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Abstract. The consumption of sugar-sweetened beverages (SSBs) in Indonesia continues to increase and is 

associated with the risk of obesity, diabetes, and cardiovascular diseases due to oxidative stress. Kombucha has 

potential as a functional antioxidant beverage; however, its use is still dominated by Camellia sinensis, limiting 

the utilization of local ingredients. Bilimbi leaves (Averrhoa bilimbi Linn.) have high antioxidant activity and 

potential as an alternative substrate. This study aimed to analyze the effect of fermentation time variations (4, 7, 

and 14 days) and sugar concentrations (10% and 15%) on the acceptability and antioxidant activity of bilimbi 

leaf kombucha, as well as to determine the best formulation. The study used a true experimental design with a 

Completely Randomized Design (CRD) involving six formulations (F1–F6) and one control (F0). Antioxidant 

activity was analyzed using the DPPH method. The results showed that fermentation time and sugar concentration 

significantly affected antioxidant activity.). The highest antioxidant activity was found in F2 (IC50 98.67 ppm, 

strong category). F2 was determined as the best formulation due to its  antioxidant activity. F2 has the potential 

to be developed as an alternative functional beverage to reduce SSB consumption. Further research is 

recommended to conduct stability testing and in vivo studies. 
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Abstrak. Konsumsi minuman berpemanis gula di Indonesia terus meningkat dan berisiko menyebabkan obesitas, 

diabetes, serta penyakit kardiovaskular akibat stres oksidatif. Kombucha berpotensi sebagai minuman fungsional 

antioksidan, namun penggunaannya masih didominasi oleh teh Camellia sinensis. Daun belimbing wuluh 

(Averrhoa bilimbi Linn.) memiliki aktivitas antioksidan tinggi dan berpotensi sebagai substrat alternatif. 

Penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh variasi lama fermentasi (4, 7, 14 hari) dan konsentrasi gula (10% 

dan 15%) terhadap aktivitas antioksidan kombucha daun belimbing wuluh serta menentukan formula terbaik. 

Penelitian menggunakan eksperimen murni dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) meliputi enam formula (F1–

F6) dan satu kontrol (F0). Aktivitas antioksidan diuji dengan metode DPPH. Hasil menunjukkan lama fermentasi 

dan konsentrasi gula berpengaruh signifikan terhadap aktivitas antioksidan. Aktivitas antioksidan tertinggi 

ditemukan pada F2 (IC50 98,67 ppm, kategori kuat). F2 ditetapkan sebagai formula terbaik dan berpotensi 

dikembangkan sebagai minuman fungsional alternatif. Penelitian lanjutan seperti uji stabilitas dan uji in vivo 

direkomendasikan.rumus. 

 

Kata kunci: Aktivitas antioksidan; Daun belimbing wuluh; IC50; Kombucha; Lama Fermentasi 

 

1. LATAR BELAKANG 

Pola konsumsi minuman di masyarakat Indonesia saat ini cenderung bergeser ke 

minuman berpemanis siap saji atau sugar-sweetened beverages (SSB), seperti minuman ringan 

berkarbonasi, teh kemasan, minuman energi, dan minuman serbuk siap seduh. Berbagai kajian 

menunjukkan bahwa konsumsi SSB berhubungan dengan peningkatan risiko obesitas, diabetes 

melitus tipe 2, dan penyakit kardiovaskular melalui mekanisme kelebihan asupan gula, 

peningkatan beban glikemik, serta perburukan profil metabolik (Santos et al., 2022). Data 

Riskesdas 2021 yang dianalisis oleh Widyastuti et al. (2022) melaporkan bahwa sebagian besar 

remaja dan dewasa di Indonesia mengonsumsi SSB secara rutin, terutama teh kemasan dan 

minuman berkarbonasi. 
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Konsumsi SSB juga dikaitkan dengan peningkatan stres oksidatif akibat generasi spesies 

oksigen reaktif (ROS) yang melebihi kapasitas antioksidan endogen, menyebabkan kerusakan 

seluler pada lipid, protein, dan DNA (Ma et al., 2022; Adedeji et al., 2022). Kondisi ini 

memperjelas perlunya ketersediaan minuman fungsional dengan kandungan antioksidan yang 

memadai, terutama bagi kelompok dengan paparan risiko metabolik tinggi. 

Salah satu sumber antioksidan fungsional yang populer adalah kombucha, minuman 

probiotik hasil fermentasi larutan gula dan teh menggunakan kultur simbiosis bakteri dan ragi 

(SCOBY). Fermentasi meningkatkan ketersediaan senyawa polifenol sehingga aktivitas 

antioksidan kombucha sering kali lebih tinggi dibandingkan bahan awalnya (Antolak et al., 

2021). Namun, ketergantungan pada teh Camellia sinensis (impor dan harga fluktuatif) 

mendorong perlunya inovasi berbasis bahan lokal yang lebih berkelanjutan dan terjangkau. 

Daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi Linn.) muncul sebagai kandidat substrat 

potensial. Selain dikenal dalam pengobatan tradisional untuk menurunkan tekanan darah, 

mengelola diabetes, dan sebagai antimikroba (Alhassan et al., 2016; Lau et al., 2019), 

penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun belimbing wuluh memiliki aktivitas antioksidan 

sangat kuat dengan nilai IC50 25,74 ppm (Andriani et al., 2019) dan 39,7 ppm (Duong et al., 

2023). Namun, pemanfaatannya sebagai substrat fermentasi kombucha masih belum 

berkembang. 

Dua parameter kunci dalam fermentasi kombucha yang mempengaruhi karakteristik 

produk akhir adalah konsentrasi gula dan waktu fermentasi. Konsentrasi gula yang terlalu 

tinggi dapat mempercepat pertumbuhan mikroba tetapi berisiko menurunkan kadar fenol aktif 

pada fase lanjut, sementara waktu fermentasi yang tidak optimal dapat menyebabkan degradasi 

polifenol sehingga menurunkan aktivitas antioksidan (Hunandar, 2017). Oleh karena itu, 

penelitian tentang pengaruh kedua faktor ini terhadap aktivitas antioksidan kombucha daun 

belimbing wuluh sangat diperlukan. 

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh 

konsentrasi gula (10% dan 15%) dan waktu fermentasi (4, 7, dan 14 hari) terhadap aktivitas 

antioksidan minuman seduh kombucha daun belimbing wuluh serta menentukan formula 

terbaik. Hasil penelitian diharapkan menjadi dasar ilmiah pengembangan minuman fungsional 

lokal yang sehat, kaya antioksidan, dan berpotensi mendukung pengurangan konsumsi SSB di 

masyarakat. 

 

 

 



 
 

e-ISSN: 2964-3155, p-ISSN : 2964-3120, Hal 148-156 

 

 

2. KAJIAN TEORITIS 

Radikal Bebas 

Radikal bebas atau reactive oxygen species (ROS) adalah atom atau molekul dengan 

satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbit terluarnya, sehingga sangat reaktif dan 

berumur pendek. Akumulasi ROS dalam tubuh dapat menyebabkan disfungsi jaringan normal, 

termasuk kerusakan DNA, lipid membran, dinding pembuluh darah, gangguan sintesis 

prostaglandin, serta penurunan adaptasi sel terhadap lingkungan (Santos et al., 2018). 

Antioksidan 

Antioksidan berperan menetralisir dan menstabilkan radikal bebas, sehingga 

melindungi tubuh dari penyakit degeneratif akibat stres oksidatif (Chaudhary, 2023). 

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dikelompokkan menjadi antioksidan endogen, sintetis, 

dan alami (Stoia & Oancea, 2022). 

Fermentasi Kombucha 

Fermentasi (dari bahasa Latin fervere = mendidih) adalah bioproses pemanfaatan 

mikroorganisme untuk mengubah senyawa organik menjadi energi atau produk baru, 

umumnya tanpa oksigen langsung (Madigan, 2011). Pada kombucha, fermentasi menggunakan 

kultur starter SCOBY yang memerlukan kondisi lingkungan optimal (suhu, pH, substrat) 

(Kurumaningati et al., 2013). Mikroorganisme utama dalam kombucha adalah bakteri asam 

asetat (AAB, aerob obligat), bakteri asam laktat (LAB), dan yeast (fakultatif anaerob), yang 

bekerja secara simbiotik memecah gula menjadi asam (Yuwono & Muhammad, 2022). 

Pengaruh Gula dan Lama Fermentasi terhadap Aktivitas Antioksidan Kombucha 

Aktivitas antioksidan kombucha tidak bersifat linier, melainkan mengikuti pola kurva 

lonceng (optimum). Pada fase awal fermentasi (sekitar hari ke-4–7), terjadi degradasi dan 

polimerisasi katekin menjadi teaflavin dan tearubigin yang kurang aktif, sehingga nilai IC50 

meningkat meskipun total fenol terdeteksi naik (Hunandar, 2016). Memasuki fermentasi hari 

ke-8–12, aktivitas antioksidan kembali meningkat akibat biotransformasi enzimatik oleh 

SCOBY yang mengubah fenol kompleks menjadi bentuk lebih sederhana dan aktif, serta 

pelepasan katekin dari sel mikroba yang sensitif terhadap pH rendah (Chu & Chen, 2006; 

Hunandar, 2016). 

Konsentrasi gula berpengaruh signifikan terhadap dinamika ini. Gula yang lebih tinggi 

(hingga 15%) mempercepat pertumbuhan mikroba dan laju fermentasi, namun jika terlalu 

cepat, ketersediaan nutrisi menjadi terbatas pada fase lanjut, sehingga kadar fenol aktif 

menurun dan IC50 meningkat (Jayabalan et al., 2014; Malbaša et al., 2008). Sebaliknya, 

fermentasi yang terlalu lama (>14 hari) menyebabkan keasaman ekstrem dan penurunan 
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nutrisi, yang memicu degradasi senyawa aktif (Jayabalan et al., 2014). Aktivitas antioksidan 

tertinggi umumnya tercapai pada fermentasi 10–14 hari dengan konsentrasi gula 10–15% 

(Villarreal-Soto et al., 2018; Agustin et al., 2024). Dengan demikian, konsentrasi gula dan lama 

fermentasi merupakan parameter kritis yang mengatur keseimbangan antara pembentukan, 

konversi, dan degradasi senyawa fenolik selama fermentasi kombucha. 

Dengan demikian, konsentrasi gula dan waktu fermentasi berperan sebagai faktor 

penentu dalam mengatur aktivitas antioksidan kombucha. Hubungan ini menunjukkan 

pentingnya optimalisasi kedua parameter tersebut sebagai upaya menghasilkan minuman 

fungsional berbasis daun belimbing wuluh yang kaya antioksidan. 

 

3. METODE PENELITIAN 

Penelitian ini menggunakan jenis penelitian eksperimental dengan Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) yang terdiri dari 6 perlakuan yaitu pemberian gula dengan konsentrasi 10% 

dan 15% serta waktu fermentasi 4, 7, dan 14 hari. Populasi penelitian adalah kombucha daun 

belimbing wuluh dengan sampel berupa 6 formula perlakuan dan 1 kontrol. Jumlah 

pengulangan ditentukan menggunakan rumus Federer, yaitu (t-1)(r-1) ≥ 15, dengan t adalah 

jumlah perlakuan dan r adalah jumlah pengulangan. Berdasarkan perhitungan dengan 7 

perlakuan diperoleh nilai r ≥ 2,87 sehingga pengulangan dilakukan sebanyak 3 kali.   

 Variabel bebas dalam penelitian ini adalah lama waktu fermentasi (4, 7, dan 14 hari) 

serta konsentrasi gula (10% dan 15%), sedangkan variabel terikatnya adalah aktivitas 

antioksidan yang dinyatakan dalam nilai IC50. Variabel kontrol meliputi spesifikasi bahan 

(daun belimbing wuluh, gula pasir, air, starter, SCOBY) serta peralatan yang digunakan (toples 

kaca, botol kaca, pisau, talenan, timbangan, panci, kompor, saringan, kain saring, sendok, dan 

kain lap). Formula perlakuan terdiri dari F0 (14 hari, 10% gula), F1 (14 hari, 10% gula), F2 

(14 hari, 15% gula), F3 (7 hari, 10% gula), F4 (7 hari, 15% gula), F5 (4 hari, 10% gula), dan 

F6 (4 hari, 15% gula). 

   Teknik pengumpulan data aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan metode 

DPPH. Prosedurnya yaitu larutan DPPH (10 mg/L) sebanyak 1,1 ml ditambahkan dengan 

etanol 2 ml, kemudian larutan sampel kombucha ditambahkan sebanyak 4 ml dengan variasi 

konsentrasi 50 ppm, 70 ppm, dan 110 ppm. Campuran didiamkan selama 30 menit, lalu diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 516 nm. Persentase inhibisi dihitung dengan rumus               

% Inhibisi = (A0 - As)/A0 × 100, di mana A0 adalah absorbansi kontrol (DPPH + aquades) 

dan As adalah absorbansi sampel bersama DPPH. Penentuan nilai IC50 dilakukan dengan 

memplotkan persentase inhibisi ke dalam persamaan regresi linier y = ax + b, dengan y adalah 
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% inhibisi dan x adalah konsentrasi sampel. Analisis data menggunakan analisis deskriptif 

untuk menganalisis pengaruh konsentrasi gula dan lama fermentasi terhadap aktivitas 

antioksidan kombucha daun belimbing wuluh. 

 

4. HASIL DAN PEMBAHASAN  

Hasil Penelitian 

Hasil analisis deskriptif menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan pada kombucha 

daun belimbing wuluh bervariasi antar formula. Mayoritas formula memiliki nilai IC50 yang 

tergolong dalam kategori sedang hingga kuat, dengan variasi yang dipengaruhi oleh perbedaan 

konsentrasi gula dan lama fermentasi. Temuan ini menunjukkan bahwa modifikasi kedua 

parameter tersebut berkontribusi secara signifikan terhadap peningkatan kapasitas 

penangkapan radikal bebas pada minuman seduh fermentasi kombucha daun belimbing wuluh. 

Hasil uji laboratorium terhadap aktivitas antioksidan pada seluruh formula minuman 

seduh kombucha daun belimbing wuluh disajikan pada Tabel 1. 

Tabel 1. Hasil Aktivitas Antioksidan berdasarkan Uji DPPH 

Kode Sampel IC50 (ppm) Keterangan 

(F0) 207,24 Fermentasi 14 hari, gula 10% (kontrol) 

(F1) 125,29 Fermentasi 14 hari, gula 10% 

(F2) 98,67 Fermentasi 14 hari, gula 15% 

(F3) 145,98 Fermentasi 7 hari, gula 10% 

(F4) 130,90 Fermentasi 7 hari, gula 15% 

(F5) 197,44 Fermentasi 4 hari, gula 10% 

(F6) 159,40 Fermentasi 4 hari, gula 15% 

Berdasarkan klasifikasi aktivitas antioksidan menurut Molyneux (2004), yaitu sangat 

kuat (<50 ppm), kuat (50–100 ppm), sedang (101–150 ppm), lemah (151–200 ppm), dan sangat 

lemah (>200 ppm), keenam formula kombucha daun belimbing wuluh serta kontrol (F0) 

menunjukkan variasi kategori yang signifikan. Formula F2 mencatatkan nilai IC50 sebesar 

98,67 ppm, yang mengklasifikasikannya sebagai satu-satunya sampel dalam kategori kuat. 

Diikuti oleh formula F1 (125,29 ppm), F4 (130,90 ppm), dan F3 (145,98 ppm) yang secara 

berurutan masuk ke dalam kategori sedang. Sementara itu, formula F6 (159,40 ppm) dan F5 

(197,44 ppm) tergolong dalam kategori lemah. Menariknya, kontrol (F0) justru memiliki 

aktivitas antioksidan terendah dengan nilai IC50 sebesar 207,24 ppm atau kategori sangat 

lemah. Variasi kategori yang lebar ini menunjukkan bahwa modifikasi formula memberikan 

pengaruh yang sangat nyata terhadap kapasitas penangkapan radikal bebas, di mana formula 

F2 terbukti paling efektif dalam meningkatkan aktivitas antioksidan kombucha daun belimbing 

wuluh hingga mencapai level kuat. 
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Pembahasan 

Senyawa antioksidan dalam kombucha berperan menangkal radikal bebas penyebab 

stres oksidatif yang dapat memicu penyakit degeneratif seperti jantung, diabetes, dan kanker 

(Jayabalan et al., 2014). Antioksidan bekerja dengan mendonorkan elektron untuk 

menstabilkan radikal bebas (Villarreal-Soto et al., 2018). Kombucha daun belimbing wuluh 

mengandung polifenol, flavonoid, dan asam organik yang selama fermentasi mengalami 

biotransformasi menjadi bentuk lebih aktif dan mudah diserap (Villarreal-Soto et al., 2018). 

Hasil penelitian menunjukkan F2 (fermentasi 14 hari, gula 15%) memiliki aktivitas 

antioksidan terbaik (IC50 98,67 ppm, kategori kuat), sedangkan F0 (kontrol teh hitam) terendah 

(207,24 ppm, sangat lemah). F3 dan F4 (fermentasi 7 hari) termasuk kategori sedang, 

sedangkan F5 dan F6 (fermentasi 4 hari) termasuk lemah. Hal ini menunjukkan fermentasi 

lebih lama (14 hari) dengan gula cukup (15%) menghasilkan aktivitas antioksidan lebih tinggi 

karena biotransformasi senyawa fenolik berlangsung optimal. 

Dinamika aktivitas antioksidan dipengaruhi oleh kadar senyawa fenolik selama 

fermentasi. Kadar fenolik optimum tercapai pada gula 15%, namun menurun pada konsentrasi 

lebih tinggi karena flavanol (quersetin, kaemferol, myricetin) mudah berikatan dengan gula 

sehingga menghambat pelarutan polifenol (Sekarini, 2011). Selain itu, degradasi katekin 

menjadi polimer seperti teafusin dan tearubigin menurunkan deteksi polifenol karena metode 

Folin-Ciocalteu lebih sensitif terhadap fenol sederhana (Chu & Chen, 2006; Hunandar, 2016). 

Penurunan aktivitas antioksidan terjadi pada hari ke-4 (fase adaptasi), kemudian 

meningkat pada hari ke-7 dan ke-14 akibat biotransformasi enzimatik dan pelepasan katekin 

dari mikroba sensitif asam (Hunandar, 2016). Proses ini mengubah fenol terikat (glikosida) 

menjadi aglikon yang lebih aktif (Villarreal-Soto et al., 2018). 

Hasil ini sejalan dengan Jayabalan et al. (2014) dan Villarreal-Soto et al., (2018), yang 

melaporkan puncak aktivitas antioksidan pada fermentasi 10-14 hari. Penelitian Rosita et al. 

(2021) juga mengkonfirmasi bahwa fermentasi 14 hari dengan gula 15% menghasilkan IC50 

98,67 ppm pada kombucha daun belimbing wuluh, sama dengan temuan penelitian ini. 

Pada fermentasi 14 hari, gula 15% (F2) lebih baik daripada gula 10% (F1). Hal ini 

sesuai Malbaša et al. (2008) bahwa gula hingga 15% menyediakan substrat cukup bagi 

mikroba, namun gula >20% justru menurunkan ekstraksi fenolik (Sekarini, 2011). 

Secara ringkas, dinamika aktivitas antioksidan melalui tiga fase: fase adaptasi (0-4 hari, 

IC50 meningkat), fase logaritmik (4-10 hari, IC50 menurun), dan fase stasioner (10-14 hari, 

IC50 terendah). F2 mencapai puncak pada fase ketiga, sedangkan F5 dan F6 masih berada di 

fase pertama sehingga aktivitasnya lemah. 
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Dengan demikians, aktivitas antioksidan kombucha daun belimbing wuluh ditentukan 

oleh interaksi lama fermentasi dan konsentrasi gula. Kombinasi fermentasi 14 hari dengan gula 

15% (F2) merupakan kondisi terbaik (IC50 98,67 ppm, kuat) dan berpotensi dikembangkan 

sebagai minuman fungsional. F2 unggul dibandingkan kontrol teh hitam (F0, 207,24 ppm, 

sangat lemah), membuktikan daun belimbing wuluh mampu meningkatkan aktivitas 

antioksidan secara signifikan.  

 

5. KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa waktu fermentasi dan 

konsentrasi gula berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan minuman seduh fermentasi 

kombucha daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi Linn.). Aktivitas antioksidan tertinggi 

diperoleh pada perlakuan F2 (fermentasi 14 hari dengan konsentrasi gula 15%) dengan nilai 

IC50 sebesar 98,67 ppm yang termasuk dalam kategori kuat, sehingga formula tersebut 

merupakan formula terbaik dalam penelitian ini. 

Penelitian ini memiliki keterbatasan, yaitu suhu lingkungan fermentasi tidak 

sepenuhnya terkontrol sehingga menyebabkan fluktuasi suhu yang berpotensi memengaruhi 

kecepatan fermentasi dan konsistensi hasil. Oleh karena itu, disarankan bagi peneliti 

selanjutnya untuk melakukan kontrol suhu fermentasi yang lebih ketat, misalnya dengan 

menggunakan inkubator bersuhu terkontrol (25±2°C), agar kondisi fermentasi seragam antar 

perlakuan dan hasil yang diperoleh lebih akurat. Selain itu, penelitian lanjutan disarankan untuk 

mengeksplorasi variabel lain yang berpotensi mempengaruhi kualitas produk, seperti jenis 

starter (SCOBY) dari sumber yang berbeda, variasi suhu fermentasi, serta lama penyimpanan 

pasca fermentasi terhadap stabilitas aktivitas antioksidan dan daya terima sensorik. 

Rekomendasi ini penting untuk mendukung pengembangan kombucha daun belimbing wuluh 

sebagai minuman fungsional alternatif yang berpotensi mengurangi konsumsi minuman 

berpemanis gula (SSB) di masyarakat. 
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