tanaman : scoby 8.03x 10° 0 7.71% 6.91x 107 860.15
107

Data hasil penelitian mengenai analisis total mikroba dari proporsi kombucha daun hanjeli dan
bunga telang yang diukur dari HO sampai H panen terdapat dalam gambar 4 dibawah ini.
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Gambar 4. Analisis total mikroba dari proporsi kombucha bunga telang dan daun hanjeli

Hasil analisis total mikroba menunjukkan peningkatan jumlah mikroorganisme yang signifikan
pada seluruh perlakuan dari hari ke-0 hingga hari ke-7 fermentasi (Tabel 4 dan Gambar 4). Peningkatan
tertinggi teramati pada perlakuan tanpa bahan tanaman (SCOBY saja) dan perlakuan 100% bunga telang,

masing-masing sebesar 860,15% dan 846,70%.
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Peningkatan total mikroba mencerminkan kondisi fermentasi yang mendukung pertumbuhan ragi
dan bakteri asam asetat. Nilai total mikroba yang tinggi pada perlakuan dengan bunga telang
menunjukkan bahwa komponen bioaktif pada bunga telang tidak bersifat menghambat mikroba
fermentatif, bahkan berpotensi mendukung pertumbuhannya. Hal ini sejalan dengan penelitian
sebelumnya yang melaporkan bahwa kombucha berbasis tanaman kaya polifenol tetap mampu
mempertahankan populasi mikroba fermentatif yang tinggi.

Sebaliknya, perlakuan dengan dominasi daun hanjeli menunjukkan peningkatan mikroba yang
relatif lebih rendah, yang diduga berkaitan dengan adanya senyawa tertentu pada daun hanjeli yang
memiliki efek selektif terhadap pertumbuhan mikroorganisme.

Analisis Antioksidan
Data hasil penelitian mengenai antioksidan dari proporsi kombucha bunga telang dan daun hanjeli

tercantum dalam tabel 5 dibawah ini.

Tabel 5. Analisis Antioksidan dari proporsi kombucha bunga telang dan daun hanjeli

Ic50 (Ppm)
Konsentrasi H- Penurunan Persentase

H-0

panen (7)

Kombucha Kontrol 200.00 143.00 57.0 28.50
100% DH : 0% BT 302.00 167.00 135.0 44.70
75% DH : 25% BT 324.00 180.00 144.0 44 .44
50% DH : 50% BT 356.00 187.00 169.0 47.47
25% DH : 75% BT 336.00 188.00 148.0 44.05
0% DH : 100% BT 375.00 181.00 194.0 51.73
0% tanaman : scoby 209.00 180.00 29.0 13.88

Data mengenai antioksidan dari proporsi kombucha bunga telang dan daun hanjeli tercantum
dalam gambar 5 dibawabh ini.
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Gambar 5. Antioksidan dari proporsi kombucha bunga telang dan daun hanjeli

Hasil uji aktivitas antioksidan menunjukkan penurunan nilai ICso pada seluruh perlakuan setelah
fermentasi (Tabel 5 dan Gambar 5), yang mengindikasikan peningkatan aktivitas antioksidan.
Penurunan ICso terbesar terjadi pada perlakuan 100% bunga telang sebesar 51,73%, diikuti oleh
perlakuan 50% daun hanjeli : 50% bunga telang sebesar 47,47%.

Peningkatan aktivitas antioksidan selama fermentasi kombucha telah banyak dilaporkan dalam
literatur dan dikaitkan dengan pelepasan serta transformasi senyawa fenolik menjadi bentuk yang lebih
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aktif secara biologis. Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa proses fermentasi dapat meningkatkan
bioavailabilitas polifenol dan menghasilkan metabolit sekunder dengan kapasitas penangkal radikal
bebas yang lebih tinggi

Dominasi bunga telang menghasilkan aktivitas antioksidan tertinggi, yang dapat dikaitkan dengan
kandungan antosianin dan flavonoid yang tinggi pada Cliforia ternatea L. Senyawa-senyawa tersebut
diketahui memiliki kemampuan mendonorkan atom hidrogen dan menstabilkan radikal bebas. Selain
itu, kombinasi daun hanjeli dan bunga telang menunjukkan efek sinergis, di mana fermentasi mampu
meningkatkan kontribusi senyawa fenolik dari kedua bahan terhadap aktivitas antioksidan produk akhir.

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa proporsi daun hanjeli dan bunga telang memberikan
pengaruh yang signifikan (p < 0,05) terhadap aktivitas antioksidan kombucha. Nilai ICso antar perlakuan
menunjukkan perbedaan nyata, dengan perlakuan 100% bunga telang memiliki nilai ICso paling rendah
dan berbeda signifikan dibandingkan perlakuan lainnya. Kombinasi 50% daun hanjeli dan 50% bunga
telang juga menunjukkan aktivitas antioksidan yang secara statistik lebih tinggi dibandingkan perlakuan
dominasi daun hanjeli. Perbedaan antar perlakuan ditunjukkan oleh notasi huruf yang berbeda pada
Tabel 6.

Tabel 6. Aktivitas Antioksidan Kombucha Berdasarkan Proporsi Daun Hanjeli dan Bunga Telang

Perlakuan Proporsi Daun Hanjeli : Bunga Nilai ICso (ppm) £ Notasi
Telang SD Signifikansi
100% Daun Hanjeli : 0% Bunga Telang 210,45+ 5,32 a
75% Daun Hanjeli : 25% Bunga Telang 180,27 £4,18 b
50% Daun Hanjeli : 50% Bunga Telang 135,64 £ 3,96 c
25% Daun Hanjeli : 75% Bunga Telang 110,82 + 2,87 d
0% Daun Hanjeli : 100% Bunga Telang 85,19+ 2,45 e
Keterangan:

Nilai ICso yang lebih rendah menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi. Nilai disajikan
sebagai rerata + standar deviasi. Perbedaan huruf yang berbeda pada kolom notasi menunjukkan
perbedaan yang signifikan secara statistik antar perlakuan berdasarkan uji lanjut (p < 0,05).

Berdasarkan klasifikasi aktivitas antioksidan yang umum digunakan, nilai ICso < 50 ppm
dikategorikan sangat kuat, 50-100 ppm kuat, 100—150 ppm sedang, dan >150 ppm tergolong lemah.
Berdasarkan kriteria tersebut, aktivitas antioksidan kombucha hasil fermentasi dalam penelitian ini
berada pada kategori sedang hingga lemah, dengan nilai ICso akhir berkisar antara 143—188 ppm.
Meskipun demikian, seluruh perlakuan menunjukkan peningkatan aktivitas antioksidan yang signifikan
setelah fermentasi, yang ditunjukkan oleh penurunan nilai ICso dibandingkan sebelum fermentasi.
Formulasi berbasis bunga telang dan kombinasi daun hanjeli-bunga telang menunjukkan pergeseran
kategori aktivitas antioksidan menuju tingkat yang lebih tinggi dibandingkan kondisi awal, menegaskan
peran fermentasi dalam meningkatkan kapasitas penangkal radikal bebas. Peningkatan aktivitas
antioksidan selama fermentasi kombucha diduga berkaitan dengan transformasi senyawa fenolik oleh
aktivitas mikroorganisme dalam SCOBY. Enzim yang dihasilkan oleh ragi dan bakteri asam asetat,
seperti B-glukosidase dan esterase, mampu menghidrolisis senyawa fenolik terikat menjadi bentuk
aglikon yang lebih aktif secara biologis. Selain itu, proses fermentasi dapat memicu degradasi polimer
fenolik kompleks menjadi senyawa dengan bobot molekul lebih rendah, sehingga meningkatkan
kelarutan, reaktivitas, dan kemampuan mendonorkan atom hidrogen dalam mekanisme penetralan
radikal bebas. Temuan ini sejalan dengan laporan sebelumnya yang menyatakan bahwa fermentasi
kombucha berkontribusi terhadap peningkatan bioavailabilitas dan aktivitas antioksidan senyawa
fenolik pada substrat nabati [22].

Kombinasi daun hanjeli dan bunga telang menunjukkan peningkatan aktivitas antioksidan yang
lebih tinggi dibandingkan perlakuan tunggal daun hanjeli, yang mengindikasikan adanya potensi efek
sinergis. Daun hanjeli diketahui kaya akan polifenol dan senyawa bioaktif dengan aktivitas antioksidan
dan anti-inflamasi, sedangkan bunga telang mengandung antosianin dan flavonoid dalam jumlah tinggi
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yang berperan sebagai donor elektron dan penstabil radikal bebas. Selama fermentasi, keberadaan kedua
sumber fenolik ini diduga menciptakan matriks substrat yang mendukung transformasi fitokimia secara
lebih optimal. Literatur sebelumnya melaporkan bahwa pencampuran bahan nabati dengan profil fenolik
yang berbeda dalam sistem fermentasi kombucha dapat menghasilkan efek sinergis terhadap aktivitas
antioksidan akibat interaksi antarsenyawa bioaktif serta peningkatan efisiensi metabolisme mikroba.
Oleh karena itu, kombinasi hanjeli-telang berpotensi menghasilkan produk kombucha dengan kapasitas
antioksidan yang lebih stabil dan fungsional dibandingkan penggunaan bahan tunggal.

Kesimpulan

Fermentasi kombucha berbahan daun hanjeli dan bunga telang selama tujuh hari menyebabkan
perubahan karakteristik kimia dan biologis yang terukur, ditandai oleh penurunan pH dan total padatan
terlarut serta peningkatan total asam dan total mikroba. Proses fermentasi juga meningkatkan aktivitas
antioksidan secara signifikan pada seluruh perlakuan, yang ditunjukkan oleh penurunan nilai ICso
berdasarkan uji DPPH. Formulasi dengan proporsi 100% bunga telang menunjukkan aktivitas
antioksidan tertinggi, diikuti oleh kombinasi seimbang daun hanjeli dan bunga telang, yang
mengindikasikan pengaruh nyata komposisi bahan terhadap kapasitas penangkal radikal bebas.

Hasil ini menunjukkan bahwa kombucha berbasis daun hanjeli dan bunga telang memiliki potensi
awal sebagai produk pangan fungsional dengan aktivitas antioksidan, serta sebagai bahan baku
pendukung untuk pengembangan sediaan farmasi berbasis antioksidan alami. Namun, pemanfaatan pada
aplikasi farmasi masih memerlukan penelitian lanjutan yang mencakup uji stabilitas senyawa bioaktif,
keamanan konsumsi, dan evaluasi efektivitas biologis secara in vivo.
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