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ABSTRAK

Kombucha adalah sejenis minuman yang terhasil daripada penapaian teh manis dengan menggunakan kultur
simbiotik bakteria dan yis. Fukoidan merupakan sejenis polisakarida fungsian daripada rumpai laut yang dipercayai
mempunyai kesan kesihatan yang baik. Penyelidikan ini telah dijalankan bertujuan untuk mengetahui kesan kepekatan
fukoidan (0, 0.25, 0.5, 0.75 dan 1.00 mg/mL) dan hari penapaian yang berbeza terhadap sifat fizikokimia (pH, jumlah
pepejal terlarut (TSS), warna, kandungan fenol jumlah (TPC), kandungan flavonoid jumlah (TFC), kandungan gula,
kandungan alkohol dan keasidan boleh titrat (TA)) serta kualiti kimia kombucha yang diperkaya dengan fukoidan.
Nilai pH sampel kombucha menurun dengan ketara (p<0.05) apabila tempoh penapaian berpanjangan. Penambahan
fukoidan mempengaruhi warna L *, a *, dan b * tanpa corak tertentu. Tempoh penapaian yang lebih lama meningkatkan
kecerahan, namun mengurangkan kemerahan dan kekuningan semua sampel kombucha. Sementara itu, kandungan
TSS dan gula sampel kombucha berkadar songsang dengan tempoh penapaian, kecuali bagi kombucha (0.75 mg/
mL) yang dicatatkan lebih tinggi (p <0.05) nilai TSS daripada kombucha (0.25 mg/mL fukoidan) pada hari ke 14.
Bagaimanapun, tiada kesan signifikan (p>0.05) penambahan kombucha yang diperkuat dengan fukoidan terhadap
gula. Secara keseluruhan, jumlah kandungan fenol dan flavonoid meningkat (p<0.05) dengan penambahan fukoidan
dan tempoh penapaian, manakala peratusan TA dan kandungan etanol kombucha meningkat dengan tempoh penapaian
berpanjangan. Kesimpulannya, sampel kombucha mengalami perubahan fizikokimia dan peningkatan jumlah
kandungan fenol dan flavonoid selari dengan tempoh penapaian. Kajian ini menunjukkan bahawa fukoidan berpotensi
digunakan sebagai bahan berfungsi dalam minuman kombucha.

Kata kunci: Antioksidan; fukoidan; minuman kombucha; teh

ABSTRACT

Kombucha is a beverage produced by fermentation of sweet tea using symbiotic cultures of bacteria and yeast.
Fucoidan is a functional polysaccharide from seaweeds which have been believed to have beneficial health effect.
This study aimed to determine the effect of different fucoidan concentrations (0, 0.25, 0.5, 0.75, and 1.00 mg/mL) and
fermentation days on the physicochemical properties (pH, total soluble solids (TSS), colour, total phenolic content
(TPC), total flavonoid content (TFC), sugar content, alcohol content and titratable acidity (TA)) of kombucha fortified
with fucoidan. The pH value of kombucha samples decreased significantly (p <0.05) when the fermentation period
was prolonged. The addition of fucoidan affects the properties of L*, a*, and b* of kombucha without a specific
trend. In general, longer fermentation period increased brightness but decrease redness and yellowness of all kombucha
samples. Meanwhile TSS and sugar content of kombucha samples were inversely proportional with the fermentation
period, except for kombucha with 0.75 mg/mL fucoidan which recorded significantly higher (p <0.05) TSS values
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than kombucha with 0.25 mg/mL fucoidan on day 14. However, there was no significant (p>0.05) of sugar content of
fortified kombucha with fucoidan. Overall, the total phenolic and flavonoid content increased significantly (p<0.05)
with the addition of fucoidan and fermentation time, meanwhile the percentage of TA and ethanol content of kombucha
increased with the prolonged fermentation period. In conclusion, kombucha samples undergo physicochemical
changes with increased total phenolic and flavonoid content along with the fermentation period. This study shows
that fucoidan has the potential to be applied as a functional ingredient in kombucha drinks.

Keywords: Antioxidant; fucoidan; kombucha beverage; tea

PENDAHULUAN

Kombucha merupakan minuman hasil daripada
penapaian teh manis dengan kultur simbiotik bakteria
dan yis atau dikenali sebagai SCOBY dan minuman
ini mempunyai rasa yang sedikit manis, masam
dan menyegarkan (Dutta & Paul 2019). Kombucha
mempunyai dua lapisan yang berbeza iaitu lapisan pelikel
selulosa yang terapung di permukaan kombucha dan
larutan masam yang diminum oleh pengguna. Lapisan
pelikel selulosa tersebut adalah kultur kombucha yang
baharu dan komposisinya terdiri daripada beberapa
spesies yis dan bakteria asid asetik, manakala larutan
masam pula mengandungi komponen seperti asid
asetik, polifenol dan vitamin (Jayabalan et al. 2014;
Villareal-Soto et al. 2018). Justeru, teh kombucha yang
mempunyai sifat probiotik dipercayai dapat memberi
kesan terapeutik terhadap kesihatan pengguna seperti
mengurangkan tekanan darah, memperbaiki kesihatan
usus dan memberikan ketahanan terhadap penyakit barah
(Villarreal-Soto et al. 2018).

Semasa proses penapaian kombucha, terdapat
perubahan fizikokimia berlaku seperti nilai pH, warna,
kandungan gula, kandungan asid organik dan juga
kandungan etanol (Kallel et al. 2012; Mubhialdin et al.
2019; Nurikasari et al. 2017; Spasenija et al. 2012; Talebi
et al. 2017). Komposisi kimia produk akhir kombucha
bergantung kepada faktor penggunaan substrat iaitu
jenis teh, sumber karbon (seperti jenis gula), serta kultur
pemula kombucha, masa dan suhu penapaian (Nguyen
et al. 2015; Villareal-Soto et al. 2018; Watawana et
al. 2017). Kebiasaannya, masa penapaian kombucha
adalah sekitar 7 hingga 10 hari pada suhu bilik bagi
menjamin produk akhir kombucha berkualiti dan nilai
pH kombucha terkawal serta sesuai untuk diminum oleh
pengguna (Nummer 2013).

Daun teh atau nama saintifiknya iaitu Camellia
sinensis merupakan substrat yang penting dalam
penghasilan minuman kombucha kerana teh berfungsi
sebagai medium yang menyediakan sumber nitrogen

untuk pertumbuhan kultur kombucha dan juga merupakan
sumber utama polifenol dalam produk akhir (Velicanski
et al. 2013). Kebiasaannya, penghasilan kombucha
adalah dengan menggunakan teh hitam sebagai substrat
utama kerana teh hitam merupakan jenis teh yang
majoriti diminum oleh pengguna, kaya dengan sebatian
fungsian seperti polifenol (Gaggia et al. 2018) serta
dilaporkan sebagai substrat terbaik untuk penghasilan
kombucha (Laureys et al. 2020).

Dalam kajian ini, penghasilan teh kombucha
yang diperkaya dengan fukoidan telah dilakukan untuk
meningkatkan nilai minuman berfungsi teh. Fukoidan
merupakan polisakarida sulfat yang berstruktur
heterogen yang terdapat pada dinding sel beberapa jenis
rumpai laut perang (Wang et al. 2019). Menurut Zhao
et al. (2018), penambahan fukoidan dalam makanan,
minuman serta ubat-ubatan untuk meningkatkan ciri
berfungsi dan nilai pemakanan menjadi semakin meluas
kerana fukoidan dilaporkan mempunyai pelbagai aktiviti
biologi seperti anti-tumor, anti-kanser, anti-koagulan,
anti-virus, anti-bakteria dan antioksidan. Oleh itu, kajian
ini telah dijalankan untuk mengenal pasti perubahan
sifat fizikokimia kombucha yang diperkaya dengan
fukoidan pada kepekatan berbeza (0.00, 0.25, 0.50, 0.75
dan 1.0 mg/mL) selama 0, 7, dan 14 hari penapaian.

BAHAN DAN KAEDAH

Bahan mentah yang digunakan dalam kajian ini
adalah teh hitam (BOH), sukrosa (CSR) yang dibeli dari
Econsave, Bangi, Selangor, Malaysia, kultur pemula
kombucha mengandungi kultur simbiotik bakteria dan yis
atau SCOBY dibeli melalui aplikasi dalam talian Shopee
dan fukoidan (SupaFuco) diperoleh daripada Cosway
Malaysia. Manakala bahan kimia yang digunakan ialah
reagen Folin-Ciocalteau, natrium karbonat (Na,CO,),
asid galik, natrium nitrat (NaNO,), aluminium klorida
(AICL,), natrium hidroksida, kuersetin, fenol, asid sulfurik
(H,SO,), glukosa, fenolphthalein, natrium hidroksida



(NaOH), natrium dikromat (Na,Cr,0,) dan penimbal
asetat diperoleh daripada Merck, Jerman.

PENGHASILAN KULTUR TEH PEMULA

Kultur teh pemula dihasilkan dengan menggunakan
kaedah Wang (2018) dengan sedikit pengubahsuaian. Teh
hitam untuk penghasilan kultur teh pemula disediakan
dengan merendam tiga uncang teh (3 g daun teh/uncang)
ke dalam 1.5 L air suling bersuhu 100 °C selama 30 minit.
Larutan ini dikacau dan uncang teh ditekan setiap 5 minit.
Uncang teh kemudiannya dikeluarkan sebelum 150 g gula
dilarutkan semasa teh masih panas dengan nisbah air
seduhan teh kepada gula 10:1 (v:w). Kemudian, larutan
ini telah dibiarkan sejuk sehingga mencapai suhu bilik (27
°C). Seterusnya, sebanyak 1.35 L larutan teh dituangkan
ke dalam botol kaca 2 L yang telah disterilkan dan
kemudian 150 mL larutan asal kombucha dari ibu
kombucha yang mengandungi lapisan pelikel selulosa
(SCOBY) telah dimasukkan ke dalam botol kaca tersebut.
Jumlah isi padu akhir larutan adalah 1.5 L. Botol kaca
ditutup dengan kain muslin dan ditapai selama 7 hari pada
suhu bilik (27 °C). Teh pemula ini digunakan sebagai ibu
kombucha semasa penyediaan sampel yang seterusnya.
Kesemua langkah di atas telah diulang sebanyak tiga kali
untuk mendapatkan bacaan tiga replikasi.

PENGHASILAN SAMPEL KOMBUCHA

Lima sampel kombucha diperkaya dengan fukoidan
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telah diformulasikan seperti dalam Jadual 1. Dalam
kajian ini, reka bentuk faktoran (5 x 3) telah digunakan
iaitu kepekatan fukoidan yang berbeza (0, 0.25, 0.5,
0.75 dan 1.00 mg/mL) dan masa penapaian yang
berbeza (0, 7 dan 14 hari). Larutan teh (Jadual 1) telah
dihasilkan menggunakan prosedur sama seperti dalam
penghasilan kultur teh pemula. Campuran teh hitam
telah dibahagikan ke dalam lima balang kaca 250 mL
dan setiap balang mengandungi 180 mL teh. Seterusnya,
fukoidan pada kepekatan yang dinyatakan pada Jadual 1
telah ditambahkan ke dalam setiap formulasi dan dikacau
menggunakan sudu sehingga sebati. Sampel yang tidak
ditambah fukoidan merupakan sampel kawalan dalam
kajian ini.

Sebanyak 20 mL larutan kultur pemula kombucha
yang dihasilkan telah ditambah ke dalam setiap balang.
Manakala, SCOBY yang bertindak selaku pemula proses
penapaian (Rajah 1) telah dipotong menggunakan
pisau kepada empat bahagian (1.25 cm/bahagian) dan
dimasukkan ke dalam setiap balang kaca (250 mL).
Jumlah isi padu akhir semua sampel adalah 200 mL dan
sampel ditutup dengan kain muslin dan ditapai pada suhu
bilik (27 °C). Sampel yang terhasil pada hari penyediaan
adalah sampel kombucha hari 0, diikuti oleh sampel
yang ditapai sehingga hari 7 dan 14. Penghasilan sampel
kombucha telah dihasilkan sebanyak tiga replikasi.
Kesemua sampel kemudiannya telah dianalisis sifat
fizikokimianya.

JADUAL 1. Formulasi sampel kombucha kajian

Isi padu larutan teh

Isi padu teh pemula

Lapisan pelikel selulosa  Kepekatan fukoidan (mg/

Formulasi (mL) (mL) (SCOBY) (cm) mL)
1 180 20 125 0
2 180 20 125 0.25
3 180 20 125 0.5
4 180 20 125 0.75
5 180 20 1.25 1.00
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RAJAH 1. Lapisan pelikel selulosa (SCOBY)

ANALISIS FIZIKAL

Analisis fizikal yang dijalankan adalah pH, jumlah
pepejal terlarut (TSS) dan warna. Analisis pH dilakukan
menggunakan meter pH (Senz pH 0~14.0 pH, Trans
Instruments, Singapura) (Gahruie et al. 2017) yang
telah dikalibrasi. Bagi penentuan kepekatan jumlah
pepejal terlarut (TSS) pula, ujian dijalankan pada suhu
ambien (22 ke 28 °C) menggunakan alat refraktometer
digital (Atago PR-101, Japan). Refraktometer digital
dikalibrasi terlebih dahulu dengan air suling mengikut
kaedah AOAC 932.12 (AOAC 1990). Keputusan telah
dinyatakan sebagai °Briks (°Briks adalah unit TSS
dan 1°Briks bersamaan dengan 1 g TSS dalam 100 g
larutan). Manakala warna sampel kawalan dan kombucha
yang diperkaya dengan fukoidan telah diukur dengan
menggunakan Minolta CR-400 Kroma Meter (Konica
Minolta Sensing, Inc., Japan) (Muhialdin et al. 2019).
Meter kroma telah dikalibrasi pada sistem ruang warna
CIE LAB menggunakan jubin putih (Dc: L = 97.79. a
=-0.11, b = 2.69). Nilai “*L’ masing-masing mewakili
kecerahan dan nilai ‘a*’ dan ‘b*’ mewakili warna
kemerahan-kehijauan dan warna kekuningan.

KANDUNGAN FENOL JUMLAH (TPC)

Kandungan fenol jumlah (TPC) sampel kawalan dan
kombucha yang diperkaya dengan fukoidan diukur
menggunakan kaedah Folin-Ciocalteu seperti yang
dijelaskan oleh Ho et al. (2020) dengan sedikit
pengubahsuaian. Sebanyak 0.3 mL sampel dicampurkan
dengan 1.5 mL reagen Folin-Ciocalteau dan 1.2 mL 7.5%
w/v larutan natrium karbonat (Na,CO,). Kemudian,
campuran dibiarkan bertindak balas pada suhu bilik (27
°C) selama 90 minit dalam keadaan yang gelap sebelum
penyerapan diukur pada 765 nm dalam 96 mikroplat
menggunakan spektrofotometer (BioTek Epoch).

Lengkuk piawai asid galik disediakan pada kepekatan
0.003 ke 0.5 mg/mL dan TPC dinyatakan sebagai
miligram kesetaraan asid galik per mililiter sampel (mg
GAE/mL). Bacaan bagi kandungan fenol telah dihitung
dengan menggunakan formula berikut:

TPC (mg GAE/mL) = R x DF

dengan R ialah bacaan dari lengkuk piawai dan DF ialah
faktor pencairan.

JUMLAH KANDUNGAN FLAVONOID (TFC)

Jumlah kandungan flavonoid sampel kawalan dan
kombucha yang diperkaya dengan fukoidan diukur
berdasarkan kaedah Habibi et al. (2015) dengan sedikit
pengubahsuaian. Sebanyak 1.0 mL sampel telah
dicampurkan dengan 4 mL air suling dan seterusnya
dicampurkan dengan 0.3 mL 10% natrium nitrat (NaNO,).
Selepas 5 minit, 0.3 mL 10% aluminium klorida (AICI,)
telah ditambah ke dalam campuran dan diikuti sekali
dengan penambahan 2.0 mL 1% natrium hidroksida.
Penyerapan campuran tindak balas telah diukur pada
510 nm menggunakan Mikroplat Spektrofotometer
EpochTM, Instrumen Bioteknologi (USA). Kuersetin
pada kepekatan 0.1 ke 0.6 mg/mL telah digunakan
sebagai piawai dan nilai flavonoid telah dinyatakan
sebagai miligram kesetaraan kuersetin per isi padu
sampel kombucha. Bacaan bagi kandungan flavonoid
telah dihitung dengan menggunakan formula berikut:

TFC (mg/mL QUE) =R x DF

dengan R ialah bacaan dari lengkuk piawai dan DF ialah
faktor pencairan.



JUMLAH KANDUNGAN GULA

Jumlah kandungan gula ditentukan dengan menggunakan
kaedah fenol-asid sulfurik (Ho et al. 2020) dengan
sedikit pengubahsuaian. Sebanyak 2 mL sampel telah
dicampurkan dengan 1 mL larutan fenol (5%) dalam
tabung uji. Kemudian 5 mL asid sulfurik pekat (H,SO,)
telah ditambahkan ke dalam tabung uji dan campuran
telah divorteks selama 30 saat dan telah dibiarkan selama
10 min sebelum diletakkan ke dalam rendaman air yang
bersuhu 25 °C selama 20 min. Penyerapan sampel telah
diukur pada 490 nm dengan menggunakan Mikroplat
Spektrofotometer (BioTek Epoch). Lengkuk piawai telah
disediakan dengan menggunakan glukosa sebagai larutan
piawai pada kepekatan 0.002 ke 0.025% dan jumlah
kandungan gula telah dinyatakan sebagai peratusan
kesetaraan glukosa (% GE) berdasarkan formula berikut:

Jumlah kandungan gula (% GE) =R x DF

dengan R ialah bacaan dari lengkuk piawai dan DF ialah
faktor pencairan.

KANDUNGAN ETANOL

Kandungan etanol dalam sampel kawalan dan kombucha
yang diperkaya dengan fukoidan telah ditentukan dengan
menggunakan kaedah Ho et al. (2020). Sebanyak 1
mL sampel telah dicampurkan dengan 5 mL 2.5% w/v
larutan natrium dikromat (Na,Cr,0.), 5 mL larutan
penimbal asetat (0.1 mol/L, pH 4.3) dan 25 mL larutan 1
M asid sulfurik. Kemudian, campuran divorteks selama
1 minit dan dibiarkan selama 2 jam pada suhu 27 °C.
Penyerapan diukur pada 578 nm dalam 96 mikroplat
menggunakan spektrofotometer (BioTek Epoch) lengkuk
piawai disediakan menggunakan etanol pada kepekatan
5 ke 40%. Kandungan etanol ditentukan berdasarkan
persamaan berikut:

Kandungan etanol (%) =R x DF

dengan R ialah bacaan dari lengkuk piawai dan DF ialah
faktor pencairan.

KEASIDAN BOLEH TITRAT (TA)

Keasidan boleh titrat (TA) ditentukan dengan pentitratan
asid-bes menggunakan 1% fenolphthalein sebagai
penunjuk mengikut kaedah AOAC (AOAC 947.05,
2005). Sebanyak 10 mL sampel kombucha telah
dicampurkan dengan 20 mL air suling. Kemudian
beberapa titis (4-5 titis) 1% larutan fenolphthalein telah
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ditambah ke dalam campuran dan dipusar berterusan
sehingga campuran sebati. Seterusnya campuran telah
dititrat dengan 0.1 M larutan natrium hidroksida (NaOH)
terpiawai sehingga warna merah jambu berterusan
selama 30 saat pertama dihasilkan dan isi padu larutan
piawai yang digunakan telah direkodkan. Keasidan
dihitung dan dinyatakan dalam gram asid asetik per liter
sampel. Keasidan boleh titrat diukur sebanyak dua kali
pengulangan.

% Asid asetik = (isi padu NaOH yang digunakan (mL)
% 0.0060)/(isi padu sampel (mL)) x 100

dengan berat molekul asid asetik = 60 g/mol; 1 mL 0.1
M NaOH = 0.0060 g asid asetik; 1 mL sampel ujian = 1
g sampel.

ANALISIS STATISTIK

Analisis statistik telah dijalankan menggunakan Perisian
Minitab versi 20.0. Kesemua analisis dilakukan sebanyak
tiga replikasi (n=3). Ujian Analisis Varians (ANOVA)
dua hala dan ujian Tukey digunakan bagi penentuan
perbezaan antara sampel pada aras signifikan 95%
(p<0.05).

HASIL DAN PERBINCANGAN

pH DAN JUMLAH PEPEJAL TERLARUT (TSS)

Nilai pH dan jumlah pepejal terlarut (TTS) kombucha
diperkaya dengan fukoidan adalah seperti yang terdapat
dalam Jadual 2. Penambahan fukoidan didapati
meningkatkan nilai pH sampel kombucha manakala
pemanjangan tempoh hari penapaian telah menyebabkan
penurunan nilai pH semua sampel kombucha.
Peningkatan pH kombucha yang signifikan (p<0.05) telah
diperhatikan apabila ditambah dengan fukoidan iaitu
pada kepekatan 0.50, 0.75 dan 1.00 mg/mL berbanding
kawalan. Hal ini dapat dijelaskan dengan kehadiran
kumpulan sulfat daripada fukoidan yang menjadikannya
bercas negatif, lalu ia membantu memerangkap ion H*
dalam sistem dan sekali gus meningkatkan pH kombucha.
Namun, sepanjang tempoh penapaian, tiada perbezaan
signifikan (p>0.05) pada pH telah direkodkan dalam
kesemua sampel kombucha. Variasi dalam nilai pH
berlaku kerana perbezaan medium kombucha iaitu
penambahan fukoidan dan struktur fukoidan yang
mempunyai kumpulan sulfat serta bercas negatif telah
memberikan kesan terhadap substrat kombucha dan
mempengaruhi metabolisme teh kombucha (Chu & Chen
2006).
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JADUAL 2. Kesan kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza terhadap nilai pH dan nilai pepejal larut kombucha

yang diperkuat dengan fukoidan

Parameter Kepekatan fukoidan Hari penapaian
(mg/mL) 0 7 14
pH 0.00 4.38+0.03° 3.28 £0.03¢ 2.52+£0.03"
0.25 4.40 +0.05° 3.40 + 0.00% 2.60 £ 0.05¢"
0.50 4.58 £0.03* 3.42 +£0.03¢ 2.65 +0.00¢
0.75 4.60 £ 0.05* 3.50 + 0.00< 2.88 +£0.08"
1.00 4.67 +£0.03* 3.55 +0.09° 3.00 £ 0.00f
Jumlah pepejal terlarut 0.00 10.67 £0.14° 9.92 +0.14" 9.17 £0.14%
(°Briks) 0.25 10.50 + 0.00° 9.83 +£0.14 9.00 £ 0.25°
0.50 10.83 £0.14* 9.83 +£0.14% 9.33 £0.14%
0.75 10.67 £0.14* 10.00 + 0.00° 9.50 + 0.00%¢
1.00 10.83 +£0.14¢ 9.92 + (.14 9.08 £0.14%

Data dinyatakan dalam bacaan min + sisihan piawai secara tiga replikasi. *"Abjad yang berbeza menunjukkan perbezaan signifikan (p<0.05) parameter pH dan jumlah

pepejal larut pada kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza

Hasil kajian juga mendapati kepekatan fukoidan
yang berbeza tidak menunjukkan sebarang perbezaan
yang signifikan (p>0.05) pada jumlah TSS pada hari
penapaian 0 dan 7. Namun bagi hari penapaian 14,
kombucha (0.25 mg/mL fukoidan) mempunyai nilai
TSS lebih rendah secara signifikan (p<0.05) berbanding
kombucha (0.75 mg/mL fukoidan). Hal ini berikutan
kepekatan akhir gula dalam setiap proses penapaian
boleh berbeza-beza kerana terdapat pelbagai faktor
yang mempengaruhi kesannya seperti penggunaan
jenis substrat, jenis bahan mentah (infusi teh atau
ekstrak tumbuhan) dan suhu penapaian (Chen & Liu
2000). Oleh itu, metabolisme dalam proses penapaian
kombucha kebiasaannya tidak sama. Keputusan kajian
juga menunjukkan nilai TSS sampel kawalan dan sampel
kombucha yang berbeza kepekatan fukoidan mencatat
penurunan signifikan (p<0.05) daripada 10.50 ke 10.83
°Briks kepada 9.00 ke 9.50 °Briks apabila menjalani
tempoh penapaian daripada hari penapaian 0 sehingga
hari penapaian 14. Hasil kajian ini disokong oleh Wang
(2018) yang melaporkan bahawa teh hijau kombucha
yang mengandungi 10% gula menurun secara signifikan
(p<0.05) bermula hari penapaian 7 schingga hari
penapaian 14 dengan nilai TSS menurun daripada 10.50
ke 10.70 kepada 9.80 ke 10.25 °Briks. Hal ini disebabkan
oleh semasa penapaian, mikroorganisma menukarkan

gula kepada etanol dan kemudian menjadi asid asetik
serta pelbagai asid organik yang lain termasuklah asid
sitrik dan asid glukonik (Jayabalan et al. 2014; Tamer
et al. 2021). Hasil mekanisme ini menyebabkan jumlah
pepejal terlarut (TSS) di dalam medium kombucha
menurun sepanjang tempoh penapaian berlangsung.

WARNA

Parameter warna L* (Jadual 3) dipengaruhi dengan
kehadiran fukoidan dan hari penapaian. Secara umumnya,
kombucha yang diperkuat dengan fukoidan pada
kepekatan tinggi (0.75 dan 1.0 mg/mL) menyebabkan
penurunan nilai L* secara signifikan (p<0.05) berbanding
sampel kawalan kombucha pada hari penapaian 0, 7
dan 14. Hal ini disebabkan terdapat pengaruh proses
penapaian iaitu proses metabolisme yang dijalankan
oleh yis dan bakteria di dalam medium kombucha
(Chakravorty et al. 2016). Bagaimanapun, pemanjangan
tempoh penapaian telah menyebabkan peningkatan
nilai L* pada semua sampel kombucha. Berdasarkan
nilai L* (Jadual 3), warna minuman kombucha yang
diperkaya dengan fukoidan diperhatikan menjadi lebih
cerah daripada 20.27 ke 21.55 (hari pemulaan penapaian)
kepada 23.43 ke 26.05 (hari ke-14). Perubahan warna
kombucha yang diperhatikan mungkin disebabkan oleh



penindasan pengionan dan pemusnahan polifenol oleh
aktiviti enzim kultur kombucha yang berlaku di dalam
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medium kombucha (Haslam 2003; Jayabalan et al. 2014).

JADUAL 3. Kesan kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza terhadap warna kombucha yang diperkuat dengan fukoidan

Kepekatan Hari penapaian
Parameter fukoidan (mg/

mL) 0 7 14

Kecerahan (L*) 0.0 21.24 +0.56" 25.03 +0.36" 26.05+0.10°
0.25 21.55+0.29" 23.12+0.16¢ 25.49 +£0.53®
0.50 21.10 £ 0.20%" 23.26 £ 0.09° 24.30 +£0.25¢
0.75 20.27 £0.25" 23.58 £ 0.56% 23.94 +0.14%
1.00 20.44 +0.162" 23.29 +0.02¢ 23.43 +£0.25%

Kemerahan (a*) 0.0 5.39 4 0.2]bede 6.14 +0.19® 4.89 + 0.40%f
0.25 5.39 +(.27bd 5.92 £ 0.12%¢ 4.50 £0.37¢
0.50 5.68 + (.53 5.55+0.430 4.00 +0.12%"
0.75 5.03 £ 0.24¢ 6.65+0.52* 3.60 + 0.23¢
1.00 5.38 +(.32bcd 5.87 £0.13%¢ 3.19+0.14"

Kekuningan (b*) 0.0 11.70 + 0.64 10.25 +£0.50% 10.68 + 0.64%
0.25 10.94 £ 0.70® 10.39 + 0.55% 9.20 +0.29%
0.50 11.59 +0.40° 8.17 £ 1.65% 8.17£0.14«
0.75 10.38 £0.17® 11.45+0.38¢ 7.39+0.17¢
1.00 10.79 £ 0.27® 10.06 + 0.02:® 7.04 £0.13¢

Data dinyatakan dalam bacaan min + sisihan piawai secara tiga replikasi. “"Abjad yang berbeza menunjukkan perbezaan signifikan (p<0.05) parameter warna dengan

kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza

Secara umumnya, penambahan fukoidan pada
kepekatan berbeza tidak memberi kesan signifikan
terhadap parameter a* kecuali pada hari ke 14 untuk
kombucha diperkuat dengan fukoidan pada kepekatan
tinggi (0.75 dan 1.0 mg/mL) berbanding sampel
kombucha kawalan. Pada hari penapaian 0, tiada
perbezaan signifikan (p>0.05) direkodkan bagi kesemua
sampel kombucha. Namun, pada hari penapaian 7,
sampel kombucha (0.75 mg/mL fukoidan) menunjukkan
nilai a* lebih tinggi (p<0.05) berbanding sampel
kombucha (0.50 mg/mL fukoidan). Manakala bagi hari
penapaian 14, nilai a* sampel kombucha (kawalan dan
0.25 mg/mL fukoidan) adalah lebih tinggi (p<0.05)
berbanding sampel kombucha (1.0 mg/mL fukoidan).

Kesan penurunan signifikan nilai a* (kombucha diperkuat
dengan 0.75 dan 1.0 mg/mL fukoidan) pada hari ke 14
berkemungkinan berlaku disebabkan oleh transformasi
dan degradasi sebatian polifenol apabila kombucha
menjadi medium yang lebih berasid semasa penapaian
berpanjangan (Chu & Chen 2006). Selain itu, bakteria
dan yis seperti Lactobacillus sp. dan Saccharomyces sp.
menghasilkan enzim tannase yang mampu mendegradasi
tanin seterusnya menurunkan nilai L* dan a* (Nurhayati
et al. 2020).

Manakala bagi nilai b*, tiada perbezaan signifikan
(p>0.05) diperhatikan bagi kesemua sampel kombucha
pada hari penapaian 0. Namun bagi hari penapaian 7,
sampel kombucha (0.50 mg/mL fukoidan) mencatat nilai
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b* terendah secara signifikan (p<0.05) berbanding sampel
lain. Seterusnya, pada hari penapaian ke-14, sampel
kombucha (0.75 dan 1.0 mg/mL fukoidan) mencatat nilai
b* lebih rendah secara signifikan (p<0.05) berbanding
sampel kombucha (kawalan dan 0.25 mg/mL fukoidan).
Hal ini kerana fukoidan mempunyai struktur gula yang
terdiri daripada fukosa, xilosa dan galaktosa dan struktur
gula ini boleh dijadikan sebagai bahan substrat untuk
penapaian. Maka, nilai a* dan b* adalah bervariasi
mengikut kepekatan fukoidan dan masa penapaian
masing-masing. Di samping itu, penurunan pada nilai
b* semasa penapaian juga adalah kesan daripada proses
transformasi sebatian di dalam medium kombucha
(Jayabalan et al. 2014). Perubahan warna berlaku
mungkin disebabkan transformasi dan degradasi unsur
di dalam teh di bawah persekitaran yang berasid semasa
penapaian (Chu & Chen 2006). Tambahan pula, sepanjang
tempoh penapaian, kandungan sebatian thearubigin
(pigmen berwarna coklat perang) berkurangan, manakala
kandungan sebatian theaflavin (pigmen berwarna
kuning) pula meningkat (Chakravorty et al. 2016).
Maka ia dapat menjelaskan perubahan warna kombucha
yang menjadi lebih cerah apabila meningkat waktu
penapaian (Chakravorty et al. 2016; Laureys et al. 2020).

KANDUNGAN FENOL JUMLAH (TPC) DAN KANDUNGAN
FLAVONOID JUMLAH (TFC)
Polifenol dan flavonoid merupakan sebatian utama

dalam ekstrak tumbuhan, termasuklah daun teh. Teh
yang merupakan bahan utama minuman kombucha amat

kaya dengan sebatian polifenol seperti katekin, theaflavin
dan tearubigin yang juga merupakan sebatian utama
penyumbang kepada aktiviti antioksidan kombucha.
Jadual 4 menunjukkan hasil kandungan fenol jumlah
(TPC) dan kandungan flavonoid jumlah (TFC) bagi
sampel kombucha. Nilai TPC tertinggi secara signifikan
(p<0.05) dikesan pada hari penapaian 14 dalam sampel
kombucha (1.0 mg/mL fukoidan) berbanding kesemua
sampel yang lain dengan nilai 0.51 + 0.02 mg GAE/mL.
Peningkatan TPC di dalam kombucha diperkaya dengan
fukoidan seiring dengan tempoh penapaian berlangsung.
Corak yang sama diperhatikan bagi keputusan TFC
(Jadual 4) apabila sekali lagi sampel kombucha (1.0 mg/
mL fukoidan) dikesan dengan nilai TFC tertinggi (p<<0.05)
iaitu 2.10 + 0.12, 5.12 +£ 0.06 dan 5.51 + 0.08 mg QUE/
mL mengatasi sampel yang lain masing-masing pada hari
penapaian 0, 7 dan 14. Kehadiran sebatian polifenol yang
kompleks dalam persekitaran berasid atau penghasilan
pelbagai jenis enzim oleh yis dan bakteria menyebabkan
pemecahan molekul kompleks kepada molekul lebih kecil
dan sederhana, lalu menyebabkan peningkatan sebatian
fenol dan flavonoid di dalam kombucha sepanjang proses
penapaian berlangsung (Shahbazi et al. 2018; Srihari &
Satyanarayana 2012). Selain itu, mikrob seperti Candida
tropicalis yang terdapat di dalam medium kombucha
dilaporkan mempunyai kemampuan untuk memecahkan
pelbagai sebatian polifenol (Chakravorty et al. 2016;
Ettayebi et al. 2003). Justeru, kehadiran sebatian fenol
dan flavonoid bukan sahaja yang terbebas semasa proses
penapaian berlaku, malah juga berkemungkinan daripada
daun teh serta rumpai laut perang (Hanjabam et al. 2019).

JADUAL 4. Kesan kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza terhadap kandungan fenol jumlah (TPC) dan

kandungan flavonoid jumlah (TFC) kombucha yang diperkuat dengan fukoidan

Parameter flﬁ(i)pifll;it?;g/ Harl penapaian
mL) 0 7 14
Kandungan fenol 0.00 0.24+0.01" 0.25 +0.00 0.41 +£0.01¢
jumlah (TPC) 0.25 0.29 +£0.01¢8 0.32 + 0.00° 0.42+0.01°
(mg GAE/mL) 0.50 0.30£0.01% 0.39+0.01¢ 0.43+£0.01°
0.75 0.31 + 0.00°" 0.41 +0.00%¢ 0.48 £0.01°
1.00 0.34 = 0.00° 0.44 £ 0.00° 0.51 £0.022
Kandungan flavonoid 0.00 0.21 £ 0.02 0.38+0.01 0.94 £ 0.04"
jumlah (TEC) 0.25 0.83+0.07 1.68 £ 0.14¢ 3.71+£0.19¢
(mg QUE/mL) 0.50 1.12+0.15" 2.55+0.17° 4.86+£0.17%
0.75 1.21£0.05" 4.77 £0.04¢ 4.74 £0.07¢
1.00 2.10+0.12f 5.12+0.06" 5.51 £0.08°

Data dinyatakan dalam bacaan min + sisihan piawai secara tiga replikasi. *JAbjad yang berbeza menunjukkan perbezaan signifikan (p<0.05) parameter TPC dan TFC

dengan kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza



JUMLAH KANDUNGAN GULA

Kandungan gula di dalam kombucha berubah mengikut
masa dan keadaan penapaian. Seperti dalam Jadual 5,
penambahan fukoidan pada kepekatan berbeza tidak
memberi kesan signifikan (p>0.05) terhadap kandungan
gula dalam sampel kombucha pada hari penapaian 0,
7 dan 14. Namun begitu, nilai jumlah kandungan gula
(Jadual 5) bagi kesemua sampel kombucha (kawalan,
0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL dan 1.0 mg/mL)
menunjukkan corak penurunan (p<0.05) dengan hari
penapaian, bermula dari 10.01 % GE ke 10.61% GE (hari
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penapaian 0), 8.40 % GE ke 9.22% GE (hari penapaian
7) dan seterusnya kepada 6.64% GE ke 6.90% GE (hari
penapaian 14). Penurunan kandungan gula berlaku
semasa penapaian kerana penukaran sukrosa kepada
glukosa dan fruktosa yang seterusnya ditapaikan kepada
etanol oleh yis. Kajian lepas oleh Neffe-Skocinska
et al. (2017) telah mengesan berlakunya penurunan
kandungan sukrosa sepanjang penapaian berlaku dalam
produk kombucha iaitu dari 98.7 g/L ke 1.97 g/L pada
hari penapaian 10, manakala bagi glukosa dan fruktosa
ialah masing-masing 0.8 g/L ke 33.4 g/L dan 0.9 g/L ke
27.4 g/L.

JADUAL 5. Kesan kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza terhadap jumlah kandungan gula, kandungan etanol dan
keasidan boleh titrat kombucha yang diperkuat dengan fukoidan

Hari penapaian

Parameter Kepekatan fukoidan
(mg/mL) 0 7 14

Jumlah kandungan 0.00 10.01 +£0.18** 8.40 £0.16¢ 6.84 £0.92°
gula (%GE) 0.25 10.08 = 0.01%¢ 8.45+0.25¢ 6.83 £0.42°
0.50 10.16 +0.02% 9.07 £ 0.09< 6.64 £0.38°

0.75 10.18 £0.05® 8.69 +0.07¢ 6.86 £ 0.40°

1.00 10.61 +0.04 9.22 +£0.19bd 6.90 £ 0.52¢

Kandungan etanol (%) 0.00 0.24 £ 0.024 0.26 £ 0.02¢% 0.48 + 0.04*
0.25 0.21 £0.02¢ 0.33 +£0.05% 0.50 +0.05°

0.50 0.21 +£0.02¢ 0.31 +0.03% 0.53 £0.05*

0.75 0.18 £0.02¢ 0.27 £ 0.02bc 0.49 £0.05*

1.00 0.22 £0.02¢% 0.35+£0.01° 0.53£0.01*

Keasidan boleh titrat 0.00 0.25+0.03¢ 0.58 £ 0.03¢ 1.57£0.01*
(%) 0.25 0.23£0.01° 0.55+0.03¢ 1.34+£0.07°
0.50 0.21 £0.01¢ 0.52+0.01¢ 1.42 £0.02°

0.75 0.22+0.01¢ 0.49 £ 0.03¢ 1.54 +0.05°

1.00 0.23 £0.02° 0.50 £ 0.03¢ 1.18£0.07

Data dinyatakan dalam bacaan min + sisihan piawai secara tiga replikasi. “*Abjad yang berbeza menunjukkan perbezaan signifikan (p<0.05) parameter jumlah kandungan

gula, kandungan etanol dan keasidan boleh titrat dengan kepekatan fukoidan dan hari penapaian yang berbeza
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KANDUNGAN ETANOL

Sebaliknya peningkatan jumlah kandungan etanol
dalam sampel kombucha telah direkodkan sepanjang
tempoh penapaian (Jadual 5) dijalankan dengan nilai
tertinggi iaitu 0.53+0.01% pada hari penapaian 14. Tiada
perbezaan signifikan (p>0.05) bagi kesemua sampel
kombucha pada hari penapaian 0 dan 14, namun bagi hari
penapaian ke-7, sampel kombucha (1.0 mg/mL fukoidan)
mencatat jumlah kandungan etanol yang lebih tinggi
secara signifikan (p<0.05) berbanding sampel kawalan.
Penambahan fukoidan yang merupakan polisakarida
sulfat (dengan komponen monosakarida yang terdiri
daripada manosa, galaktosa, glukosa, ramnosa dan xilosa)
berpotensi menjadi sumber karbon untuk penapaian
mikroorganisma SCOBY (Citkowska et al. 2019; Wang
et al. 2019). Yis akan menggunakan sumber karbon
tersebut untuk menghasilkan alkohol dan karbon dioksida
melalui proses glikolisis mengakibatkan peningkatan
jumlah etanol semasa proses penapaian (Kim & Adhikari
2020).

KEASIDAN BOLEH TITRAT (TA)

Berdasarkan Jadual 5, peratusan keasidan boleh titrat
pada hari penapaian 0 bermula antara julat 0.21 ke
0.25%, kemudian meningkat pada hari penapaian 7
dan 14 masing-masing dengan nilai 0.49 ke 0.58% dan
1.18 ke 1.57%. Hasil kajian ini menunjukkan bahawa
kepekatan fukoidan yang berbeza tidak memberikan
perbezaan signifikan (p>0.05) terhadap TA kombucha
pada hari penapaian 0 dan 7 (Jadual 5). Namun pada hari
penapaian 14, sampel kombucha (kawalan dan 0.75 mg/
mL fukoidan) menunjukkan peratusan TA lebih tinggi
(p<0.05) berbanding sampel yang lain. Menurut Alderson
et al. (2021), sampel yang mengandungi peratusan TA
yang tinggi mempunyai keadaan pertumbuhan bakteria
yang lebih baik untuk menghasilkan asid. TA sampel
kombucha meningkat secara signifikan (p<0.05) dengan
peningkatan hari penapaian (0, 7, dan 14) untuk sampel
kawalan kombucha dan kombucha yang ditambah
dengan fukoidan. Hasil kajian ini juga adalah selari
dengan kajian oleh Chen dan Liu (2000) dan Loncar
et al. (2006) yang mendapati bahawa peningkatan TA
di dalam teh hitam kombucha seiring dengan tempoh
hari penapaian dijalankan. Menurut Chakravorty et al.
(2016), perubahan TA berlaku semasa proses penapaian
adalah disebabkan terdapatnya penghasilan asid organik
di dalam medium tersebut. Malah melalui ujian HPLC,
pelbagai jenis asid organik telah dikesan di dalam
kombucha termasuklah asid asetik, asid glukonik, asid
sitrik dan asid laktik (Shahbazi et al. 2018). Keadaan

medium kombucha yang mempunyai pH rendah dan TA
yang tinggi membantu pertumbuhan mikroorganisma
misalnya bakteria asid asetik seperti Komagataeibacter,
Acetobacter dan Gluconobacter, serta memberikan
perlindungan daripada pencemaran invasif lalu
menjadikan kombucha sebagai minuman yang selamat
(Hur et al. 2014).

KESIMPULAN

Penambahan fukoidan dan hari penapaian menunjukkan
perubahan fizikokimia terhadap minuman kombucha.
Selepas penapaian selama 14 hari, kombucha yang
diperkuat dengan fukoidan mempunyai nilai pH tidak
kurang daripada 2.5 dan kandungan etanol tidak
melebihi 1% menandakannya selamat untuk diminum.
Kandungan fenol jumlah dan kandungan flavonoid
jumlah juga meningkat seiring masa penapaian dengan
nilai tertinggi direkodkan dalam kombucha yang
ditambah dengan 1.0 mg/mL fukoidan. Kesimpulannya,
penggunaan fukoidan sebagai ingredien berfungsi dan
masa penapaian dalam pembuatan teh kombucha berjaya
meningkatkan kandungan sebatian fenol dan flavonoid
kombucha, serta berhasil dalam mengawal nilai pH dan
peratusan etanol minuman kombucha pada tahap yang
selamat untuk pengguna. Maka, kajian terhadap potensi
bioaktiviti dan penilaian sensori adalah wajar dijalankan
bagi memperoleh maklumat yang lebih jelas mengenai
tahap penerimaan pengguna terhadap kombucha
diperkuat dengan fukoidan.
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