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ABSTRACT 
  

Tempe is a soybean fermented product by Rhizopus oligosporus which contains high amounts of bioactive compounds including antibacterial 
compounds. The aim of this research is to observe the antibacterial activity of tempe extract against Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus.  

The results of this research broadens the current knowledge of tempe as functional food. Samples of commerc ial tempe were obtained from a 
traditional market of Pringgan Medan, Sumatera Utara. Tempe samples were then extracted using three solvents with different polarity: ethanol, n-
hexane and ethyl acetate, each at three levels of concent ration i.e. 300 mg/mL (30%), 400 mg/mL (40%) and 500 mg/mL (50%). The antibacterial 
activity test of tempe extracts was carried out using disc difussion method on Mueller Hinton Agar (MHA), and incubation was conducted at 36-
37°C for 24 hrs. The obtained data were tested statistically with Analysis of Variant (ANOVA) p>0.05. The ethanol and ethyl acetate extracts of  
tempe inhibited the growth of B. subtilis and S. aureus. Meanwhile, the ethy l acetate extract of tempe at concentration of 500 mg/mL had the 
highest inhibition against S. aureus as shown by inhibition diameters of 15.50±0.44 mm (p>0.05), and B. subtil is at 14.13±0.21 mm (p>0.05). No 
inhibition observed with the n-hexane extracts of tempe against the above bacteria. 

 
Keywords: antibacterial activity, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, tempe extract 

ABSTRAK 
 

Tempe adalah produk fermentasi kedelai oleh kapang Rhisopus oligosporus yang mengandung komponen bioaktif dalam jumlah tinggi 
termasuk di dalamnya komponen antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktiv itas antibakteri tempe terhadap bakteri Bacillus subtilis  
dan Staphylococcus aureus. Hasil penelitian ini bermanfaat untuk pengembangan tempe sebagai makanan fungsional. Tempe yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah tempe komers ial yang diperoleh dari pasar tradisional Pringgan, Medan, Sumatera Utara. Proses ekstraksi tempe 
dilakukan dengan menggunakan 3 jenis pelarut yang berbeda kepolarannya yaitu etanol, etil asetat dan n-heksana dengan tingkat konsentrasi 
yang berbeda yaitu 300 mg/mL (30% ), 400 mg/mL (40% ) dan 500 mg/mL (50% ). Pengujian aktiv itas antibakteri dilakukan dengan metode difusi 
menggunakan kertas cakram pada media Mueller Hinton Agar (MHA), dan inkubasi dilakukan pada suhu 36-37°C selama 24 jam. Data yang 
diperoleh diuji secara statis tik menggunakan metode Analisa Varian (ANOVA) p>0.05. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol tempe 
dan ekstrak etil asetat tempe memiliki daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri Gram positif B. subtilis dan S. aureus. Ekstrak eti l asetat tempe 
500 mg/mL memiliki daya hambat paling besar terhadap S. aureus yaitu sebesar 15.50±0.44 mm (p>0.05) dan B. subtilis sebesar 14.13±0.21 mm 
(p>0.05). Ekstrak n-heksana tempe tidak memiliki daya hambat terhadap bakteri tersebut. 

 
Kata kunci: aktiv itas antibakteri, Bacillus subtilis, ekstrak tempe, Staphylococcus aureus 

 

PENDAHULUAN1 
 

 Tempe kedelai adalah produk fermentasi dari kacang 

kedelai yang berasal dari Indonesia. Mikroba yang berperan 
dalam pembuatan tempe merupakan kultur campuran yang 
kompleks, yaitu kapang, kamir, bakteri asam laktat dan 

beberapa jenis bakteri la innya. Rhizophus merupakan kapang 
yang paling berperan dalam pembuatan tempe (Nout dan Kiers,  
2005).  

 Proses fermentasi kedelai menyebabkan terjadinya 
perubahan sifat fungsional akibat dari proses hidrolisis yang 
meliputi hidrolisis protein menjadi asam amino dan peptida oleh 
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enzim proteolitik; h idrolisis o ligosakarida menjadi monosakarida; 
serta degradasi asam fitat menjadi pospat anorganik (Pablo et 
al. 2010). Perubahan ini menjadikan tempe kedelai memiliki nilai 

gizi yang tinggi karena jumlah protein ter larut dari kedelai akan 
meningkat menjadi empat kali lipat (Bintari et al. 2008),  
mengubah flavor langu kedelai menjadi flavor tempe yang 

disukai, memiliki senyawa bioaktif untuk kesehatan (Nakajima et 
al. 2005); serta terdapat kemungkinan menurunkan zat anti gizi 
seperti asam fitat dan polifenol (Cueves-Rodriquez et al. 2004). 
 Kapang Rhizopus memproduksi antibiotik yang melawan 

beberapa mikroba penyebab penyakit (Roubus-van den Hil et 
al. 2010a). Orang Indonesia yang mengonsumsi tempe secara 
terus-menerus akan terhindar dari disentri dan gangguan 

pencernaan (Babu et al.  2009). Kasus diare pada anak babi 
yang diberi diet tempe lebih rendah daripada anak babi yang 
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diberi biji kedelai yang dipanggang (Kiers et al. 2003). Efek anti 
diare tempe ini berhubungan dengan karakteristik antibakteri-
nya. Penelitian tentang antibakteri dari tempe sudah banyak 

dilakukan, yaitu terhadap Bacillus subtilis, Escherichia coli,  
Lactobacillus acidophilus dan Lactoacillus paracasei (Kuligowski 
et al. 2013), Bacillus cereus (Roubus-van den Hil et al. 2009; 
Roubus-van den Hil et al. 2010a).  

Isolasi komponen bioaktif dapat dilakukan melalui proses 
ekstraksi menggunakan pelarut dan jenis pelarut yang diguna-
kan tergantung pada sifat alami dan kelarutan dari komponen 

yang akan diekstraksi (Sultana et al. 2009). Pelarut, metode 
ekstraksi dan konsentrasi pelarut merupakan faktor ekstrinsik 
yang penting dalam menentukan sifat antibakteri yang di-

ekstraksi dar i suatu bahan (Thomas et al. 2012). Pelarut organik 
seperti etanol, aseton, dan metanol sering digunakan untuk 
mengekstraksi komponen bioaktif, tetapi etanol merupakan 
pelarut yang paling banyak digunakan oleh industri obat-obatan 

herbal karena produk akhir yang diperoleh aman digunakan 
untuk pengobatan internal (Low, 2009). Berdasarkan hal 
tersebut maka perlu dilakukan penelitian terhadap aktivitas 

antibakteri tempe menggunakan pelarut organik sehingga di-
peroleh senyawa sesuai dengan sifat kepolarannya yang mem-
berikan efek optimum dalam menghambat per tumbuhan bakteri 

Gram positif. 
 Penelitian in i bertujuan untuk mengetahui jenis dan 
konsentrasi larutan pengekstrak terhadap kemampuan 
antimikroba tempe yang diuji pada Bacillus subt ilis dan 

Staphylococcus aureus. 

BAHAN DAN METODE 
 

Bahan  
Bahan penelitian yang digunakan ialah tempe yang diambil 

dari Pasar Tradisional Pringgan, Medan, Sumatera Utara. 

Bakteri uji berupa Bacillus subtilis ATCC 6633 dan 
Staphylococcus aureus ATCC 29737 diperoleh dari 
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Farmasi USU.  

 

Pembuatan ekstrak tempe (Saraswaty et al. 2002) 

Pembuatan ekstrak tempe dilakukan dengan cara me-
memarkan 300g tempe dengan lumpang. Kemudian bahan 
dimaserasi di dalam wadah kaca berwarna gelap masing-

masing dengan pelarut etanol (E-Merck) 96% , n-heksana (E-
Merck) dan etil asetat (E-Merck) sampai seluruh tempe 
terendam, ditutup dan disimpan pada suhu kamar (27±2°C)  
selama 5 hari, sambil sesekali diaduk. Kemudian larutan 

tersebut disaring sehingga didapat maserat. Maserat didiamkan 
selama 2 hari untuk menguapkan sisa pelarut, lalu filtrat 
dipekatkan dengan bantuan alat rotary evaporator (Buchi 461)  

pada suhu tidak lebih dari 50°C sampai diperoleh ekstrak 
kental, kemudian dikeringkan dengan freeze dryer (Modulio).  
Masing-masing ekstrak etanol (E-Merck), n-heksana (E-Merck)  

dan etil asetat (E-Merck) tempe ditimbang sebanyak 5 g 
menggunakan neraca analitik (Vibra AJ) kemudian dilarutkan 
dalam dimetilsulfoksida (E-Merck) sampai larut dan dicukupkan  
dengan etanol (E-Merck) pada labu ukur 10 mL sehingga 

diperoleh konsentrasi 500 mg/L selanjutnya dibuat pengenceran 
dengan konsentrasi 400 dan 300 mg/mL. 

Pembuatan suspensi bakteri uji (NCCLS, 2003) 
 Bakteri yang digunakan ialah bakteri Gram positif (Bacillus 
subtilis ATCC 6633 dan Staphylococcus aureus ATCC 29737).  

Stok kultur dibuat dengan cara menumbuhkan masing-masing 
bakteri u ji pada media NA (Oxoid)  miring dengan cara 
menggores, kemudian diinkubasi dalam inkubator  (Fischer  
Scient ific) pada suhu 36-37°C selama 18-24 jam. Koloni bakteri 

diambil dari stok kultur dengan jarum ose steril lalu di-
suspensikan dalam tabung reaksi yang berisi 10 mL larutan 
Nutrient Broth (Oxoid), sambil d iukur kekeruhannya pada 

panjang gelombang 580 nm dengan spektrofotometer visibel 
(Dynamica), sampai diperoleh transmitan 25%  (konsentrasi 
bakteri 1.0x106 CFU/mL). 

 
Pengujian antibakteri (NCCLS, 2003) 

Pengujian antibakteri d ilakukan terhadap ekstrak etanol (E-
Merck), ekstrak n-heksana (E-Merck), ekstrak etil asetat (E-

Merck) dengan metode difusi agar menggunakan kertas cakram 
(Oxoid). Inokulum bakteri diambil sebanyak 0.1 mL meng-
gunakan pipet mikro (Eppendorf) d icampur homogen dengan 15 

mL Mueller Hinton Agar (MHA) (Oxoid) di cawan petri steril,  
kemudian dibiar kan sampai media memadat. Pada media yang 
telah padat diletakkan ker tas cakram (oxoid) yang sudah berisi 

masing-masing ekstrak berbagai konsentrasi, dan untuk 
pembanding kontrol positif d ipakai kertas cakram yang sudah 
berisi antib iotik amoksisil in 30 µg/mL (Oxoid). Kemudian 
diinkubasi d i da lam inkubator pada suhu 36-37°C selama 18-24 

jam. Selanjutnya diameter daerah bening di sekitar kertas 
cakram diukur menggunakan jangka sorong. Ekstrak yang diuji 
dibuat dalam 3 ulangan, dan pengujian masing-masing ekstrak 

dilakukan dengan duplo. 
 

Analisis data (Steel dan Torrie, 1993) 

Analisis data dilakukan dengan statistik  non parametr ik 
menggunakan program komputer SPSS versi 14. Data diameter  
hambat dari masing-masing bahan uji dianalisis dengan 
menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov untuk melihat apakah 

data terdistribusi normal atau tidak normal. Selanjutnya uji 
dilanjutkan dengan menggunakan uji Homogeneity of Varian  
untuk mengetahui apakah varian dari data homogen atau tidak 

homogen. Jika data yang diperoleh terdistribusi tidak normal,  
dilakukan analisis menggunakan uji Kruskal-Wallis yang 
dilanjutkan dengan uji beda rata-rata Mann-Whitney. 

 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Daya antibakteri ekstrak etanol, etil asetat dan n-heksana 
tempe terhadap Bacillus Subtilis dan Staphylococcus 
aureus 

Tabel 1 menunjukkan hasil pengujian antibakteri ekstrak 
etanol, etil asetat dan n-heksana tempe terhadap bakteri Gram 
positif B. Subtilis dan S. aureus. Penghambatan bakteri Gram 

positif B. Subtilis dan S. aureus oleh ekstrak etanol dan etil  
asetat terjadi pada ekstrak dengan konsentrasi 50, 40, dan 
30% , sedangkan ekstrak n-heksana tempe tidak memiliki daya 
hambat terhadap kedua bakteri yang diuji . Uji normalitas 

dengan uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan adanya 
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perbedaan yang nyata (p<0.05) pada diameter hambat ekstrak 
dengan pelarut yang berbeda. Diameter hambat ekstrak etil 
asetat, etanol dan n-heksana tempe terhadap Bacillus subt ilis 

homogen dengan nila i signifikansi 0.083. Diameter hambat 
ekstrak etil asetat,  etanol dan n-heksana tempe terhadap 
Staphylococcus aureus tidak homogen, sehingga tidak 
memenuhi kriteria parametrik, oleh sebab itu digunakan uji 

Kruskal-Wallis yang menunjukkan nila i signifikansi sebesar  
0.001 (p<0.05, taraf kepercayaan 95% ), berarti terdapat per-
bedaan antar kelompok bahan uji. 

 
Tabel 1. Diameter hambat ekstrak etil asetat, etanol dan n-heksana 

terhadap B. subtilis dan S. aureus 

Keterangan: a) SD = Standar Deviasi; EEAT = Ekstrak etil asetat tempe, EET = 

ekstrak etanol tempe, En-HT = ekstrak n-heksana tempe b)Diameter kertas 6 
mm c) Angka yang diikuti dengan huruf y ang sama pada kolom y ang sama 
berbeda tidak nyata pada taraf kepercayaan 95% (p>0.05) dengan uji 
Kruskal-Wallis 

 

Komponen bioaktif tempe dengan aktivitas antibakteri ter -
bentuk selama fermentasi kedelai (Roubus-van den Hil dan 
Nout, 2011). Hasil penelitian Bintari, et al. (2008) menunjukkan 

selama fermentasi tempe  oleh Rhizopus sp. d ihasilkan zat 
antibakteri berupa glikoprotein, sehingga per tumbuhan bakteri 
Gram positif Micrococcus luteus yang merupakan salah satu 

kontaminan pada tempe terhambat.  Senyawa glikoprotein 
(Bintari et al. 2008), golongan protein (amina) yang telah 
diisolasi dari media yang diinokulasikan biakan R. oligosporus 
(Saraswaty et al. 2002) dan senyawa flavonoid (isoflavon) 

merupakan beberapa senyawa golongan antimikroba yang 
terdapat pada tempe. 

Tabel 1 menunjukkan daya hambat yang diberikan oleh 

ekstrak etil asetat pada konsentrasi 30, 40, dan 50%  terhadap 
B. subtilis dan S. aureus lebih besar dari daya hambat 
amoksisilin 0.030 mg/mL. Daya hambat ekstrak tempe baik 

ekstrak etil asetat maupun ekstrak etanol terhadap bakteri B. 
subtilis lebih rendah daripada daya hambatnya terhadap bakteri 
S.aureus, sebaliknya daya hambat amoksisilin terhadap B. 
subtilis lebih besar daripada daya hambatnya terhadap S. 

aureus. Daya hambat ekstrak etil asetat tempe terhadap S. 
aureus cenderung lebih tinggi daripada daya hambat 
amoksisilin, meskipun secara statistik berbeda tidak nyata  

kecuali pada konsentrasi ekstrak 50% . Daya hambat ekstrak 
etanol tempe terhadap B. subtilis dan S. aureus lebih rendah 
daripada daya hambat amoksisilin. Hasil ini menunjukkan 

bahwa S. aureus cenderung memiliki resistensi yang lebih tinggi 

terhadap antibakteri daripada B. subtilis. Adanya sifat kepolaran 
yang hampir sama dari golongan senyawa kimia yang ter -
kandung di dalam ekstrak etil asetat terhadap sifat lapisan 

membran luar bakteri Gram positif menyebabkan ekstrak etil 
asetat lebih mudah masuk ke dalam membran dinding sel 
bakteri Gram positif, sehingga efek antibakteri ekstrak etil asetat 
lebih besar daripada ekstrak etanol.  

Bakteri Gram positif memiliki kandungan peptidoglikan yang 
tinggi dan lipid yang lebih rendah dibandingkan bakteri Gram 
negatif (Pratiw i, 2008), hal ini menyebabkan Gram positif 

menjadi lebih bersifat polar. Etil asetat memiliki kepolaran yang 
lebih rendah dar ipada etanol. Ekstraksi yang dilakukan dengan 
maserasi menggunakan pelarut etanol akan menarik senyawa  

yang bersifat polar, sedang ekstraksi dengan maserasi meng-
gunakan pelarut etil asetat menarik senyawa yang bersifat 
semipolar dan dan senyawa dengan tingkat kepolaran yang 
rendah. Hasil ini juga menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat 

memiliki kepolaran yang hampir sama dengan lapisan luar  
dinding sel bakteri Gram positif sehingga daya hambatnya lebih 
besar daripada ekstrak etanol. Bakteri Gram positif seper ti B. 

subtilis dan S. aureus memiliki struktur dinding sel yang ber-
lapis, sedangkan bakteri Gram negatif mempunyai satu lapis 
yang tebal. Salah satu mekanisme antibiotik ia lah merusak 

struktur dinding sel pada membran plasma sehingga 
kemampuan membran plasma sel bakteri sebagai penghalang 
(barrier) osmosis menjadi berkurang dan mengganggu sejumlah 
proses biosintesis yang diperlukan dalam me mbran (Brogden, 

2005).  
Tabel 1 juga menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri dari 

ekstrak tempe baik dengan menggunakan pelarut etil asetat,  

etanol, maupun n-heksana hampir sama pada kisaran 
konsentrasi 300-500 mg/ml. Aktivitas antibakteri yang hampir  
sama pada kisaran konsentrasi terendah dan ter tinggi me-

nunjukkan bahwa pengaruh berat molekul dan laju difusi melalui 
media agar lebih besar daripada konsentrasi ekstrak tempe.  
Diameter hambat yang besar berhubungan dengan berat 
molekul yang rendah dan la ju difusi dari komponen antibakteri 

yang cepat pada media agar (Thomas et al. 2012). Pada proses 
fermentasi tempe, beberapa strain dari kapang Rhizopus men-
degradasi makromolekul yang menghasilkan komponen bioaktif 

(Roubus van den Hill et al. 2010b). Penelitian Roubus et al.  
(2010a) menunjukkan komponen antibakter i dari R. oligosporus 
pada substrat tempe kedelai adalah berupa molekul peptida 

dengan berat molekul < 3 kDa. 
Tabel 1 menunjukkan ekstrak n-heksana tidak memiliki daya 

hambat terhadap bakteri Gram positif (B. subtilis dan S.  
aureus). n-heksana merupakan pelarut bersifat non polar  

sehingga menarik senyawa non polar dalam jumlah lebih besar  
dari pada yang terdapat dalam ekstrak etanol dan etil asetat.  
Bakteri Gram positif memiliki lapisan membran luar (outer wall 

layer) yang terdiri dari lapisan peptidoglikan dan bersifat polar.  
Perbedaan kepolaran  antara senyawa kimia yang ditar ik pelarut 
n-heksana dengan dinding sel bakteri Gram positif (B. subt ilis 

dan S. aureus), menyebabkan ekstrak n-heksana tempe tidak 
dapat mempengaruhi per meabilitas membran sel bakteri gram 
positif yang bersifat polar.  

Perlakuan 
Diameter Hambat (mm) ± SDa) 

B. subtilis S. aureus 

EEAT 500 mg/mL 14.13 ± 0.21a 15.50 ± 0.44a 

EEAT 400 mg/mL 12.10 ± 0.30b 14.87 ± 0.21a 

EEAT 300 mg/mL 11.43 ± 0.15c 13.27 ± 0.25a 

EET 500 mg/mL 9.93 ± 0.15d 10.87 ± 0.35a 

EET 400 mg/mL 8.83 ± 0.15e 9.30 ± 0.20a 

EET 300 mg/mL 8.27 ± 0.15f 8.27 ± 0.25a 

En-HT 500 mg/mL 6g 6b 

En-HT 400 mg/mL 6g 6b 

En-HT 300 mg/mL 6g 6b 

Kontrol (-) 6g 6b 

Amoksisillin 0.030 mg/mL 12.03 ± 0.06b 11.45 ± 0.09a 
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KESIMPULAN 
 

Ekstrak etanol dan etil asetat tempe bersifat antibakteri 

terhadap bakteri Gram positif Bacillus subtilis dan 
Staphylococcus aureus pada konsentrasi 500, 400, dan 300 
mg/mL. Ekstrak etil asetat tempe 500 mg/mL memiliki daya 
hambat paling besar terhadap S. aureus sebesar 15.50±0.44 

mm (p>0.05) dan B.  subt ilis sebesar 14.13±0.21 mm (p>0.05).  
Ekstrak n-heksana tempe tidak memiliki daya hambat terhadap 
bakteri B. subtilis dan S. aureus. 
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