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Abstrak 
Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimalkan formulasi kombucha herbal menggunakan daun 

pegagan (Centella asiatica L.) dan melinjo (Gnetum gnemon L.) serta mengevaluasi efek sinergisnya 
terhadap aktivitas antioksidan. Dua belas formulasi dikembangkan dengan variasi basis teh (teh hijau 
dan teh hitam), ekstraksi (infus dan maserasi), dan komposisi herbal (tunggal dan kombinasi). Proses 
fermentasi dilakukan selama 14 hari, dan aktivitas antioksidan diukur menggunakan metode DPPH. 
Hasilnya menunjukkan variasi aktivitas antioksidan yang signifikan di antara formulasi, dengan nilai 
IC50 berkisar antara 8,70 hingga 22,60 µg/mL. Kombinasi teh hijau dengan ekstrak daun pegagan dan 
melinjo (Formulasi FF) menunjukkan aktivitas antioksidan terkuat (IC50 8,70 µg/mL), yang 1,6 kali lebih 
kuat daripada asam askorbat (IC50 14,23 µg/mL) sebagai standar. Keempat formulasi teratas dengan 
aktivitas antioksidan tertinggi mengandung kombinasi kedua herbal tersebut menegaskan efek sinergis 
yang jernih. Metode maserasi secara konsisten menghasilkan aktivitas antioksidan yang lebih unggul 

dibandingkan dengan metode infus. Temuan ini menunjukkan bahwa formulasi kombucha herbal yang 
dioptimalkan memiliki potensi besar sebagai minuman fungsional berkadar antioksidan tinggi, dengan 
kombinasi pegagan dan daun melinjo yang menunjukkan peningkatan sinergis yang signifikan terhadap 
senyawa bioaktif. 

Kata Kunci: kombucha; pegagan; daun melinjo; aktivitas antioksidan; minuman fungsional. 

1. Pendahuluan
Gaya hidup modern yang tidak seimbang, 

disertai pola makan yang kurang sehat, telah 
berkontribusi terhadap peningkatan stres oksidatif 
dalam tubuh manusia. Berdasarkan tren kesehatan 

global saat ini, angka kematian di era modern lebih 
banyak disebabkan oleh penyakit degeneratif seperti 
kanker, diabetes, dan penyakit kardiovaskular 
dibandingkan penyakit menular[1]. Fenomena ini 
meningkatkan kesadaran masyarakat akan 
pentingnya konsumsi bahan pangan yang kaya 
antioksidan, termasuk melalui minuman fungsional 

berbasis bahan alami[2], [3]. 
Indonesia dikenal sebagai negara mega 

biodiversitas dengan kekayaan sumber daya alam 
hayati yang melimpah, termasuk berbagai jenis 
tanaman obat tradisional. Namun demikian, 
pemanfaatan potensi tanaman lokal tersebut dalam 
bidang kesehatan dan pangan fungsional masih 
belum optimal. Salah satu contoh tanaman lokal 
yang banyak dijumpai di Indonesia adalah pegagan 
(Centella asiatica) dan melinjo (Gnetum gnemon). 
Kedua tanaman ini diketahui memiliki berbagai 
aktivitas farmakologis yang penting, seperti 
antivirus [4], antidiabetes[5], antiinflamasi[6], dan 
antioksidan[7] [8]. Aktivitas tersebut terkait erat 
dengan kandungan senyawa bioaktif di dalamnya, 

seperti flavonoid, alkaloid, steroid, dan senyawa 
fenolik, yang berperan dalam mekanisme 
perlindungan sel terhadap stres oksidatif maupun 
gangguan metabolik[9][10].  

Kombucha, sebagai minuman fermentasi 
probiotik, telah diakui secara global manfaat 
kesehatannya, termasuk aktivitas antioksidan yang 
potensial[11]. Minuman ini menunjukkan berbagai 
macam efek farmakologis, seperti membantu 
menurunkan tekanan darah, memberikan 
perlindungan terhadap penyakit metabolik, 

menunjukkan aktivitas hepatoprotektif, memiliki 
potensi antikanker, serta membantu mengurangi 
hiperglikemia pada penderita diabetes melitus tipe 
2[12]. Namun demikian, pemanfaatan tanaman 
lokal seperti pegagan dan melinjo dalam bentuk 
inovatif masih terbatas, khususnya sebagai bahan 
baku minuman fungsional yang bernilai tambah. 
Padahal kombinasi senyawa aktif dari kedua 
tanaman tersebut berpotensi memberikan efek 
sinergis dalam meningkatkan nilai fungsional 
produk [13].  

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian 
ini bertujuan untuk : (1) mengoptimasi formulasi 
kombucha herbal dengan variasi jenis teh, metode 
ekstraksi, dan komposisi herbal; (2) menganalisis 
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efek sinergisme antara pegagan dan melinjo 
terhadap aktivitas antioksidan; (3) mengevaluasi 
pengaruh metode ekstraksi terhadap potensi 
antioksidan kombucha herbal. Hasil penelitian ini 
diharapkan tidak hanya berkontribusi dalam 
pengembangan minuman fungsional berbasis 
sumber daya lokal, tetapi juga membuka peluang 
inovasi produk bernilai tambah tinggi [14],yang 
dapat menjawab tantangan kesehatan masyarakat 
modern. 

2. Metode Penelitian 
Penelitian ini menggunakan metode 

eksperimental laboratorium dengan pendekatan 
kuantitatif untuk menganalisis efek sinergistik 

formulasi kombucha herbal sebagai minuman 
fungsional. Desain penelitian mencakup optimasi 
formulasi dengan variabel independen berupa jenis 

teh, metode ekstraksi herbal, dan kombinasi herbal. 
sedangkan variabel dependen berupa aktivitas 
antioksidan nilai IC50. 

2.1 Alat dan Bahan  
Alat : Alat yang digunakan dalam penelitian ini 
antara lain Waterbath (FAITHFUL), corong (IWAKI), 
beaker glass (IWAKI), spektrofotometer UV- Vis 
(thermoscientific), blender, sendok, oven (memmerh) 
,cawan porselen (HERMA), alumunium foil, pipet 
tetes,corong pisah, mikropipet (FAITHFUL), rotary 
evaporator (IKA ®HB10), batang pengaduk, kertas 
saring, timbangan analitik (OHAUS),pH meter 
(Laqua). 

Bahan : Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
meliputi Daun pegagan (Centella asiatica L.) segar 
yang diperoleh dari Wonogiri, Jawa Tengah; Daun 
melinjo (Gnetum gnemon L.) segar dari Ponorogo, 
Jawa Timur; Teh hijau (Camellia sinensis var. 

sinensis); Teh hitam (Camellia sinensis var. 
assamica), glukosa, Etanol 70%, Starter Kombucha, 
SCOBY, Asam askorbat standar, DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) grade analisis, Aquadest. 

2.2 Cara Kerja 
2.2.1 Preparasi Ekstrak Herbal 

Ekstrak herbal disiapkan menggunakan dua 
metode, metode infusa: simplisia kering sebanyak 
10–20 gram dimasukkan kedalam air suling yang 
telah didihkan sebanyak 500 mL. campuran 
kemudian diaduk dan dibiarkan terendam selama 
30 menit pada suhu 70-80 °C dengan wadah 
tertutup untuk mencegah penguapan. Setelah itu 
larutan disaring menggunakan kertas Whatman No. 

1. Filtrat yang diperoleh merupakan ekstrak infusa 
yang siap digunakan. [15]. 
Metode maserasi: simplisia kering ditimbang 
sebanyak 1 kg dimasukkan ke dalam pelarut etanol 
70 % (1:10 b/v) proses maserasi dilakukan dalam 
wadah tertutup selama 3 hari pada suhu ruang. 
Setelah perendaman selesai filtrat diuapkan 
menggunakan evaporator dan waterbath pada suhu 
60 °C untuk mengeliminasi pelarut etanol dan 
diperoleh ekstrak kental [16]. 

2.2.2 Formulasi dan Fermentasi Kombucha 
Sebanyak 12 formulasi dikembangakan 

seperti tercantum pada tabel 1. Medium teh 
(hitam/hijau) diseduh dengan konsentrasi dengan 

konsentrasi 1% (b/v), ditambahkan gula sukrosa 
10% (b/v), dan didinginkan hingga suhu kamar 
(25±2°C). Ekstrak herbal ditambahkan sesuai 
formulasi, kemudian diinokulasi denan starter 
kombucha 10% (v/v) dan SCOBY. Fermentasi 
dilakukan dalam wadah kaca tertutup  kain kasa 
selama 14 hari pada suhu ruang [18]. 

Tabel 1. Rancangan Formulasi Kombucha Herbal 

Kode Teh Herbal Ekstraksi Komposisi 
Herbal (% 

b/v) 

A HT Pegagan Infusa 1% 

AA HT Pegagan Maserasi 1% 

B HT Melinjo Infusa 1% 
BB HT Melinjo Maserasi 1% 

C HJ Pegagan Infusa 1% 
CC HJ Pegagan Maserasi 1% 
D HJ Melinjo Infusa 1% 

DD HJ Melinjo Maserasi 1% 
E HT P + M Infusa 0.5% + 0.5% 

EE HT P + M Maserasi 0.5% + 0.5% 

F HJ P + M Infusa 0.5% + 0.5% 
FF HJ P + M Maserasi 0.5% + 0.5% 

Keterangan Tabel:  

• P + M: Kombinasi Pegagan dan Melinjo 

• HT : Teh Hitam 

• HJ : Teh Hijau 

2.2.3 Analisis Aktivitas Antioksidan 
Aktivitas antioksidan dianalisis 

menggunakan metode DPPH [18] dengan modifikasi. 
Larutan DPPH dibuat dalam konsentrasi 100 ppm 
dengan pelarut etanol. Larutan standar asam 

askorbat dibuat dalam variasi konsentrasi 5, 10, 15, 
20 dan 25 ppm. Sampel kombucha dari setiap 
formulasi diencerkan dengan variasi konsentrasi 
10%, 12.5%, 17.5%, dan 20%. Seluruh pengukuran 
untuk standar dan sampel dilakukan dalam tiga 
ulangan (triplo). Sebanyak 1 mL masing-masing 
larutan standar atau sampel dicampurkan dengan 4 
mL DPPH (perbandingan 1:4). Campuran diinkubasi 
dalam ruang gelap selama 30 menit, dan 
absorbansinya diukur pada panjang gelombang 517 
nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 
Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam nilai IC50. 
Kurva standar asam askorbat digunakan sebagai 
pembanding. Data yang diperoleh dari pengulangan 
dianalisis untuk mendapatkan nilai rata-rata dan 
standar deviasi. 

3. Hasil dan Pembahasan 
Kombucha dikenal sebagai minuman fungsional 

yang kaya senyawa bioaktif dengan berbagai 
manfaat kesehatan, antara lain aktivitas 
antioksidan, antimikroba, serta potensi 
kardioprotektif [18], [20]. Penelitian sebelumnya 
telah menunjukkan bahwa jenis substrat yang 
digunakan baik teh hitam maupun teh hijau 
berkontribusi terhadap kapasitas antioksidan[21]. 
Dalam penelitian ini dikembangkan dua belas 
formulasi (12) kombucha dengan tambahan herbal 
lokal yaitu pegagan (Centella asiatica) dan melinjo 
(Gnetum gnemon). Kedua tanaman ini dipilih karena 
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mengandung berbagai metabolit sekunder seperti 
senyawa fenolik, flavonoid, dan triterpenoid yang 
diketahui memiliki aktivitas antioksidan tinggi 
[4],[22],[23]. Selain itu ketersediaan melimpah di 
Indonesia menjadikan keduanya berpotensi untuk 
dikembangakan sebagai bahan baku minuman 
fungsional. 

3.1 Aktivitas antioksida kombucha kontrol 

 
Gambar 1. Nilai IC50 Standar (Asam Askorbat), KT 
Hitam (Kontrol Teh Hitam) dan KT Hijau (Kontrol 

Teh Hijau) 
Kontrol yang digunakan dalam penelitian ini 

teh hitam dan teh hijau tanpa campuran herbal dan 
asam askorbat murni sebagai standar. Nilai IC50 
asam askorbat diperoleh sebesar 14,23 µg/mL yang 
menunjukkan aktivitas antioksidan sangat kuat[24]. 
Hasil penelitian memperlihatkan bahwa kedua 
kombucha 17ebagia memiliki aktivitas antioksidan 
lebih rendah dibandingkan dengan standar. 
Kombucha teh hijau menunjukkan nilai IC50 sebesar 
18,76 µg/mL, sedangkan kombucha teh hitam 
sebesar 22,60 µg/mL (Gambar 1). Hal ini 
menegaskan bahwa teh hijau memiliki kapasitas 
antioksidan lebih tinggi dibandingkan teh 
hitam. Perbedaan tersebut sesuai dengan literatur 
yang menyatakan bahwa teh hijau 
mempertahankan kandungan polifenol terutama 

katekin dalam jumlah tinggi, sedangkan pada teh 
hitam 17ebagian besar katekin mengalami oksidasi 
enzimatis selama proses fermentasi dan dikonversi 

menjadi theaflavin dan thearubigin[21], [25]. 

3.2 Perbandingan Aktivitas Antioksidan Antar 
Formulasi 
Aktivitas antioksidan kedua belas formulasi 

kombucha herbal pegagan dan melinjo 
menunjukkan kemampuan penghambat radikal 
bebas menggunakan metode DPPH, dengan nilai 
IC50 yang tinggi berkisar antara 8.70-22.60 µg/mL 
(Tabel 2). Variasi yang mencapai hampir tiga kali 
lipat ini menunjukkan bahwa jenis teh, 
penambahan herbal, serta metode ekstraksi 
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap 
kapasitas antioksidan. Nilai IC50 yang lebih rendah 

menandakan kemampuan antioksidan lebih tinggi, 
sehingga formulasi dengan kombinasi teh hijau, 
pegagan, dan melinjo (FF) menunjukkan aktivitas 
paling kuat (8,70 µg/mL). Meskipun analisis 
senyawa spefisik tidak termasuk dalam ruang 
lingkup penelitian ini, aktivitas antioksidan yang 
kuat ini sangat mungkin dipengaruhi oleh profil 
fitokimia sinergis dari bahan bakunya. Teh hijau 
diketahui kaya akan katekin yang merupakan 
pendonor elektron yang poten[25]. Kontribusi 
pegagan didukung oleh temuan Rashid et al [26] 
yang menyatakan bahwa fraksi terkonsentrasi dari 
pegagan mengandung fenolik dan flavonoid dalam 
jumlah tinggi dan menujukkan aktivitas radikal 

DPPH yang poten dengan korelasi positif yang 
signifikan antara kandungan flavonoid dengan 
aktivitas antioksidan. Sementara itu, melinjo 
berkontribusi melalui stillbenoid seperti gnetin C 

dan resveratrol [27].  

Tabel 2. Nilai IC50 Formulasi Kombucha Herbal 

Peringkat Kode 
Formulasi* 

IC50 (µg/mL) 

1 FF 8,70 

2 EE 9,60 
3 F 10,54 
4 E 11,17 
5 DD 15,09 
6 CC 15,31 
7 D 15,16 
8 C 16,40 
9 BB 14,86 
10 AA 13,66 
11 B 19,48 
12 A 22,55 

*FF: Teh Hijau + Ekstrak Pegagan+Melinjo;  
EE : Teh Hitam + Ekstrak Pegagan+Melinjo;  
F : Teh Hijau + Infusa Pegagan+Melinjo;  
E : Teh Hitam + Infusa Pegagan+Melinjo;  
DD: Teh Hijau + Ekstrak Melinjo;  
CC: Teh Hijau + Ekstrak Pegagan;  
D: Teh Hijau + Infusa Melinjo;  

C: Teh Hijau + Infusa Pegagan;  
BB: Teh Hitam + Ekstrak Melinjo;  
AA: Teh Hitam + Ekstrak Pegagan;  
B: Teh Hitam + Infusa Melinjo;  
A: Teh Hitam + Infusa Pegagan. 

Mekanisme antioksidan dari senyawa-senyawa 
ini secara umum melibatkan pemberian atom 
hydrogen (H) atau pelepasan elektron untuk 
menetralisir radikal bebas DPPH, sehingga 

menghentikan reaksi berantai oksidasi[28]. 
Kombinasi berbagai senyawa tersebut dalam 
formulasi FF diduga menghasilkan efek sinergis, 
yang memungkinkan transfer elektron atau 
hidrogen yang lebih efisien yang tercermin dari nilai 
IC50 yang rendah. 

Analisis yang lebih lanjut memperlihatkan pola 
yang konsisten dimana formulasi dengan kombinasi 
herbal (E, EE, F, FF) secara signifikan mengungguli 
formulasi herbal tunggal. Formulasi FF (IC50 8,70 
µg/mL) yang merupakan kombinasi herbal pegagan 
dan melinjo menunjukkan peningkatan aktivitas 
antioksidan yang nyata dibandingkan dengan 
formulasi herbal tunggal seperti DD (IC50 15,09 
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µg/mL) dan CC (IC50 15,31 µg/mL). Pola serupa 
teramati pada kelompok teh hitam dimana EE (IC50 
9,60 µg/mL) lebih unggul dibandingkan AA (IC50 
13,66 µg/mL) dan BB (IC50 14,86 µg/mL). Temuan 
ini mengindikasikan adanya efek sinergis antara 
senyawa bioaktif dalam pegagan melinjo, dimana 
kombinasi keduanya menghasilkan aktivitas 
antioksidan lebih besar daripada jumlah masing-
masing komponen secara terpisah[26]. 

Penelitian ini menguji dua jenis ekstraksi yaitu 
infusa dan maserasi, untuk mengevaluasi 
pengaruhnya terhadap aktivitas antioksidan yang 
diukur melalui nilai IC50. Analisis statistik 
menggunakan dan two-way ANOVA menunjukkan 

hasil yang signifikan (p = 0,0259; p < 0,05), yang 
menyatakan terdapat perbedaan yang bermakna 
antara kedua metode ekstraksi. Metode maserasi 
menghasilkan nilai IC50 yang rata-rata 2.033 μg/mL 

lebih rendah dibandingkan metode infusa (Gambar 
2).  

Gambar 2. Perbandingan nilai IC50 metode Infusa 
dan Maserasi 

Keunggulan metode maserasi ini dapat 
dijelaskan melalui karakteristik kedua metode 
ekstraksi. Metode maserasi dengan pelarut etanol 
70% mampu menarik spektrum senyawa 
antioksidan yang lebih luas, termasuk senyawa 

fenolik polar dan semipolar seperti flavonoid, tanin, 
dan saponin dari kedua herbal [17]. Sementara 
metode infusa dengan air sebagai pelarut hanya 
mengekstrak senyawa-senyawa polar seperti asam 
fenol dan glikosida tertentu. Sementara metode 

infusa dengan air sebagai pelarut hanya 
mengekstrak senyawa-senyawa polar seperti asam 
fenol dan glikosida tertentu. Akibatnya, ekstrak 
hasil maserasi tidak hanya mengandung senyawa 
polar tetapi juga diperkaya dengan senyawa semi 
polar yang memiliki kapasitas antioksidan tinggi 
yang tidak terekstrak secara optimal pada metode 
infusa. Perbedaan kemampuan ekstraksi ini 
berdampak langsung pada komposisi senyawa 
bioaktif dalam ekstrak yang akhirnya 
mempengaruhi aktivitas antioksidan kombucha 
hasil fermentasi. 

Korelasi yang tinggi (r = 0.8825) membuktikan 
efektivitas desain penelitian berpasangan, dimana 

setiap formulasi dengan metode infusa memiliki 
pasangan yang identik dengan metode maserasi. 
Desain ini meminimalkan variabilitas dari faktor lain 
seperti jenis teh dan komposisi herbal, sehingga 
hasil uji paired t-test dapat diandalkan. Temuan ini 
konsisten dengan penelitian Zhang et al[27] yang 
melaporkan bahwa maserasi merupakan metode 
optimal untuk ekstraksi senyawa bioaktif dari 
tanaman obat, karena mampu menarik baik 
senyawa hidrofilik maupun lipofilik sekaligus 
menjaga stabilitas senyawa aktif selama proses 
ekstraksi. 

Gambar 3. Efek Sinergi Kombinasi Herba  
pada  Kombucha Teh Hitam  

 
 

 
Gambar 3. Efek Sinergi Kombinasi Herba  

pada  Kombucha Teh Hijau 
 

Berdasarkan hasil uji aktivitas antioksidan, 
kombucha herbal pegagan dan melinjo 
menunjukkan kemampuan antioksidan paling kuat 
dibandingkan kombucha herbal tunggal untuk teh 
hitam (Gambar 3) dan teh hijau (Gambar 4). 

Terdapat empat (4) formulasi teratas dengan 

aktivitas antioksidan tertinggi seluruhnya 
merupakan kombinasi  pegagan dan melinjo, 
dengan formulasi FF (Teh Hijau + Ekstrak 
Pegagan+Melinjo) menempati peringkat pertama 
memiliki IC50 terendah (8,70 µg/mL), tetapi 
kekuatannya 1,6 kali lipat lebih besar daripada 
asam askorbat murni. Menunjukkan potensi 
aplikasi kombucha herbal kombinasi pegagan 
melinjo sebagai minuman fungsional. Karakteristik 
fisiko-kimia semua kombucha memiliki rentang pH 
3,9-4,7 menunjukkan pH dalam kondisi aman 
untuk dikonsumsi[28], [29], aktivitas antioksidan 
yang exceptional ini mengindikasikan bahwa 



Greensphere: J. Environ. Chem. 5 (2) 2025  19 
Doi: 

senyawa bioaktif dari herbal dan metabolit khamir 
berperan lebih dominan daripada asam asetat dalam 
memberikan efek antioksidan. Temuan ini 
menunjukkan potensi aplikasi kombucha herbal 
kombinasi pegagan-melinjo sebagai minuman 
fungsional dengan profil sensori yang mungkin lebih 
ringan namun dengan potensi antioksidan yang 
sangat tinggi. 

4. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan 

bahwa formulasi FF (Teh Hijau + Ekstrak Pegagan 
dan Melinjo)  merupakan formulasi terbaik dengan 
aktivitas antioksidan tertinggi (IC50 8,70 
µg/mL) yang 1,6 kali lebih kuat dibandingkan asam 
askorbat. Terdapat efek sinergis yang jelas antara 
pegagan dan melinjo dalam meningkatkan aktivitas 
antioksidan kombucha. Metode ektstraksi maserasi 

terbukti lebih unggul daripada infusa. 
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