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ABSTRACT

Urinary tract infections can be caused by several types of bacteria, including Proteus mirabilis and
Staphylococcus aureus. Urinary tract infections caused by these two bacteria can be treated with antibacterials
such as penicillin, methicillin, or ampicillin, which often cause resistance, so alternative antibacterial compounds
derived from natural ingredients are needed. Tepache is a prehistoric Mexican fermented drink usually made
from pineapple peel. Several studies have reported that Tepache contains probiotics and can inhibit the growth
of Escherichia coli. The purpose of this study was to make a Tepache drink and test its antibacterial activity
against P. mirabilis and S. aureus bacteria. This study began with the fermentation of Tepache for 10 days. The
antibacterial activity of Tepache against P. mirabilis and S. aureus bacteria was tested using the diffusion method,
by comparing concentrations of 15%, 25%, 50% and 100%. The results showed that tepache fermentation was
successful with a final pH of 3. Tepache with various concentrations of 15%, 25%, 50%, and 100% produced
inhibition zones for P. mirabilis and S. aureus. Tepache with a concentration of 100% produced the largest
inhibition zones, namely 12.75 mm for P. mirabilis and 13.5 mm for S. aureus. Therefore, it can be concluded that
tepache has antibacterial activity at an optimum concentration of 100%.
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ABSTRAK

Infeksi saluran kemih dapat disebabkan oleh beberapa jenis bakteri antara lain Proteus mirabilis dan
Staphylococcus aureus. Infeksi saluran kemih yang disebabkan oleh kedua bakteri tersebut dapat diobati dengan
antibakteri seperti penisilin, metisilin, atau ampisilin, yang sering menyebabkan resistensi, sehingga dibutuhkan
senyawa antibakteri alternatif yang berasal dari bahan alami. Tepache adalah minuman fermentasi pra-sejarah
Meksiko yang biasanya dibuat dari kulit nanas. Beberapa penelitian melaporkan bahwa Tepache mengandung
probiotik dan dapat menghambat pertumbuhan Eschericia coli. Tujuan penelitian ini adalah membuat minuman
Tepache dan menguji aktivitas antibakterinya terhadap bakteri P. mirabilis dan S. aureus. Penelitian ini diawali
dengan fermentasi Tepache selama 10 hari. Aktivitas antibakteri Tepache terhadap bakteri P. mirabilis dan S.
aureus diuji dengan metode difusi, dengan membandingkan konsentrasi 15%, 25%, 50% dan 100%. Hasil
penelitian menunjukan bahwa fermentasi Tepache berhasil dilakukan dengan pH akhir 3. Tepache dengan varian
konsentrasi sebesar 15%, 25%, 50% dan 100% dapat menghasilkan zona hambat pada P. mirabilis dan S. aureus.
Tepache dengan konsentrasi 100% dapat menghasilkan zona hambat terbesar yaitu 12,75 mm pada P. mirabilis
dan 13,5 mm pada S. aureus. Maka dari itu, dapat disimpulkan bahwa Tepache memiliki aktivitas antibakteri pada
konsentasi optimum sebesar 100%.

Kata kunci: antibakteri; Tepache; Proteus mirabilis; Staphylococcus aureus

PENDAHULUAN

Infeksi Saluran Kemih (ISK) merupakan salah satu penyakit infeksi yang paling sering terjadi di dunia.®
Pada tahun 2022, diketahui jumlah kasus ISK secara global sebanyak 404,61 juta kasus dan menyebabkan lebih
dari 236 ribu kematian.® 1SK merupakan keadaan yang menunjukkan keberadaan mikroba pada saluran kemih.
Infeksi tersebut ditandai dengan pertumbuhan mikroba lebih dari 100.00 CFU/mL pada kultur urin.® ISK dapat
disebabkan oleh mikroflora normal usus yang hidup dalam introitus vagina, perposium, penis, kulit perinium dan
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sekitar anus.® I1SK terjadi karena mikroba tersebut memperbanyak diri di dalam saluran kemih sehingga
mengakibatkan peradangan pada saluran kemih.®

ISK dapat disebabkan oleh berbagai jenis bakteri diantaranya bakteri Escherichia coli (72,2%),
Staphylococcus aureus (30,5%), Klebsiella pneumoniae (12,4%), Proteus mirabilis (9,0%), Acinetobacter
baumannii (8,5%), dan Pseudomonas aeruginosa (1,2%).© ISK akibat S. aureus dapat diobati dengan antibiotik
penisilin dan metisilin, tetapi bebere%)a penilitian melaporkan bahwa bakteri ini telah memiliki sifat resisten
terhadap kedua antibiotik tersebut.” Resistensi terhadap penisilin terjadi karena bakteri S. aureus dapat
memproduksi berupa enzim beta-laktamase yang kemudian memecah cincin beta-laktan sehingga antibiotik
tersebut inactive.® Resistensi terhadap antibiotik metisilin atau lebih dikenal sebagai Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) terjadi karena adanya perubahan pada protein pengikat metisilin yang
mengakibatkan afinitas protein terhadap antibiotik tersebut sangat rendah.®

Bakteri P. mirabilis yang menyebabkan ISK dapat diobati menggunakan antibiotik amikacin, gentamicin,
cefazoline, siproflokasin dan ampisilin.!® Hanya saja penggunaan antibiotik ini perlu dilakukan dalam jangka
panjang sehingga dapat menyebabkan resistensi dan mempercepat pertumbuhan bakteri tersebut. Selain itu,
bakteri P. mirabilis memiliki sifat resisten yang tinggi terhadap antibiotik fluoroguinolone, ceftriaxone,
ceftazidime, penicillin, cefepime, sulfonamide dan monobactam. Oleh karena itu, untuk mengantisipasi
permasalahan tersebut dibutuhkan senyawa antibakteri alternatif yang berbahan dasar alami, salah satu bahan
tersebut ialah Tepache.

Tepache adalah minuman fermentasi pra-sejarah Meksiko yang aslinya dibuat dengan jagung. Tepache
juga merupakan minuman berbahan dasar buah yang difermentasi menjaga mikrobioma usus, meningkatkan daya
cerna makanan, mengurangi resiko berkembangnya gaya hidup dan gangguan lambung.®¥ Tepache saat ini
biasanya dibuat dengan kulit nanas, gula merah, air dan terkadang ditambahkan dengan kayu manis juga merica.?
Minuman fermentasi mengandung sejumlah bakteri baik atau probiotik yang bermanfaat untuk mencegah atau
menyembuhkan penyakit yang berkaitan dengan sistem pencernaan pada tubuh.®® Selain itu, kandungan probiotik
juga memiliki kemampuan dalam memproduksi senyawa yang bersifat antimikroba, serta mampu melawan
patogen ketika proses sticking atau penempelan di bagian dalam saluran cerna.®®

Tepache mengandung enzim bromelin yang efektif dalam proses penghambatan pertumbuhan dari bakteri
E. coli. Beberapa penelitian juga telah melaporkan bahwa Tepache memiliki aktivitas antimikroba dan efektif
untuk menghambat pertumbuhan E. coli sebesar 1,99 mm.** Hanya saja aktivitas antimikroba minuman Tepache
ini belum pernah diuji pada bakteri P. mirabilis dan bakteri S. aureus. Oleh karena itu penelitian ini memiliki
tujuan untuk membuat minuman Tepache serta menguji aktivitas antibakteri terhadap bakteri P. mirabilis dan S.
aureus penyebab ISK.

METODE

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bakteriologi Fakultas Ilmu dan Teknologi Kesehatan Universitas
Jenderal Achmad Yani Cimahi, pada bulan Maret sampai April 2023. Dalam pembuatan minuman fermentasi
Tepache, buah yang digunakan adalah kulit nanas. Kulit nanas dibersihkan dan dicuci dengan air keran hingga
kotoran tidak ada yang menempel. Kulit nanas sebanyak 500 gram dipotong dan dicampurkan dengan 50 gram
gula merah, 8 sendok makan gula pasir, dan 2 liter air mineral dalam toples kosong. Toples ditutup menggunakan
kain kasa dan diamkan selama 7-10 hari sehingga didapatkan fermentasi Tepache yang baik. Selama proses
fermentasi berlangsung dilakukan pengukuran pH menggunakan kertas lakmus atau kertas pH yang bertujuan
untuk melihat perubahan yang terjadi pada proses fermentasi pada Tepache.

Dalam uji antibakteri Tepache, P. mirabilis dan S. aureus ditumbuhkan dengan cara ditanam pada media
Nutrient Agar (NA) dan kemudian dinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Bakteri yang tumbuh disuspensikan
menggunakan NacCl fisiologis hingga kekeruhannya setara dengan larutan 0,5 McFarland (1,5 x 108 CFU/mL),
suspensi tersebut diinokulasikan secara menyeluruh pada media Mueller Hinton Agar (MHA) dengan metode
gores menggunakan swab yang steril. Kemudian dilanjutkan dengan metode difusi, dimasukan Tepache kedalam
sumuran 50 pl dengan pengulangan konsentrasi 15, 25, 50, dan 100%. Kontrol positif dibuat dengan menggunakan
antibiotik ampisilin sedangkan kontrol negatif menggunakan aquadest steril. Media MHA lalu diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Hasil zona hambat yang terbentuk pada media kemudian dilakukan pengukuran dengan
menggunakan jangka sorong sebagai penanda daerah hambatan (zona inhibisi) pertumbuhan bakteri.

Data yang didapatkan diolah menggunakan program aplikasi SPSS. Diawali dengan uji kenormalan data,
jika hasilnya data telah terdistribusi normal kemudian dilanjutkan uji One Way ANOVA. Apabila data tidak
terdistribusi normal setelah dilakukan transformasi, maka dilakukan dengan uji Kruskall-Walis. Selanjutnya uji
Post Hoc untuk mengetahui perbedaan nilai signifikan terhadap perlakuan atau konsentrasi (p <0,05).

HASIL

Dalam penelitian ini, Tepache berhasil dibuat selama 10 hari. Tepache berwarna golden brown
(kecoklatan) dan didalamnya terdapat gelembung gas karbondioksida yang terbentuk dari katabolisme anaerobik.
Pada proses fermentasi dilakukan pengukuran pH untuk melihat perubahan yang terjadi. Hasil yang diperoleh
bahwa semakin lama fermentasi berlangsung maka pH larutan semakin menurun dari 7 menjadi 3 (Gambar 1).
Pada hari ke-4 sampai ke-6 terjadi penurunan pH. kondisi ini mengindikasikan bahwa alkohol yang terbentuk
terbukti telah berubah menjadi asam asetat. Hal tersebut menyebabkan kandungan pH pada produk yang diuji
memiliki penururan nilai dan terjadi dalam waktu yang relatif cepat, dengan didapatkan pH akhir dari Tepache
yaitu 3 pada hari ke-10.

Uji antimikroba Tepache dari kulit nanas terhadap bakteri P. mirabilis dan S. aureus berhasil dilakukan,
didapatkan adanya zona hambat pada konsentrasi 15%, 25%, 50%, dan 100% (Gambar 2), akan tetapi diameter
pada zona hambat yang dihasilkan lebih kecil dibandingkan dengan kontrol positif (Gambar 3). Kontrol positif
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yang digunakan pada P. mirabilis dan S. aureus adalah ampicilin 10 pug dengan zona hambat sebesar 31 mm dan
23 mm, lalu pada kontrol negatif yang digunakan akuades tidak terbentuk zona hambat.
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Gambar 1. Kurva penurunan pH Tepache ~ Gambar 2. Zona Hambat Tepache terhadap bakteri A. Proteus
mirabilis dan B. Staphylococcus aureus

Tabel 1. Hasil diameter zona hambat Tepache
terhadap bakteri P. mirabilis dan S. aureus

A
Sampel uji Konsentrasi [Rerata diameter
(%) zona hambat
(mm)
Proteus mirabilis 15 8.21+0.70
25 9.84+0,79
50 11.04 +
1,08
100 12.75
1,82
Staphylococcus aureus 15 6,1+0.3
25 9,0+0,9
50 101+1,0
Gambar 3. Kontrol positif dan kontrol negatif bakteri A. Ko ( A£11000I . 13,5oi 1,0
irahili ontrol negatif P. mirabilis, S. aureus (Aquadesi
Proteus mirabilis dan B. Staphylococcus aureus Kontel posidf P. mirabilis (Ampisiin) 3
Kontrol positif S. aureus (Ampisilin) 23

Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa Tepache dapat menghambat pertumbuhan bakteri P.
mirabilis dan S. aureus. Tepache dengan konsentrasi sebesar 100% dapat menghasilkan zona hambat terbesar
yaitu 12.75 = 1,82 mm pada P. mirabilis, dan 13,5 + 1,0 mm pada S. aureus (Tabel 1).

Berdasarkan uji statistik terhadap zona hambat yang dihasilkan empat varian konsentrasi fermentasi
Tepache didapatkan hasil nilai p-value = 0,002 pada bakteri P. mirabilis (Tabel 2) dan p-value = 0,000 pada
bakteri S. aureus (Tabel 3). Nilai tersebut menunjukan alpha 5% (p < 0,05). Maka dapat disimpulkan bahwa
adanya pengaruh secara signifikan antara variabel independen dan variabel dependen atau adanya perbedaan zona
hambat terhadap variasi konsentrasi Tepache. Analisis lebih lanjut dilakukan dengan uji Pos Hoc untuk
membuktikan bahwa adanya perbedaan signifikan terhadap konsentrasi 15% dan 100%.

Tabel 2. Hasil uji statistik variasi konsentrasi tepache  Tabel 3. Hasil uji statistik variasi konsentrasi tepache

terhadap zona hambat P. mirabillis terhadap zona hambat S. aureus
Konsentrasi Mean SD 95% ClI p-value Konsentrasi Mean 95% ClI p-value
15% 8.563 0.4 7.88-9.19 15% 6,3+0.3 5,87-6,73
25% 9.84 0.7 8.59-11.09 0.002 25% 8,0+0,7 6,95-9,20 0000
50% 11.04 1.0 9.32-12.75 50% 11,0+£05 8,40-11,70 !
100% 12.74 1.9 9.84 - 15.64 100% 135+0,6 | 10,82-14,38
PEMBAHASAN

Tepache merupakan minuman fermentasi dari kulit yang dimaniskan dengan gula piloncillo, sejenis gula
merah dari tebu sama halnya dengan gula jawa biasa.®® Dalam penelitian ini, fermentasi Tepache menggunalan
metode heterofermentatif secara spontan dimana mikroorganisme alami dari bahan tidak dilakukan perlakuan
tambahan dari mikroorganisme seperti starter atau ragi.“® Selama proses perendaman kulit nanas terjadi
perubahan sifat yang disebabkan oleh aktivitas bakteri asam laktat, bakteri asam laktat merupakan hasil akhir dari
proses metabolisme pada gula atau karbohidrat yang memiliki kemampuan untuk menurunkan nilai pH dari
lingkungan pertumbuhannya, sehingga akan ada timbulnya rasa asam,*”) serta menghasilkan antibiotik
bakteriosin yang dapat menghentikan pertumbuhan bakteri pembusuk.®®

Nilai pH sangat berhubungan dengan jumlah produksi dari asam laktat, semakin rendah pH, maka semakin
tinggi jumlah produksi asam laktat. Jika nutrisi semakin banyak tersedia, maka semakin banyak bakteri asam
laktat yang tumbuh.®® Bakteri ini menggunakan sukrosa dalam pertumbuhannya sehingga membuat Tepache
semakin asam. Ketika bakteri asam laktat difermentasi, bakteri tersebut akan menghasilkan asam sehingga apabila
semakin banyak asam laktat yang dihasilkan, maka keasaman dari Tepache juga akan ikut terpengaruh.

Hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan hasil minuman Tepache dapat menghambat pertumbuhan
bakteri P. mirabillis dan S. aureus. Kulit nanas yang telah difermentasi memiliki kemampuan untuk menghambat
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bakteri patogen.t? Kandungan dalam Tepache seperti pH, senyawa aktif flavonoid, alkaloid, tanin, saponin,
enzim bromelin pada kulit nanas, dan probiotik bakteri asam laktat pada Tepache merupakan tiga kandungan yang
sangat penting untuk mencegah pertumbuhan bakteri.*4 Dalam penelitian ini, Tepache memiliki pH akhir yaitu
3, dimana dalam rentang pH tersebut Tepache dapat menghambat pertumbuhan bakteri P. mirabillis dan S. aureus.
Nilai pH merupakan faktor penting dalam pertumbuhan bakteri, karena bakteri memerluikan pH optimum dalam
pertumbuhannya. Bakteri yang hidup pada pH 3-4, 5 akan mati termasuk bakteri Patogen seperti  P. mirabilis
yang memiliki pH >7,39 dan S. aureus yang memilliki pH optimum pada 7,0-7,5.?% Perubahan nilai pH dapat
mempengaruhi kemampuan enzim dalam membentuk substratnya hal ini menyebabkan proses denaturasi yang
dapat menurunkan aktivitas enzim sehingga jumlah pertumbuhan bakteri dapat menurun.®V

Kandungan senyawa antibakteri pada kulit nanas dapat mengahambat pertumbuhan bakteri. Sebuah studi
menyatakan adanya kandungan senyawa aktif pada kulit nanas berupa alkaloid, saponin, tanin, flavonoid dan
bromelin.®® Sebagai antibakteri, flavonoid memiliki kemampuan untuk menghancurkan sintesis asam nukleat,
dengan cara menghentikan kerja membran sel dan metabolisme energi.?? Selain itu, flavonoid mengandung
senyawa fenolik yang dapat menyebabkan protein sel terdenaturasi sehingga permeabilitas dinding sel bakteri
terganggu, menyebabkan sel menjadi lisis.?® Alkaloid membunuh bakteri dengan merusak bagian peptidoglikan
sel bakteri, menyebabkan kematian sel dan lisis sel.? Saponin bekerja dengan menurunkan tegangan permukaan
sehingga meningkatkan permeabilitas sel yang menyebabkan senyawa dalam sel keluar, pelepasan senyawa ini
dapat menghambat metabolisme dan mengurangi jumlah ATP yang diperlukan sel bakteri untuk tumbuh.®® Tanin
dapat menginaktivasi bakteri dengan cara mengentikan enzim reverse transcriptase dan DNA topoisomerase.®®
Enzim bromelin yang terdapat dijaringan nanas memiliki fungsi untuk memecah protein dengan cara hidrolisis
ikatan peptide menjadi asam amino kemudian menyebabkan dinding bakteri melemah.?” Antimikroba pada
bakteri asam laktat yang terkandung pada Tepache berperan aktif menghambat bakteri P. mirabilis dan S. aureus,
penelitian sebelumnya juga menunjukkan hasil yang sama.®®

Fermentasi Tepache dapat menghambat pertumbuhan bakteri P. mirabilis dan S. aureus dengan konsentrasi
maksimum 100%. Penelitian lain oleh Jemima et al., 2023 yang pernah mengujikan Tepache menggunakan
bakteri S. aureus menunjukan hasil tidak ada aktivitas bakteri, hal ini bisa terjadi karena penggunaan gula dan
metode yang berbeda dari penelitian ini. Selain itu ada pula antibakteri yang diuji berupa fermentasi ekstrak kasar
rumput laut coklat atau Sargassum polg}/cystum pada bakteri S. aureus, terdapat zona hambat berukuran sebesar
11,07 mm pada konsentrasi 100%.%% Hal ini menunjukan bahwa fermentasi Tepache memiliki aktivitas
antibakteri terhadap P. mirabilis dan S. aureus lebih baik dibandingkan dengan fermentasi ekstrak tersebut
walaupun perbandinganya tidak terlalu jauh.

Uji aktivitas antimikroba yang dilakukan dengan varian konsentrasi Tepache 15, 25, 50, dan 100%
didapatkan hasil bahwa Tepache dapat menghambat bakteri P. mirabillis dan S. aureus dengan konsentrasi yang
paling efektif yaitu 100%. Pada uji Post Hoc, bakteri P. mirabillis dan S. aureus memiliki perbedaan daya hambat
signifikan pada setiap masing-masing perlakuan. Pada penelitian ini, konsentrasi terbesar 100% pada Tepache
terbukti dapat menghambat pertumbuhan dari bakteri P. mirabillis dan S. aureus, dengan zona hambat sebesar
12,75 mm pada P. mirabillis, sedangkan zona hambat S. aureus sebesar 13,5 mm. Konsentrasi Tepache yang lebih
tinggi menyebabkan diameter zona hambat meningkat, hal ini disebabkan oleh konsentrasi tertinggi pada Tepache
mengandung senyawa aktif antibakteri lebih tingg;i daripada konsentrasi 15, 25, dan 50%. Hasil tersebut sesuai
dengan penelitian oleh Tivani & Muldyana,** bahwa perlakuan yang berbeda memiliki potensi sebagai
antibakteri, namun apabila konsentrasi semakin tinggi, maka akan semakin besar pula zona hambat yang
dihasilkan untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Walaupun Tepache memliki mampu untuk menghambat
tumbuhnya bakteri P. mirabillis dan S. aureus, tetapi zona hambat yang terbentuk lebih kecil daripada antibiotik
ampisilin. Ampisilin digunakan sebagai kontrol positif dikarenakan antibiotik tersebut telah efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif seperti bakteri P. mirabilis maupun Gram positif seperti bakteri
S. aureus.® Mekanisme kerja dari ampisilin yaitu menghentikan sintesis pada bagian dinding sel bakteri dengan
cara mengikat penisilin-protein, kemudian dihambatnya sintesis paada peptidoglikan di dalam dinding sel bakteri
pada tahap akhir transpeptidase, hal ini yang menyebabkan sel bakteri pecah atau lisis.Y

Pada penelitian ini masih terdapat beberapa keterbatasan. Pada hasil penelitian dapat terlihat bahwa zona
hambat yang dihasilkan oleh Tepache terhadap P. mirabillis dan S. aureus masih lebih kecil dibandingkan dengan
kontrol positifnya yaitu ampisilin. Pada penelitian ini juga belum dilakukan identifikasi komponen bioaktif dalam
Tepache yang berperan sebagai antibakteri. Selain itu, penelitian ini hanya terbatas pada dua jenis bakteri
penyebab infeksi saluran kemih sehingga efektivitas Tepache terhadap bakteri lain belum dapat diketahui.

Untuk penelitian selanjutnya, disarankan untuk menganalisis kandungan bioaktif Tepache agar dapat
mengetahui senyawa yang berperan dalam aktivitas antibakteri. Selain itu, sebaiknya dilakukan uji antibakteri
terhadap bakteri patogen yang lain untuk mengetahui spektrum aktivitas antibakteri Tepache.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa minuman Tepache memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri penyebab ISK. Tepache dapat menghambat pertumbuhan bakteri P. mirabillis dan S. aureus
dengan zona hambat berukuran sebesar 12,75 mm dan 13,5 mm. Konsentrasi optimum Tepache yang dapat
menghasilkan zona hambat terbesar adalah 100%.
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