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Functional Profiling pada Komunitas Bakteri Kombucha Anggur Laut
(Caulerpa racemosa) secara In Silico Berdasarkan Gen 16S rRNA

Scheirana Zahira Muchtar

18106040016

ABSTRAK

Kombucha anggur laut adalah produk minuman inovatif yang menggunakan
anggur laut sebagai bahan utama, dan memiliki potensi sebagai pangan fungsional.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil fungsional komunitas bakteri pada
kombucha anggur laut (Caulerpa racemosa) secara in silico berdasarkan data
sekuens gen 16S rRNA. Data yang digunakan merupakan hasil sekuensing pada
hari ke-7, 14, dan 21 fermentasi, diperoleh dari penelitian sebelumnya
menggunakan platform Illumina MiSeq (PE300) dan dianalisis menggunakan
pipeline DADA2 dan PICRUSt2 melalui Galaxy. Analisis dilakukan dalam dua
tahap: pertama, konstruksi data ASV dan tabel taksonomi menggunakan DADA?2
dengan basis data SILVA 138; kedua, prediksi kelimpahan jalur metabolik
menggunakan PICRUSt2 dengan acuan basis data KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) dan MetaCyc. Berdasarkan nilai KO (KEGG Orthology),
diperoleh 6 pathway level 1, 35 pathway level 2, dan 155 pathway level 3, dengan
kontribusi dominan dari genus Komagataeibacter terutama pada jalur
Glycolysis/Gluconeogenesis, Citrate cycle, Alanine, aspartate and glutamate
metabolism, dan Biosynthesis of vancomycin. Sementara itu, hasil berdasarkan nilai
EC (Enzyme Commission) menunjukkan 1.788 pathway, dengan 30 di antaranya
terkait metabolisme asam organik. Komagataeibacter mendominasi metabolisme
asetat, glukonat, suksinat, malat, dan sitrat, terutama melalui jalur glukonat dan
asetat yang menunjukkan kontribusi tertinggi. Di sisi lain, Lactobacillus
mendominasi produksilaktat pada tahap ;awal fermentasi namun menurun drastis
seiring penurunan. pH. Temuan ini.mencerminkan dinamika-transisi dari kondisi
fermentatif menuju oksidatif selama proses fermentasi.

Kata kunci: In silico, | Komagataeibacter, kombucha anggur laut, pathway
enzimatik, pathway metabolisme.



Functional Profiling of the Bacterial Communities of Sea Grape Kombucha
(Caulerpa racemosa) Performed In Silico Based on 16S rRNA Gene

Sequences

Scheirana Zahira Muchtar

18106040016

ABSTRACT

Sea grape kombucha is an innovative beverage product utilizing Caulerpa
racemosa as the main ingredient, with potential as a functional food. This study
aimed to investigate the functional profile of bacterial communities in sea grape
kombucha through in silico analysis based on 16S rRNA gene sequencing data. The
data used were obtained from previous research on fermentation days 7, 14, and
21, using the Illumina MiSeq platform (PE300) and analyzed via the DADA2 and
PICRUS?2 pipelines on the Galaxy platform. The analysis was conducted in two
stages: first, constructing ASV data and taxonomy tables using DADAZ2 with the
SILVA 138 database; second, predicting metabolic pathway abundance using
PICRUSt2 with reference to the KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) and MetaCyc databases. Based on KEGG Orthology (KO) values, a total
of 6 level 1 pathways, 35 level 2 pathways, and 155 level 3 pathways were identified,
with dominant contributions from the genus Komagataeibacter, particularly in
Glycolysis/Gluconeogenesis, Citrate cycle, Alanine, aspartate and glutamate
metabolism, and Biosynthesis of vancomycin. Meanwhile, the EC (Enzyme
Commission)-based analysis identified 1,788 pathways, of which 30 were directly
related to organic acid metabolism. Komagataeibacter played a dominant role in
the metabolism of acetate, gluconate, succinate, malate, and citrate, primarily
through the gluconate yand racetate: pathways; which~showed the highest
contributions. Conversely, Lactobacillus dominated lactate production in the early
fermentation stage but declined sharply as pH decreased. These findings reflect the
metabolic  transition” from " fermentative “to~oxidative" conditions during the
fermentation process.

Keywords: Enzymatic pathway, in silico, Komagataeibacter, metabolic pathway,
sea grape kombucha.
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MOTTO

Stay sincere, stay steady. What’s meant for you will never miss you.

Ol (25 (2 O
"Indeed, my Lord is with me; He will guide me."
(Q.S Asy-Syu’ara’ 26:62)

“The road ahead is long and winding. Take one step at a time, and even the

mountains will kneel before you.”

— Mo Dao Zu Shi / Grandmaster of Demonic Cultivation by Mo Xiang Tong Xiu
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BAB 1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kombucha merupakan minuman yang dihasilkan dari fermentasi teh hijau
atau teh hitam dengan bantuan kultur simbiotik dari bakteri atau ragi yang disebut
SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) (Antolak et al., 2021).
Kombucha berasal dari bagian timur laut China, yang kemudian populer karena
manfaat kesehatannya (Chakravorty et al., 2016). Pada beberapa dekade terakhir,
produksi kombucha semakin meningkat dan menjadi minuman komersial dengan
berbagai rasa yang berbeda. Kombucha telah terbukti memiliki aktivitas anti-
bakteri, antioksidan, dan anti diabetes, serta kemampuannya untuk menurunkan
konsentrasi kolesterol, meningkatkan sistem kekebalan tubuh, dan merangsang
detoksifikasi pada hati (Kapp & Sumner, 2019; Villarreal-Soto et al., 2018)

Secara umum, proses pembuatan  kombucha dilakukan dengan
mencampurkan teh dengan gula (10%), serta SCOBY. SCOBY yang ditambahkan
akan bereaksi dengan teh manis, dan memulai proses fermentasi, yang kemudian
menghasilkan berbagai senyawa bioaktif. Proses fermentasi kombucha dilakukan
pada suhu ruang selama 7-14 hari. Kombucha dapat digambarkan dengan sedikit
rasa buah, dan-rasa jasam yang ;semakin, meningkat;seiring lamanya waktu
fermentasi (Blanc,:1996)

SCOBYpada kombucha tersusun dari ragt dan bakteri-asam asetat (BAA),
dan terkadang sejumlah kecil bakteri.asam laktat (BAL). Ragi pada SCOBY akan
mengubah gula menjadi etanol yang kemudian akan dimanfaatkan oleh BAA (Tran
et al., 2020), sedangkan BAA berperan dalam produksi asam organik yang
berkontribusi terhadap rasa manis dan asam dari kombucha (Blanc, 1996;
Chakravorty et al., 2016; Coton et al., 2017a; Marsh et al., 2014). Selain
menggunakan Camellia sinensis sebagai substratnya, kombucha juga dapat dibuat
dengan substrat lain seperti infus herbal (Battikh et al., 2012), jus buah (Ayed et
al., 2017), susu (Kanuri¢ et al., 2018), kedelai (Tu et al., 2019), tanaman pangan



nonkonvensional seperti Malvaviscus arboreus (Silva et al., 2021), alga coklat
(Golovkina et al., 2022), dan anggur laut (Permatasari et al., 2021).

Anggur laut (Caulerpa racemose) atau yang secara lokal disebut lawi-lawi
merupakan alga hijau yang popular di wilayah Indo-Pasifik, kerap dikonsumsi
secara mentah maupun diasinkan sebagai salad atau cemilan ringan (Aroyehun et
al., 2020). Pada beberapa penelitian sebelumnya, anggur laut terbukti memiliki
senyawa bioaktif seperti antioksidan, polifemol, flavonoid, dan polisakarida
antioxidants (Yang et al., 2015; Yap et al., 2019). Kombucha yang terbuat dari
anggur laut juga memiliki potensi dalam mencegah penuaan dan obesitas dengan
cara menurunkan kadar gula darah, kolesterol total, trigliserida, LDL, dan
meningkatkatkan HDL (Permatasari ef al., 2021, 2022).

Kuantitas dan kualitas mikroorganisme pada kombucha kerap berubah akibat
faktor seperti wilayah produksi, bahan mentah, kondisi fermentasi, dan komposisi
SCOBY (La China et al., 2021). Perubahan ini memengaruhi variasi jalur
metabolik, seperti metabolisme karbohidrat, lipid, asam amino, biosintesis
metabolit sekunder, serta metabolisme asam organik seperti asetat, glukonat, dan
sitrat (Franzosa et al., 2018; Jakubczyk et al., 2020). Dalam konteks tersebut,
pengetahuan tentang kandungan asam organik menjadi penting karena berperan
dalam menentukan cita rasa, kualitas sensorik, dan stabilitas produk fermentasi
(Chidi et al., 2018). Asam organik juga mencerminkan laju fermentasi, berguna
untuk kontrol mutu, dan berpotensi sebagai produk komersial (Papagianni, 2019)
Oleh karena itu, pemahaman terhadap metabolisme asam organik dan kontribusi
mikroba sangatrelevan dalam optimalisasi proses fermentasi'dan peningkatan mutu
akhir produk (Chidi et al., 2018; D’ Alessandro & Zolla, 2012).

Pendekatan secara tradisional melalui metode kultur dan uji biokimia untuk
enumerasi dan karakterisasi mikroba membutuhkan biaya besar, pekerjaan
berlebih, dan waktu yang lama (Deurenberg et al., 2017). Sebaliknya, pendekatan
molekuler berbasis DNA/RNA mampu mengidentifikasi mikroba secara lebih
cepat, akurat, dan mencakup mikroorganisme yang tidak dapat dikultur. Salah satu
metode molekuler yang kerap digunakan adalah NGS (Next Generation

Sequencing). NGS terbukti dapat menurunkan biaya dan meningkatkan resolusi



analisis pada komunitas mikroba (Jagadeesan et al., 2019). Beberapa penelitian
sebelumnya telah berhasil memanfaatkan NGS untuk meneliti komunitas mikroba
pada proses fermentasi berbagai makanan seperti teh, susu, wine, buah, dan sayuran
(EI Sheikha & Hu, 2020). Namun, untuk menerjemahkan identifikasi taksonomi
berbasis sekuens tersebut menjadi sebuah informasi profil fungsional masih
menjadi sebuah hal yang sulit untuk dilakukan karena terbatasnya informasi pada
database yang tersedia dan jumlah salinan yang bervariasi antar spesies bakteri
(Matchado et al., 2024; Song et al., 2003).

Functional profiling merupakan pendekatan komputasi yang digunakan
untuk mengidentifikasi dan mengukur komponen fungsional pada sebuah data
metagenomik, berfungsi dalam pemahaman pathway mikroba dan kontribusinya
pada proses ekologi (Franzosa et al., 2015, 2018; Hera et al., 2024). Metode ini
dapat melakukan karakterisasi materi ‘dark matter’ pada komunitas (Shafquat et
al., 2014), memberikan pemahaman terhadap fungsional mikroba, hubungan
fenotip-genotip, perkembangan penyakit, dan sebagainya (Franzosa et al., 2018;
Liu et al., 2022; Schirmer et al., 2019).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui korelasi antara pathway
metabolisme berdasarkan nilai KO (KEGG Orthology) dengan komunitas bakteri
yang berperan dalam fermentasi kombucha anggur laut (Caulerpa racemosa) pada
hari ke-7, 14, dan 21, serta mengkaji korelasi antara pathway enzimatik berdasarkan
nilai EC (Enzyme_Commission) yang berkaitan dengan metabolisme asam organik
dengan komunitas bakteri yang terlibat dalam proses fermentasi tersebut. Informasi
ini diharapkan' dapat memberikan pemahaman yang lebih’mendalam mengenai
kontribusi fungsional bakteri dalam fermentasi kombucha, sehingga dapat
dimanfaatkan untuk mengoptimalkan proses fermentasi, meningkatkan kualitas
produk, serta mendukung pengembangan pangan fungsional berbasis fermentasi

mikroba.



B. Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:

1.  Bagaimana korelasi pathway metabolisme berdasarkan nilai KO (KEGG
Orthology) dengan komunitas bakteri yang terlibat dalam fermentasi
kombucha anggur laut?

2. Bagaimana korelasi pathway enzimatik berdasarkan nilai EC (Enzyme
Commission) terkait metabolisme asam organik dengan komunitas bakteri
yang terlibat dalam fermentasi kombucha anggur laut?

C. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah:

1.  Mengetahui korelasi pathway metabolisme berdasarkan nilai KO (KEGG
Orthology) dengan komunitas bakteri yang terlibat dalam fermentasi
kombucha anggur laut.

2. Mengetahui korelasi pathway enzimatik berdasarkan nilai EC (Enzyme
Commission) terkait metabolisme asam organik dengan komunitas bakteri
yang terlibat dalam fermentasi kombucha anggur laut.

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai pathway

metabolisme dan enzimatik yang terlibat dalam proses fermentasi kombucha

anggur laut, dan dapat digunakan sebagai dasar untuk pengembangan penelitian
lebih lanjut, sehingga . dapat  dimanfaatkan untuk, mengoptimalkan proses
fermentasi, "meningkatkan kualitas “produk, serta mendukung pengembangan

pangan fungsional berbasis fermentasi mikroba\



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini yaitu:

1.

Functional profiling berdasarkan nilai KO dan database KEGG pada
komunitas bakteri kombucha anggur laut menghasilkan 6 pathway level 1, 35
level 2, dan 155 level 3. Fermentasi didominasi oleh Komagataeibacter,
dengan kontribusi tertinggi pada Glycolysis/Gluconeogenesis, Citrate cycle,
dan Alanine, aspartate and glutamate metabolism, yang mencerminkan
aktivitas metabolisme karbohidrat, energi, dan asam amino. Selain itu, jalur
biosintesis seperti Biosynthesis of vancomycin menunjukkan potensi produksi
antibiotik dalam komunitas ini, yang dapat berkontribusi pada aktivitas
protektif dan biosintetik selama proses fermentasi.

Functional profiling berdasarkan nilai EC dan database MetaCyc
menghasilkan 1.788 pathway, dengan 30 terkait metabolisme asam organik.
Komagataeibacter mendominasi metabolisme asetat, glukonat, suksinat,
malat, dan sitrat—terutama jalur glukonat (0,9188) dan asetat (0,8048). Pada
awal fermentasi, Lactobacillus mendominasi produksi laktat; namun,
kehadirannya menurun seiring penurunan pH, menunjukkan transisi dari
proses fermentasi ke oksidatif.

Saran

Penelitian * selanjutnya ~disarankan " untuk © mengoptimalkan analisis

bioinformatika guna meningkatkan kualitas data, serta memperluas basis referensi

untuk akurasi yang lebih baik. Selain itu, penggunaan metode sekuensing yang

lebih canggih, seperti metagenomic sequencing, juga disarankan untuk memperoleh

gambaran yang lebih komprehensif tentang komunitas bakteri dan fungsinya dalam

fermentasi kombucha anggur laut.
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