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Abstract

Article info

Production of fermented tea or kombucha can produce waste
in the form of brown scoby. This waste can be used as a source
of biological fertilizer agents for plants. This research aims to
identify bacteria that act as biological fertilizer agents
contained in kombucha scoby waste. The research method was
the isolation and characterization of bacteria grown on
Pikovskaya solid media to determine the biochemical reactions
of groups of phosphate solubilizing bacteria and sedirophore
bacteria on Fe-CAS media. The results of the research showed
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that there were phosphate solubilizing bacteria from samples
K1 and K2 with the criteria that the colonies formed a clear
clear zone (halozone) and K1 showed positive as a siderophore
producing bacteria with orange colonies formed.

Sedirophore

1. PENDAHULUAN

Fermentasi merupakan salah satu cara untuk meningkatkan senyawa bioaktif pada berbagai
produk pangan. Di Indonesia kombucha dikenal sebagai teh jamur dan mulai populer dikonsumsi.
Kombucha memiliki rasa manis sedikit asam sehingga banyak diminati oleh para konsumen. Selain
karena rasa, kombucha juga memiliki banyak khasiat untuk kesehatan tubuh diantaranya sebagai
antibakteri, antioksidan, dapat meningkatkan ketahanan tubuh, menurunkan tekanan darah serta
memperbaiki mikroflora usus. Scoby kombucha yang sudah lama dan berwarna coklat
dimanfaatkan sebagai pupuk dengan cara memotongnya dengan irisan kecil-kecil kemudian
dimasukkan ke dalam tanah [1].

Kombucha diperoleh dari teh yang difermentasi dengan gula oleh (Symbiotic Culture Of
Bacteria And Yeast) SCOBY selama 7-14 hari pada suhu ruang menggunakan kultur bakteri
(Acetobacter xylinum, A. xylinoides, Bacterium gluconicum) dan jamur (Saccharomyces
cerevisiae, S. ludwigii, Zygosaccharomyces bailii, Z. rouxii, Schizosaccharomyces pombe,
Torulaspora delburueckii, Brettanomyces bruxellensis, B. Lambicus, B. custersii, Candida sp., or
pichia) [2]. Bakteri yang terlibat dalam kombucha yaitu bakteri asam asetat dan bakteri asam
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laktat. Adapun kandungan vitamin B1, B2, B6, B12, asam folat, vitamin C amino essensial, dan
enzim yang memiliki banyak manfaat bagi tubuh [3].

Beragamnya mikroba baik bakteri maupun fungi pada proses fermentasi kombucha menjadi
topik menarik untuk menggali potensi mikroba sebagai agen pupuk hayati. Pupuk hayati
merupakan pupuk penyubur tanaman yang memiliki bahan aktif berupa mikroorganisme
menguntungkan bagi tanaman seperti kelompok mikroba pemfiksasi nitrogen pelarut fosfat,
bahkan bakteri siderophore [4].

Siderophore merupakan senyawa pengkhelat ion logam besi (Fe3+) spesifik yang dihasilkan
oleh beberapa jenis mikroba untuk menyembunyikan unsur besi di lingkungan rizosfir, sehingga
tidak tersedia bagi perkembangan mikroba patogen [5]. Sementara bakteri pelarut fosfat adalah
bakteri tanah yang dapat melarutkan fosfat sehingga dapat diserap oleh tanaman. Kedua jenis
bakteri ini berpotensi besar sebagai agen pupuk hayati dan dapat juga ditemukan pada produk
fermentasi [6]. Oleh karena itu, dalam penelitian ini dilakukan identifikasi kombucha teh melati
dan teh hijau sebagai agen pupuk hayati melalui seleksi bakteri siderofor, pelarut fosfat.

Dengan demikian, penelitian yang berjudul “Karakterisasi Bakteri Kombucha Kombucha Teh
Melati dan Teh Hijau Sebagai Agen Pupuk Hayati” perlu dilakukan untuk mengetahui potensi
sebagai agen pupuk hayati.

. METODE

Alat yang digunakan untuk penelitian ini diantaranya alat gelas, toples kaca, cawan petri,
erlenmeyer, botol schoot, laminar air flow, mikropipet, autoclave, tip, alluminium foil, plastik
wrap, timbangan analitik, alat tulis dan kompor listrik.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel kombucha teh melati dan teh hijau,
plastik wrap, media agar pikovskaya, akuades, NaCl fisiologis, Kit isolasi genom, gel agarose, TAE
1 x, media Fe-CAS agar, media NB, tips, spirtus, korek api, alkohol 70%, aluminium foil, tissu,
gloves dan kapas.

Tahapan Penelitian

1. Seleksi Bakteri Kombucha Teh melati dan Teh Hijau Pada Media Fosfat

Masing-masing subkultur isolat bakteri diinokulasikan pada medium steril. Selanjutnya
diinkubasi dalam inkubator pada suhu ruangan selama 24 jam. Seleksi isolat Bacillus sp yang
berpotensi sebagai pelarut fosfat, yaitu dengan diinokulasikan dalam medium pikovskaya agar
dan diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari. Koloni bakteri yang memiliki zona bening dianggap
bakteri tersebut mampu melarutkan fosfat [7].

2. Seleksi Bakteri Kombucha Teh melati dan Teh Hijau Pada Media Siderophore

Langkah pertama yang perlu dilakukan yaitu Inokulasi Fe-CAS agar dengan di suspensi sel
bakteri menggunakan metode gores atau sebar. Untuk metode sebar, gunakan sebanyak 50pL
suspensi sel bakteri dari beberapa tingkat pengenceran. Selanjutnya inkubasi cawan petri pada
suhu kamar. Setelah masa inkubasi (24 jam atau lebih) bakteri penghasil siderofor yang tumbuh
ditandai oleh koloni berwarna kuning (oranye) yang kontras dengan warna biru media Fe CAS [8].

. HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Bakteri Pelarut Fosfat

Dalam penelitian ini, isolasi bakteri fosfat menggunakan media Pikovskaya. Media pikovskaya
adalah media selektif untuk isolasi bakteri pelarut fosfat. Pada media pikovskaya digunakan
trikalsium fosfat sebagai sumber fosfat tidak larut sehingga media berwarna putih keruh dan
terdapat butiran fosfat putih. Keberadaan bakteri pelarut fosfat dikatakan positif apabila
terdapat zona jernih (halozone) pada media pikovskaya tersebut [9]. Hasil seleksi pada media
pikovskaya menunjukkan adanya koloni bakteri pelarut fosfat yang ditandai dengan terbentuknya
zona bening. Keberadaan bakteri pelarut fosfat dalam media pikovskaya dapat dilihat pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Koloni bakteri pelarut pada media Pikovskaya kombucha teh hijau (K1) dengan zona jernih (Halozone)
bakteri pelarut fosfat.

Gambar 2. Koloni bakteri pelarut pada Media Pikovskaya kombucha teh melati (K2).

Bakteri pelarut fosfat dikenali dengan adanya zona bening di sekitar koloni jika ditumbuhkan
pada media agar pikovskaya. Sagervansh [10] menyatakan bahwa terbentuknya zona bening
disekitar koloni menunjukkan, bahwa isolat tersebut mampu menghasilkan asam-asam organik
yang mampu berikatan dengan ion Ca- membentuk senyawa Ca3PO* sehingga membentuk area
yang berwarna lebih jernih. Dari sampel bakteri kombucha diperoleh 183 isolat bakteri pelarut
fosfat dan menunjukkan zona jernih pada media pikovskaya. Data secara rinci terdapat pada
Tabel 1.

Tabel 1. Hasil isolasi Pelarut Fosfat dari sampel teh hijau, teh melati, kombucha hijau, kombucha
melati dan air scoby

No. Sample TPC (CFU/mL)
1 Scoby Teh hijau 3
2 Scoby Teh melati 11
3 Kombucha Teh hijau 21,15
4 Kombucha teh melati 18,5
5 Air scoby 10

Dari hasil isolasi bakteri pelarut fosfat sampel kombucha melati pada pengenceran 10" terjadi
kontaminasi dan didapatkan 33 isolat dari pengenceran 102, 37 isolat dari pengenceran 103, 77
isolat dari pengenceran 104, dan 36 isolat dari pengenceran 107, Isolat keseluruhan yang berhasil
didapatkan pada penelitian kali ini sebanyak 183 isolat.

Keberadaan isolat-isolat bakteri pelarut fosfat yang tumbuh di media pikovskaya dari sampel
kombucha melati dipengaruhi oleh kandungan fosfat yang tersedia serta mencukupi kebutuhan
bakteri yang ada pada sampel, sehingga bakteri mampu tumbuh dan berkembang.
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Seleksi Bakteri Kombucha pada Media Siderophore

Kultur yang tumbuh pada media pikovskaya diseleksi pada media Fe-CAS. Kultur ditumbuhkan
pada suhu ruang selama 24 jam atau lebih. Sampel yang diinokulasikan yaitu sampel teh hijau,
sampel teh melati, sampel kombucha hijau, dan sampel kombucha melati. Hasil kultur sample
K1menunjukkan sampel teh melati menunjukkan hasil positif siderofor yang ditandai dengan
adanya koloni berwarna kuning (orange) seperti Gambar 3. Bakteri yang berada pada sampel teh
melati mampu hidup dan berkembang biak pada media agar Fe-CAS karena siderofor dapat
melepaskan Fe dari media dan menyembunyikannya sehingga koloni bakteri berwarna kuning
(orange) yang sangat kontras dengan warna biru media agar Fe-CAS agar. Siderofor memiliki
afinitas yang tinggi terhadap unsur Fe (Kf >1030). Bakteri penghasil siderofor mengikat unsur Fe
di luar dinding sel dan selanjutnya Fe diangkut ke dalam membran sel melalui reseptor spesifik

[11].

Gambar 3. Koloni bakteri Siderofor dari isolat K1.

Hasil positif siderofor kemudian di subkultur pada media Fe-CAS untuk memperbanyak koloni
serta memastikan bahwa koloni yang tumbuh sesuai dengaan yang diinginkan. Kemampuan
bakteri menghasilkan siderofor merupakan komponen penting dalam PGPR, karena siderofor
mampu mengikat besi (Fe3+) menjadi ikatan siderofor-besi yang menjadi tersedia bagi tanaman.
Siderofor yang dihasilkan oleh mikroorganisme, menguntungkan tanaman karena dapat
menghambat pertumbuhan patogen. Terjadinya kekurangan Fe3+ yang dibutuhkan oleh patogen
karena Fe3+ sudah terikat oleh siderofor [12].

. KESIMPULAN

Kombucha teh melati dan teh hijau mengandung bakteri pelarut fosfat dan ditandai dengan
adanya zona bening pada media pikovskaya. Pada pertumbuhan bakteri di media Fe-CAS koloni
tumbuh hanya %2 koloni namun menghasilkan koloni yang sesuai dengan yang diinginkan. Yaitu
koloni tumbuh berwarna kuning (orange) yang kontras dengan warna biru media Fe-CAS.
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