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The Potential of Tempoyak Extract in Inhibiting Escherchia coliand Bacillus cereus Bacteria
[Potensi Ekstrak Tempoyak Dalam Menghambat Bakteri Escherichia coli Dan Bacillus cereus ]
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Abstract . Food poisoning caused by pathogenic bacteria such as Escherichia coli and Bacillus cereus remains a public
health issue. Tempoyak, a fermented durian product, has the potential to serve as a natural antibacterial agent because
it contains various secondary metabolites. This study aims to analyze the antibacterial activity of tempoyak extract
against E. coli and B. cereus. The study employed a laboratory experimental method. Tempoyak extract was obtained
through maceration using 96% ethanol (3 L) for 3 x 24 hours, and was then tested using the disk diffusion (Kirby-Bauer)
method at concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100%, with 250 grams of chloramphenicol as the positive control and
distilled water as the negative control. Phytochemical screening revealed the presence of alkaloids, saponins, steroids,
triterpenoids, phenolics, and tannins, with alkaloids exhibiting the strongest qualitative reaction intensity. All extract
concentrations were able to inhibit the growth of both bacteria. The average diameter of the inhibition zones against E.
coliranged from 7.26 to 10.08 mm, while those against B. cereus ranged from 9.06 to 13.11 mm. The results of the two-
way ANOVA test showed that extract concentration, bacterial species, and their interaction had a significant effect on the
diameter of the inhibition zones (P < 0.05). The highest antibacterial activity was observed at a 100% extract
concentration. Thus, tempoyak extract has the potential to serve as a natural antibacterial agent for inhibiting the growth
of E. coli and B. cereus.

Keywords - Tempoyak, Antibacterial, Escherichia coli, Bacillus cereus, Disk Diffusion.

Abstrak . Keracunan pangan akibat bakteri patogen seperti Escherichia coli dan Bacillus cereus masih menjadi masalah
kesehatan masyarakat. Tempoyak sebagai produk fermentasi durian berpotensi menjadi sumber antibakteri alami

karena mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder. Penelitian ini bertujuan menganalisis aktivitas antibakteri
ekstrak tempoyak terhadap E. coli dan B. cereus. Penelitian menggunakan metode eksperimen laboratorium.Ekstrak
tempoyak diperoleh melalui metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96% (3L) selama 3 x 24 jam, kemudian di uji
dengan difusi cakram (Kirby-Bauer) pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%, dengan kloramfenikol 250 gram sebagai
kontrol positif dan aquades sebagai kontrol negatif. Skrining fitokimia menunjukkan adanya alkaloid, saponin, steroid,
triterpenoid, fenolik, dan tanin, dengan alkaloid memberikan intensitas reaksi kualitatif paling kuat. Seluruh konsentrasi
ekstrak mampu menghambat pertumbuhan kedua bakteri. Diameter rata-rata zona hambat terhadap E. coli berkisar
7,26-10,08 mm, sedangkan terhadap B. cereus berkisar 9,06-13,11 mm. Hasil uji Two-Way ANOVA menunjukkan bahwa
konsentrasi ekstrak, jenis bakteri, dan interaksi keduanya berpengaruh signifikan terhadap diameter zona hambat
(P<0,05). Aktivitas antibakteri tertinggi diperoleh pada konsentrasi ekstrak 100%. Dengan demikian, ekstrak tempoyak
berpotensi sebagai sumber antibakteri alami dalam menghambat pertumbuhan E. coli dan B. cereus.

Kata kunci - Tempoyak, Antibakteri, Escherichia coli, Bacillus cereus, Difusi Cakram.

I. Pendahuluan

Keracunan makanan masih menjadi salah satu masalah kesehatan masyarakat yang signifikan karena dapat
menyebabkan gangguan kesehatan mulai dari gejala ringan hingga kondisi yang berpotensi mengancam jiwa. Kejadian
ini umumnya terjadi akibat konsumsi makanan yang terkontaminasi bahan kimia maupun mikroorganisme patogen [1].
Sebagian besar kasus keracunan pangan dilaporkan terjadi akibat proses produksi dan pengolahan makanan yang
kurang higienis [2]. Di Indonesia, kejadian keracunan pangan terus menunjukkan peningkatan. Data tahun 2021 hingga
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September 2024 memperlihatkan kenaikan jumlah kejadian dari 70 menjadi 198 kasus, sedangkan jumlah penderita
meningkat dari 3.130 menjadi 7.003 kasus [3]. Kondisi serupa juga terjadi di Jawa Timur yang mengalami peningkatan
kasus dari 343 kasus pada tahun 2021 menjadi 746 kasus pada tahun 2023 [4]. Tingginya angka kejadian tersebut
menunjukkan bahwa keamanan pangan masih menjadi tantangan kesehatan masyarakat sehingga diperlukan
pengembangan upaya pencegahan dan pengendalian, termasuk pemanfaatan bahan alami sebagai agen antibakteri.

Salah satu manifestasi paling umum dari keracunan pangan adalah terjadinya diare, yaitu kondisi meningkatnya
frekuensi buang air besar sebanyak tiga kali atau lebih dalam sehari dengan konsistensi feses yang lebih cair dari normal
menurut World Health Organization (WHO). Diare masih menjadi penyebab utama morbiditas dan mortalitas, terutama
pada kelompok usia bayi dan balita [5],[6]. Berbagai bakteri patogen penyebab diare antara lain Salmonella spp., Shigella
spp., Vibrio cholerae, Campylobacter spp., dan Escherichia coli [4]. Di antara bakteri tersebut E. coli merupakan salah satu
penyebab utama diare akibat pangan yang terkontaminasi E. coli juga merupakan flora normal saluran pencernaan
manusia, namun beberapa strain patogen mampu menyebabkan diare, diare berdarah, infeksi saluran kemih, hingga
bakteremia [7],[8].

Selain bakteri Gram-negatif E. coli , keracunan pangan juga dapat disebabkan oleh bakteri Gram-positif, salah satunya
Bacillus cereus . Bakteri ini banyak ditemukan pada tanah, bahan pangan, serta lingkungan sekitar dan mampu
membentuk endospora yang tahan terhadap kondisi ekstrem [9]. Kemampuan tersebut menyebabkan B. cereus tetap
dapat bertahan pada makanan yang telah dimasak namun disimpan secara tidak tepat. Bakteri ini menghasilkan
enterotoksin dan toksin emetik yang dapat menimbulkan mual, muntah, nyeri abdomen, serta diare [10],[9]. Pada
penelitian [11] di Indonesia, proporsi diare yang berhubungan dengan B. Cereus sebanyak 46%,75%, sehingga bakteri ini
perlu mendapat perhatian sebagai agen penyebab penyakit bawaan makanan.

Upaya pengobatan infeksi bakteri umumnya dilakukan menggunakan antibiotik. Akan tetapi, penggunaan antibiotik
yang tidak rasional dan berlangsung dalam jangka panjang telah meningkatkan kejadian resistensi bakteri [12].
Resistensi menyebabkan efektivitas terapi menurun sehingga infeksi menjadi lebih sulit ditangani [13],[14]. Beberapa
penelitian bahwa E. coli menjukkan tingkat resistensi yang tinggi terhadap berbagai antibiotik, termasuk amoksilin dan
siprofloksasin,tingginya resistensi tersebut berkaitan dengan struktur dinding sel bakteri Gram- negatif yang lebih
kompleks sehingga mampu menghambat masuknya berbagai senyawa antibakteri [15],[16]. Sementara itu, B. cereus
diketahui mampu menghasilkan enzim B-laktamase yang menyebabkan resistensi terhadap kelompok antibiotik -
laktam, termasuk sefalosporin generasi ketiga [17]. Kondisi tersebut mendorong perlunya pencarian sumber antibakteri
alternatif yang lebih aman, mudah diperoleh, dan berpotensi menghambat pertumbuhan bakteri patogen.

Salah satu bahan pangan tradisional yang berpotensi sebagai antibakteri alami adalah tempoyak. Tempoyak merupakan
produk fermentasi daging buah durian yang banyak dikonsumsi masyarakat Sumatra, khususnya Sumatra Selatan [18].
Selama proses fermentasi, bakteri asam laktat (BAL) berkembang dan menghasilkan berbagai metabolit seperti asam
organik, hidrogen peroksida, serta bakteriosin yang diketahui memiliki aktivitas antimikroba [19]. Selain itu, durian
sebagai bahan baku tempoyak juga mengandung berbagai senyawa bioaktif seperti polifenol, flavonoid, flavonol,
antosianin, dan asam kafeat yang berpotensi menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen [28]. Kombinasi
antara metabolit hasil fermentasi dan senyawa bioaktif tersebut menjadikan tempoyak sebagai kandidat sumber
antibakteri alami yang menjanjikan [20],[21].

Penelitian telah melaporkan aktivitas antibakteri tempoyak terhadap bakteri patogen. Isolat bakteri asam laktat yang
diperoleh dari tempoyak mampu menghambat pertumbuhan E. coli dengan diameter zona hambat berkisar antara
10,80-15,21 mm [22]. Hasil serupa juga dilaporkan oleh penelitian lain yang menunjukkan bahwa isolat BAL(Bakteri
Asam Laktat) dari tempoyak menghasilkan zona hambat terhadap E. coli sebesar 10,3-12,9 mm[19]. Selain itu, beberapa
isolat BAL tempoyak dilaporkan mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen dengan diameter zona hambat
antara 8-12 mm [23].

Berdasarkan latar belakang di atas menunjukkan bahwa tempoyak memiliki potensi sebagai antibakteri alami. Namun
penelitian yang mengevaluasi aktivitas ekstrak tempoyak secara langsung masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengevaluasi potensi ekstrak tempoyak sebagai antibakteri alami terhadap kedua bakteri tersebut.

Il. Metode

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh
konsentrasi ekstrak tempoyak terhadap pertumbuhan bakteri E. coli dan B. cereus . Pengujian aktivitas antibakteri
dilakukan menggunakan metode difusi cakram (Kirby-Bauer) , yaitu dengan mengamati terbentuknya zona hambat di



sekitar kertas cakram yang telah diberi berbagai konsentrasi ekstrak tempoyak. Bahan dalam penelitian ini adalah
tempoyak yang berasal dari Sekayu, Sumatera Selatan. Sampel yang digunakan dipilih berdasarkan karakteristik
tertentu, yaitu memiliki rasa asam, berwarna kuning pucat, dan tidak mengalami pembusukan. Sementara itu, kultur
bakteri E.coli ATCC 25923 dan B.cereus ATCC 11778 yang digunakan sebagai bakteri uji diperoleh dari platform e-
commerce Vie Lab.

Penelitian dilaksanakan pada bulan April-Mei 2026. Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi, Fakultas llmu Kesehatan, Universitas Muhammadiyah Sidoarjo, sedangkan uji fitokimia dilakukan di
Laboratorium Kimia Organik FMIPA. Seluruh rangkaian penelitian telah mendapatkan persetujuan etik dari Komite Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Airlangga dengan nomor 0545/HRECC.FODM/VI/2026.

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini dikelompokkan berdasarkan tahapan penelitian. Peralatan untuk
ekstraksi meliputi timbangan analitik, blender, alat gelas laboratorium, kertas saring, dan rotary evaporator . Peralatan
untuk sterilisasi dan kultur bakteri meliputi autoklaf, inkubator, ose steril, mikropipet, cawan petri, dan perlengkapan
inokulasi. Peralatan pengukuran meliputi spektrofotometer UV-Vis dan jangka sorong digital untuk mengukur diameter
zona hambat. Bahan ekstrak tempoyak, biakan murni bakteri E. Coli dan B. Cereus , media Nutrient Agar (NA), Muller
Hitton Agar (MHA), Eosin Methylen Blue ( EMB), Blod Agar Plate (BAP), Mc Farland 0,5, Nacl 0,9 %, Tisu, blank disk , kertas
saring, aquades, kapas steril, almunium foil.

Tahap Penelitian persiapan bahan baku, Tempoyak 1kg yang berasal dari buah durian matang sempurna difermentasi
dan disimpan dalam toples tertutup hingga digunakan sebagai sampel penelitian. Selanjutnya tempoyak dikeringkan
menggunakan oven pada suhu 70°C selama 25 jam hingga diperoleh sampel kering. Ekstraksi tempoyak

Sebanyak 300 g sampel kering dimaserasi menggunakan etanol 96% (3 L) selama 3 x 24 jam, kemudian disaring dan
dipekatkan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak selanjutnya diencerkan dengan
akuades steril menjadi konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%.

Pembuatan media Sebelum digunakan dalam penguijian, bakteri E.coli dan B.cereus diremajakan terlebih dahulu pada
media Nutrient Agar (NA). Suspensi bakteri dibuat dengan mengambil koloni yang tumbuh pada media selektif, yaitu
Eosin Methylene Blue (EMB) untuk E.coli dan Blod Agar plate (BAP) untuk B.cereus, menggunakan ose steril. Koloni
tersebut kemudian disuspensikan ke dalam tabung yang berisi 7 mL larutan NaCl 0,9% steril. Kepadatan suspensi bakteri
selanjutnya disesuaikan dengan standar McFarland 0,5 dan dikonfirmasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 600 nm. Nilai absorbansi pada rentang 0,08-0,10 menunjukkan kesetaraan dengan standar Mc
Farland 0,5, yaitu sekitar 1,5 x 108 CFU/mL[24].

Pengujian aktivitas Antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi cakram (Kirby—Bauer). Suspensi bakteri yang telah
memenuhi standar diinokulasikan secara merata pada permukaan media Mueller Hinfon Agar (MHA) menggunakan
kapas swab steril. Selanjutnya, cakram kertas steril yang telah diberi ekstrak tempoyak sesuai masing-masing
konsentrasi, serta cakram yang mengandung kontrol positif menggunakan kloramfenikol dosis 250 mg dan kontrol
negatif aquades steril, ditempatkan pada permukaan media. Cakram ditekan secara perlahan agar melekat sempurna
pada media. Cawan petri kemudian ditutup, dibungkus menggunakan cling wrap untuk mencegah kontaminasi, dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Setelah proses inkubasi selesai, aktivitas antibakteri diamati berdasarkan terbentuknya zona bening di sekitar cakram.
Diameter zona hambat diukur menggunakan jangka sorong, kemudian hasil pengukuran diinterpretasikan berdasarkan
kategori daya hambat menurut standar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), yaitu resisten apabila diameter
zona hambat 15-19 mm dan sensitif apabila diameter zona hambat 220 mm. Pada penelitian ini, zona hambat dengan
diameter <14 mm dikategorikan sebagai daya hambat lemah.

I1l. Hasil dan Pembahasan

A. Hasil Pembuatan Simplisia dan Ekstrak Tempoyak

Proses ekstraksi serbuk tempoyak dilakukan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Metode
maserasi dipilih karena prosedurnya relatif sederhana dan tidak melibatkan proses pemanasan, sehingga senyawa aktif

yang bersifat termolabil dapat tetap terjaga dan terhindar dari kerusakan [25]. Hasilnya dapat disajikan pada Tabel 1



Tabel 1 . Hasil Pembuatan Simplisia dan Ekstrak Tempoyak

Parameter Nilai

Berat simplisia awal | 300 gram

Berat ekstrak kental | 129 gram

Perhitungan (129 gram / 300 gram) x 100%

Hasil rendeman 43%

Berdasarkan hasil Tabel 1, Sebanyak 300 gram sampel kering diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan 3
liter etanol 96% selama 3 x 24 jam. Setelah proses ekstraksi selesai, diperoleh rendemen sebesar 43%. Nilai rendemen
menunjukkan persentase ekstrak yang dihasilkan dibandingkan dengan berat awal simplisia dan menggambarkan
banyaknya senyawa yang berhasil tersari selama proses ekstraksi [26]. Tingginya rendemen dipengaruhi oleh berbagai
faktor, seperti jenis pelarut, metode ekstraksi, lama ekstraksi, serta kandungan senyawa aktif dalam bahan [27].

Maserat kemudian disaring menggunakan kertas saring dan dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 70°C
selama 5 jam hingga diperoleh 129 gram ekstrak kental. Ekstrak selanjutnya diencerkan menggunakan akuades steril
menjadi konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% [28].

B. Skrining uji fitokimia

Uji skrining fitokimia dilakukan secara kualitatif yang merupakan uji awal untuk mengidentifikasi senyawa aktif dalam
suatu sampel dengan melihat reaksi warna yang terbentuk. Hasil skrining fitokimia pada tempoyak dapat dilihat

Tabel 2 . Hasil Fitokimia Tempoyak

Uii ; Hasil Kesimpulan
i o Pereaksi
Fitokimia (Terbentuknya Tempoyak (+)/(-)
Alkaloid Mayer Endapan putih +++
Wagner Endapan coklat +++
Dragendorf Endapan Jingga +++
Flavonoid Mg + HCL pekat + etanol Warna merah -
Saponin - Adanya busa stabil | +
Steroid Libermann-Burchard Ungu ke biru/hijau ++
Triterpenoid| Kloroform + H2SO4 pekat | Merah kecoklatan ++
Fenolik . .
_ NaCl 10% + Gelatin 1% Endapan putih ++
Tanin ) -
FeCI3 1% Coklat kehijauan ++
Keterangan :

(+) = Terindikasi dengan intensitas lemah

(++) = Terindifikasi dengan intensitas sedang

(+++) = Terindikasi dengan intensitas kuat

(-) = Tidak terindikasi senyawa metabolit sekunder

Berdasarkan hasil uji fitokimia pada Tabel 2 ekstrak tempoyak terdeteksi mengandung beberapa golongan metabolit



sekunder, yaitu alkaloid, saponin, steroid, triterpenoid, fenolik, dan tanin, sedangkan flavonoid tidak terdeteksi.
Keberadaan berbagai senyawa tersebut menunjukkan bahwa ekstrak tempoyak berpotensi memiliki aktivitas antibakteri
karena metabolit sekunder diketahui mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme melalui berbagai mekanisme,
seperti merusak membran sel, mengganggu sintesis protein, dan menghambat aktivitas enzim bakteri [29].

Penguijian fitokimia menunjukkan bahwa alkaloid memberikan intensitas reaksi paling kuat (+++). Intensitas reaksi yang
tinggi mengindikasikan bahwa alkaloid merupakan salah satu golongan metabolit sekunder. Kandungan alkaloid juga
berkontribusi terhadap aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak karena senyawa ini memiliki berbagai mekanisme
penghambat terhadap bakteri, seperti menggangu sintesis dinding sel, menghambat sintesis DNA, merusak integritas
membran sel, serta menghambat kerja eflux pump yang berperan dalam mekanisme resisten bakteri. Salah satu alkaloid
yang diketahui memiliki aktivitas tersebut adalah (berberine), yang termasuk golongan alkaloid (isoquinoline) dan telah
di laporkan efektif menghambat pertumbuhan berbagai bakteri Gram positif maupun Gram negatif, bakteri E.coli , B.
Cereus [30].

Tingginya kandungan alkaloid kemungkinan dipengaruhi oleh kemampuan etanol 96% dalam melarutkan senyawa
alkaloid serta proses maserasi selama 3 x 24 jam yang memungkinkan difusi senyawa berlangsung lebih optimal.
Dominannya kandungan alkaloid diduga turut berkontribusi terhadap aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak karena
alkaloid diketahui mampu mengganggu sintesis dinding sel, serta mengganggu metabolisme bakteri [31],[32]. Hasil
penelitian ini sejalan dengan [33] menjukkan keberadaan alkaloid sebagai salah satu metabolit utama pada ekstrak
etanol tumbuhan yang memiliki aktivitas antibakteri. Namun, pada penelitian ini intensitas reaksi alkaloid tergolong kuat
(+++) sedangkan penelitian [34] hanya menjukkan keberadaan alkaloid secara positif tanpa menunjukkan intensitas
reaksi yang dominan. Perbedaan tersebut dapat dipengaruhi oleh jenis bahan baku, proses fermentasi, metode
ekstraksi, konsentrasi pelarut, maupun kondisi pertumbuhan bahan yang digunakan.

Intensitas reaksi saponin yang tergolong lemah (+) menunjukkan bahwa kandungan saponin dalam ekstrak tempoyak
relatif lebih sedikit dibandingkan alkaloid maupun senyawa fenolik. Meskipun demikian, keberadaan saponin tetap
diduga berkontribusi terhadap aktivitas antibakteri melalui efek sinergis dengan metabolit sekunder lainnya [35].
Intensitas sedang (++) pada steroid dan triterpenoid menunjukkan bahwa kedua metabolit tersebut terdapat dalam
jumlah yang cukup terdeteksi, namun tidak mendominasi komposisi ekstrak. Hal ini dapat dipengaruhi oleh karakteristik
metabolit dalam bahan maupun selektivitas pelarut etanol 96% selama proses ekstraksi [36].

Intensitas sedang (++) pada fenolik dan tanin menunjukkan bahwa kedua senyawa berhasil terekstraksi selama proses
maserasi. Keberadaan senyawa ini diduga turut meningkatkan aktivitas antibakteri ekstrak melalui mekanisme yang
berbeda dengan alkaloid dan saponin sehingga memungkinkan terjadinya efek sinergis.[37].

Pada penelitian ini, flavonoid tidak terdeteksi secara kualitatif menggunakan uji magnesium-HCI ( Shinoda test ). Hasil
tersebut diduga dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain perubahan komposisi metabolit selama proses fermentasi
tempoyak, kemungkinan terjadinya oksidasi senyawa flavonoid, serta keterbatasan sensitivitas metode skrining fitokimia
yang digunakan. Selain itu, penggunaan etanol 96% sebagai pelarut juga dapat memengaruhi efisiensi ekstraksi
flavonoid. Flavonoid umumnya lebih mudah diekstraksi menggunakan etanol dengan kadar air yang lebih tinggi, seperti
etanol 70%, karena sebagian besar flavonoid bersifat cukup polar. Oleh karena itu, kandungan flavonoid dalam ekstrak
tempoyak kemungkinan berada di bawah batas deteksi uji kualitatif meskipun masih terdapat dalam jumlah kecil [38].

Fermentasi tempoyak oleh bakteri asam laktat diketahui dapat mengubah komposisi metabolit sekunder melalui
aktivitas enzimatik sehingga beberapa senyawa dapat meningkat, menurun, ataupun mengalami transformasi menjadi
bentuk metabolit lain yang lebih sederhana. Keberadaan alkaloid, fenolik, tanin, saponin, steroid, dan triterpenoid secara
bersamaan menjadi dasar munculnya aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak [39].

C. Identifikasi bakteri Escherichia coli

Identifikasi bakteri E.coli dilakukan melalui pengamatan morfologi koloni pada media selektif Eosin Methylene Blue (EMB)
serta pewarnaan Gram. Hasil kultur pada media EMB menunjukkan terbentuknya koloni berwarna hijau metalik ( metallic
green sheen ) (Gambar 1a). Karakteristik tersebut mengindikasikan kemampuan bakteri dalam memfermentasi laktosa
secara kuat sehingga menghasilkan asam dalam jumlah tinggi. Asam yang terbentuk menyebabkan terjadinya reaksi
dengan zat warna eosin dan methylene blue yang terkandung dalam media, sehingga menghasilkan kilauan hijau khas
pada permukaan koloni [40].

Hasil pewarnaan Gram menunjukkan bahwa isolat memiliki bentuk batang (basil) dan berwarna merah muda di bawah
mikroskop (Gambar 2b), yang menandakan bahwa bakteri tersebut termasuk kelompok Gram negatif. Warna merah
muda muncul karena lapisan peptidoglikan pada dinding sel bakteri Gram negatif relatif tipis sehingga tidak mampu



mempertahankan pewarna kristal violet selama proses dekolorisasi dan selanjutnya menyerap pewarna tandingan
safranin. Karakteristik morfologi koloni dan hasil pewarnaan Gram yang diperoleh pada penelitian ini

sesuai dengan karakteristik E.coli yang dilaporkan pada penelitian sebelumnya, yaitu membentuk koloni hijau metalik
pada media EMB dan memiliki morfologi basil Gram negatif [41].

(a)(b)

Gambar 1. Hasil Karakteristik Bakteri Uji (a) Hasil pewarnaan bakteri E.coli pada media selektif EMB (b) Hasil pewarnaan
gram bakteri E.coli dan pengamatan mikroskop pada perbesaran 1000x

D. Identifikasi Bacillus cereus

Identifikasi B.cereus dilakukan melalui pengamatan morfologi koloni pada media BAP dan pewarnaan Gram. Hasil kultur
pada media BAP menunjukkan adanya zona bening di sekitar pertumbuhan koloni (Gambar 2a), yang mengindikasikan
terjadinya hemolisis terhadap sel darah merah. Karakteristik tersebut menunjukkan adanya aktivitas B-hemolisis, yaitu
kemampuan bakteri melisiskan sel darah merah secara sempurna sehingga terbentuk area transparan di sekitar koloni.
Sifat 8-hemolisis merupakan salah satu karakteristik yang umum ditemukan pada B.cereus dan sering digunakan sebagai
penunjang dalam proses identifikasi bakteri tersebut [42].

Hasil pengamatan mikroskopis setelah pewarnaan Gram menunjukkan bahwa sel bakteri berwarna ungu dengan
bentuk batang (basil) (Gambar 2b). Warna ungu menandakan bahwa isolat termasuk bakteri Gram positif karena

memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal pada dinding selnya, sehingga mampu mempertahankan pewarna kristal violet
selama proses dekolorisasi [43]. Berdasarkan karakteristik hemolisis pada media BAP dan hasil pewarnaan Gram, isolat
yang digunakan dalam penelitian ini memiliki ciri-ciri yang sesuai dengan B. cereus.

(@) (b)

Gambar 2 Hasil Karakteristik Bakteri Uji a) Hasil Kultur bakteri B.cereus pada media BAP b) Hasil pewarnaan gram bakteri
B.cereus dan pengamatan mikroskop perbesaran 1000x

E. Uji antibakteri



Pengujian daya hambat dilakukan terhadap bakteri E.coli dan B.cereus menggunakan metode difusi cakram. Aktivitas
antibakteri diamati berdasarkan terbentuknya zona bening di sekitar cakram sebagai tanda adanya penghambatan
pertumbuhan bakteri. Diameter zona hambat yang terbentuk setelah masa inkubasi selama 1 x 24 jam.

Tabel 3 Hasil Pengukuran Zona Hambat Dengan Ekstrak Tempoyak Bakteri E.coli

Perhitungan
Zat Uii Konsentrasi (%) Zona . Katedgori
Hambat (mm) _
Pengulangan Ke-
Il 11l v \
7.26 +
Tempovak 25 142 126 738 692 | 7.32 0.19b R
50 8,04 8,26 7,88 7,72 8,42 8,06 +0,28c | R
9.09 +
75 9.16 8.88 924 942 | 876 0.26d R
10.08 +
100 10.20 10.18 9.86 10.32 | 9.86 0.21e R
Kontrol Positif Kloramfenikol 250 997 99 2332 997 23 44 23,02 + s
(+) mg 2288 23.32 0,33a
Kontrol Negatif 0,00
A R
0 Aquades 0 0 0 0 0 0,00f R

Keterangan: Notasi huruf di belakang angka menunjukkan hasil uji Duncan. Perlakuan yang memiliki huruf yang sama
berarti tidak berbeda nyata, sedangkan perlakuan dengan huruf yang berbeda berarti berbeda nyata. R : Resisten S :

Sensitive

Tabel 4 Hasil Pengukuran Zona Hambat Dengan Ekstrak Tempoyak Bakteri B.cereus

Perhitungan

m9

- . Rata-rata )
Zat Uiji Konsentrasi (%) Zona SD— Kateqgori
Hambat (mm) —
Pengulangan Ke-
I Il 1 v \
9.06 +
Tempovak 25 922 9,16 8.98 884 | 914 0.15b R
10.02 +
50 10.04 10.26 9.82 9.86 10.16 R
0,18¢c
11,16 +
75 10.90 11.42 11.26 10.88 | 11.36 R
0,25d
13,11 +
100 13.20 12.96 13.34 13.08 | 12.98 R
0,15e
Kontrol Positif Kl fenikol 250 28.34 +
(:;”JA FIOMAMIBNIXOLESE | 98 74 27.66 28.70 2002 | 2762 | oo s




Kontrol Negatif 0,00 £
Aquades 0 0 0 0 0 R
-) 0,00a

Keterangan: Notasi huruf di belakang angka menunjukkan hasil uji Duncan. Perlakuan yang memiliki huruf yang sama

berarti tidak berbeda nyata, sedangkan perlakuan dengan huruf yang berbeda berarti berbeda nyata. R : Resisten S :
Sensitive

Berdasarkan Tabel 3 hasil uji daya hambat Peningkatan diameter zona hambat seiring bertambahnya konsentrasi
ekstrak menunjukkan adanya hubungan dose-dependent , yaitu semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin banyak
senyawa bioaktif yang berdifusi ke dalam media agar. Difusi senyawa aktif yang lebih besar meningkatkan peluang
kontak dengan sel bakteri sehingga proses kerusakan membran sel, gangguan permeabilitas membran, dan hambatan
metabolisme bakteri berlangsung lebih efektif. Oleh karena itu, diameter zona hambat meningkat seiring peningkatan
konsentrasi ekstrak [44]. Hal ini menunjukkan bahwa kandungan senyawa antibakteri pada ekstrak tempoyak bekerja
lebih efektif pada konsentrasi yang lebih tinggi. Pada konsentrasi 25%, rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk
sebesar 7,26 mm dan termasuk dalam kategori resisten. Konsentrasi 50% menunjukkan peningkatan daya hambat
dengan rata-rata sebesar 8,06 mm dan masih berada pada kategori resisten. Selanjutnya, pada konsentrasi 75%
diperoleh rata-rata zona hambat sebesar 9,09 mm yang juga termasuk kategori resisten. Peningkatan daya hambat
paling tinggi pada perlakuan ekstrak terjadi pada konsentrasi 100% dengan rata-rata diameter zona hambat sebesar
10,08 mm dan masuk dalam kategori resisten. Hasil ini menunjukkan bahwa konsentrasi 100% memiliki kemampuan
antibakteri paling efektif dibandingkan konsentrasi lainnya.

Penentuan kategori resisten, intermediate, dan sensitive pada uji daya hambat antibakteri didasarkan pada besar
diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar cakram [45]. Kategori resisten menunjukkan bahwa bakteri masih
mampu tumbuh meskipun telah diberikan senyawa antibakteri. Pada penelitian ini, seluruh konsentrasi ekstrak
tempoyak menghasilkan zona hambat <14 mm masih tergolong resisten. Peningkatan konsentrasi ekstrak menyebabkan
bertambahnya diameter zona hambat yang menandakan adanya aktivitas antibakteri hal ini didukung oleh penelitian
[46]. Kloramfenikol sebagai kontrol positif menghasilkan zona hambat 220 mm termasuk kategori sensitive
menghasilkan rata-rata zona hambat sebesar 23,02 mm. Besarnya zona hambat pada kontrol positif menunjukkan
bahwa antibiotik (kloramfenikol) memiliki aktivitas antibakteri yang jauh lebih tinggi dibandingkan ekstrak tempoyak. Hal
ini disebabkan karena (kloramfenikol) merupakan antibiotik spektrum luas yang bekerja menghambat sintesis protein
bakteri sehingga pertumbuhan bakteri dapat terhambat secara optimal [47]. Antibiotik ini terbukti efektif dan sangat
sensitif dalam menghambat pertumbuhan berbagai jenis bakteri, baik kelompok Gram-positif maupun Gram-negatif Hal
ini didukung oleh penelitian [48].

Sementara itu, kontrol negatif menggunakan aquades tidak menunjukkan adanya zona hambat. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa aquades tidak memiliki aktivitas antibakteri sehingga tidak mempengaruhi pertumbuhan bakteri.
Aquades merupakan air hasil destilasi yang bersifat polar karena molekulnya memiliki kutub positif dan negatif, sehingga
mampu melarutkan berbagai senyawa polar tanpa memengaruhi struktur maupun aktivitas biologis senyawa tersebut.
Selain itu, aquades bersifat inert dan tidak bersifat toksik terhadap mikroorganisme. Oleh sebab itu, aquades digunakan
sebagai kontrol negatif untuk memastikan bahwa zona hambat yang terbentuk pada perlakuan benar-benar disebabkan
oleh aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak, bukan oleh pelarut yang digunakan.Tidak adanya zona hambat pada kontrol
negatif menunjukkan bahwa aquades tidak berperan dalam penghambatan pertumbuhan bakteri, sehingga efek
antibakteri yang diamati dapat dikaitkan secara langsung dengan senyawa bioaktif yang terkandung dalam ekstrak
tempoyak dengan demikian, zona hambat yang terbentuk pada setiap perlakuan benar-benar berasal dari aktivitas
senyawa antibakteri yang terdapat pada ekstrak tempoyak [49].

Berdasarkan hasil uji Two wey ANOVA menunjukkan bahwa jenis bakteri berpengaruh signifikan terhadap diameter
zona hambat (p < 0,05). Faktor jenis bakteri memiliki nilai signifikansi 0,000, yang menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan sensitivitas antara bakteri uji terhadap ekstrak tempoyak. Aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak terhadap
bakteri E.coli menunjukkan cenderung lebih rendah dibandingkan B. cereus . Perbedaan tersebut berkaitan dengan
karakteristik struktur dinding sel masing-masing bakteri. E. coli merupakan bakteri Gram-negatif yang memiliki membran
luar mengandung lipopolisakarida ( lipopolysaccharide/LPS ) sehingga menjadi penghalang bagi masuknya senyawa
antibakteri. Sebaliknya, B. cereus sebagai bakteri Gram-positif hanya memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih sederhana
sehingga senyawa antibakteri lebih mudah berdifusi ke dalam sel. Kondisi tersebut menyebabkan ekstrak tempoyak
lebih efektif menghambat pertumbuhan B. cereus dibandingkan E. coli .[50]. Hal ini didukung oleh penelitian [51] bahwa
tempoyak mengandung senyawa-senyawa aktif seperti flavonoid, alkaloid, tanin, saponin.

Alkaloid diketahui bekerja dengan mengganggu sintesis peptidoglikan serta menghambat pembentukan asam nukleat
sehingga pertumbuhan bakteri terganggu. Tanin mampu mengendapkan protein penyusun dinding sel dan
menonaktifkan enzim bakteri sehingga permeabilitas sel menurun. Saponin meningkatkan permeabilitas membran sel



dengan berinteraksi terhadap lipid membran sehingga menyebabkan kebocoran komponen intraseluler. Senyawa
fenolik bekerja melalui denaturasi protein dan kerusakan membran sel akibat perubahan permeabilitas, sedangkan
steroid dan triterpenoid berperan dalam merusak integritas membran sehingga menyebabkan kematian sel bakteri.
Pada penelitian [52] menunjukkan bahwa tempoyak mengandung beberapa isolat seperti BAL (Bakteri asam laktat)
dengan karakteristik berbeda yang berpotensi menghambat pertumbuhan E.coli , sehingga bisa menghambat bakteri
E.coli.

Tabel 4 Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak tempoyak berbanding lurus dengan kemampuan
menghambat pertumbuhan bakteri Pada konsentrasi 25%, rata-rata zona hambat yang terbentuk sebesar 9,06 mm dan
termasuk kategori resisten. Konsentrasi 50% menunjukkan peningkatan daya hambat dengan rata-rata 10,02 mm yang
juga masih berada pada kategori resisten. Selanjutnya pada konsentrasi 75%, diameter zona hambat meningkat menjadi
11,16 mm dan masuk dalam kategori resisten. Aktivitas antibakteri tertinggi diperoleh pada konsentrasi 100% dengan
rata-rata zona hambat sebesar 13,11 mm yang juga termasuk kategori resisten. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak
tempoyak mampu menghambat pertumbuhan B. cereus secara optimal pada konsentrasi tinggi. Diameter zona hambat
terhadap B. cereus pada seluruh konsentrasi lebih besar dibandingkan E. coli . Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak
tempoyak memiliki efektivitas yang lebih tinggi terhadap bakteri Gram-positif. Perbedaan sensitivitas tersebut
dipengaruhi oleh struktur dinding sel bakteri Gram-positif yang lebih sederhana sehingga penetrasi senyawa antibakteri
berlangsung lebih mudah dibandingkan bakteri Gram-negatif.

Pada penelitian ini, kontrol positif berupa kloramfenikol 250 mg menghasilkan rata-rata zona hambat sebesar 28,34 mm
sehingga termasuk kategori sensitif. Hasil tersebut menunjukkan bahwa kloramfenikol memiliki daya hambat yang lebih
kuat dibandingkan ekstrak tempoyak. Hal ini disebabkan karena kloramfenikol merupakan antibiotik spektrum luas yang
bekerja dengan menghambat sintesis protein bakteri melalui penghambatan aktivitas enzim peptidil transferase pada
subunit ribosom 508 [53]. Sementara itu, kontrol negatif menggunakan aquades steril tidak membentuk zona hambat.
Pada kontrol negatif yang menggunakan aquades, tidak terbentuk zona hambat sehingga termasuk dalam kategori
resisten. Zona hambat kloramfenikol yang jauh lebih besar dibandingkan ekstrak tempoyak menunjukkan bahwa
antibiotik murni memiliki efektivitas antibakteri yang lebih tinggi. Hal ini disebabkan karena kloramfenikol mengandung
senyawa aktif tunggal dengan konsentrasi yang telah terstandarisasi, sedangkan ekstrak tempoyak masih berupa
campuran berbagai senyawa bioaktif yang kadarnya relatif rendah sehingga aktivitas antibakterinya belum sekuat
antibiotik sintetis



Gambar 3 Aktivitas antibakteri tempoyak dengan bakteri E.coli a) Konsentrasi 25%, b) Konsentrasi 50%, c) Konsentrasi
75%,d) Konsentrasi 100% (Dokumentasi Pribadi)

(a) (b) (c) (d)

Gambar 4 Aktivitas antibakteri tempoyak dengan bakteri B.cereus. a) Konsentrasi 25%, b) Konsentrasi 50%, c)
Konsentrasi 75%,d) Konsentrasi 100% (Dokumentasi Pribadi)

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa data diameter zona hambat terhadap E. coli dan B. cereus berdistribusi
normal berdasarkan uji Shapiro—Wilk (p>0,05), serta memiliki varians yang homogen berdasarkan uji Levene(p=0,576) .
Dengan terpenuhinya kedua asumsi tersebut, data selanjutnya dianalisis menggunakan uji Two Way ANOVA .

Hasil uji Two Way ANOVA menunjukkan bahwa jenis bakteri, konsentrasi ekstrak tempoyak, dan interaksi antara
keduanya berpengaruh signifikan terhadap diameter zona hambat (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa efektivitas
antibakteri ekstrak tempoyak dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak serta karakteristik bakteri yang diuji.

Uji lanjut Duncan menunjukkan adanya peningkatan diameter zona hambat seiring dengan meningkatnya konsentrasi

ekstrak. Pada E. coli , rata-rata diameter zona hambat berturut-turut sebesar 7,26 mm (25%), 8,06 mm (50%), 9,09 mm
(75%), dan 10,08 mm (100%), sedangkan kontrol positif menghasilkan zona hambat sebesar 23,02 mm. Pada B. cereus,
diameter zona hambat meningkat dari 9,06 mm (25%), 10,02 mm (50%), 11,16 mm (75%), hingga 13,11 mm (100%),
dengan kontrol positif sebesar 28,34 mm. Konsentrasi 100% memberikan aktivitas antibakteri tertinggi pada kedua
bakteri. Hal ini menandakan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak menyebabkan jumlah senyawa aktif antibakteri
yang berdifusi ke media semakin banyak, sehingga kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri menjadi lebih kuat
[44].

Aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak juga diduga dipengaruhi oleh proses fermentasi yang berlangsung selama
pembuatan tempoyak. Fermentasi menghasilkan berbagai metabolit, seperti asam laktat, asam asetat, serta senyawa
antimikroba yang diproduksi oleh bakteri asam laktat ( Lactic Acid Bacteria ). Penurunan pH akibat terbentuknya asam
organik dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen, sedangkan bakteriosin yang dihasilkan bakteri asam laktat
mampu merusak membran sel bakteri sehingga memperkuat aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak [20].

Bakteri E. coli menunjukkan bahwa ekstrak tempoyak memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri
gram negatif. Aktivitas tersebut diduga berasal dari kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada tempoyak,
seperti flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, serta asam organik hasil fermentasi. Senyawa flavonoid diketahui dapat
mengganggu integritas membran sel bakteri dan menghambat kerja enzim seluler, sedangkan tanin berperan dalam
merusak protein penyusun dinding sel sehingga menyebabkan terganggunya fungsi sel bakteri [54]. Hal ini didukung
oleh penelitian [51] bahwa tempoyak mengandung senyawa-senyawa aktif seperti alkaloid dengan dengan hasil
intensitas kuat, Saponin intensitas lemah, dan untuk yang Steroid, Triterpenoid,Fenolik, Tanin dengan intensitas yang
sedang.



IV. Kesimpulan

Kesimpulan di penelitian ini adalah ekstrak tempoyak berpotensi sebagai antibakteri alami terhadap E. coli dan B. cereus
, yang ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat pada seluruh konsentrasi ekstrak. Konsentrasi 100% merupakan
konsentrasi paling efektif dengan rata-rata diameter zona hambat sebesar 10,08 mm terhadap E. coli dan 13,11 mm
terhadap B. cereus . Semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin besar daya hambat yang dihasilkan, B. cereus lebih
sensitif dibandingkan E. coli . Penelitian selanjutnya disarankan menggunakan jenis bakteri uji yang lebih beragam, baik
bakteri Gram positif maupun Gram negatif, untuk mengetahui spektrum aktivitas antibakteri ekstrak tempoyak.
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The Potential of Tempoyak Extract in Inhibiting Escherchia coli and Bacillus cereus Bacteria [ Potensi Ekstrak Tempoyak
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Abstract . Food poisoning caused by pathogenic bacteria such as Escherichia coli and Bacillus cereus remains a public
health issue. Tempoyak, a fermented durian product, has the potential to serve as a natural antibacterial agent because
it contains various secondary metabolites. This study aims to analyze the antibacterial activity of tempoyak extract
against E. coli and B. cereus. The study employed a laboratory experimental method. Tempoyak extract was obtained
through maceration using 96% ethanol (3 L) for 3 x 24 hours, and was then tested using the disk diffusion (Kirby - Bauer)
method at concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100%, with 250 grams of chloramphenicol as the positive control and
distilled water as the negative control. Phytochemical screening revealed the presence of alkaloids, saponins, steroids,
triterpenoids, phenolics, and tannins, with alkaloids exhibiting the strongest qualitative reaction intensity. All extract
concentrations were able to inhibit the growth of bot h bacteria. The average diameter of the inhibition zones against E.
coli ranged from 7.26 to 10.08 mm, while those against B. cereus ranged from 9.06 to 13.11 mm. The results of the two -
way ANOVA test showed that extract concentration, bacterial species, a nd their interaction had a significant effect on
the diameter of the inhibition zones (P < 0.05). The highest antibacterial activity was observed at a 100% extract
concentration. Thus, tempoyak extract has the potential to serve as a natural antibacterial agent for inhibiting the growth
of E. coli and B. cereus. Keywords - Tempoyak, A ntibacterial, Escherichia coli, Bacillus cereus, D isk D iffusion. Abstrak .
Keracunan pangan akibat bakteri patogen seperti Escherichia coli dan Bacillus cereus masih menjadi masalah kesehatan
masyarakat. Tempoyak sebagai produk fermentasi durian berpotensi menjadi sumber antibakteri alami karena
mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder. Penelitian ini bertujuan menganalisis aktivitas antibakteri ekstrak te
mpoyak terhadap E. coli dan B. cereus . Penelitian menggunakan metode eksperimen laboratorium .Ekstrak tempoyak
diperoleh melalui metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96% (3L) selama 3 x 24 jam, kemudian d i uji dengan
difusi cakram (Kirby - Bauer) pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%, dengan kloramfenikol 250 gram sebagai
kontrol positif dan a g uades sebagai kontrol negatif. Skrining fitokimia menunjukkan adanya alkaloid, saponin, steroid,
triterpenoid, fenolik, dan tanin, dengan alkaloid memberikan intensitas reaksi kualitatif paling kua t. Seluruh konsentrasi
ekstrak mampu menghambat pertumbuhan kedua bakteri. Diameter rata - rata zona hambat terhadap E. coli berkisar
7,26 - 10,08 mm, sedangkan terhadap B. cereus berkisar 9,06 - 13,11 mm. Hasil uji Two - Way ANOVA menunjukkan
bahwa konsentrasi ekstrak, jenis bakteri, dan interaksi keduanya berpengaruh signifikan terhadap diameter zona
hambat (P<0,05). Aktivitas antibakteri tertinggi diperoleh pada konsentrasi ekstrak 100%. Dengan demikian, ekstrak
tempoyak berpotensi sebagai sumber antibakteri alami dalam menghambat pertumbuhan E. coli dan B. cereus . Kata
kunci - Tempoyak, A ntibakteri, Escherichia coli, Bacillus cereus, D ifusi C akram. |I. Pendahuluan Keracunan makanan
masih menjadi salah satu masalah kesehatan masyarakat yang signifikan karena dapat menyebabkan gangguan
kesehatan mulai dari gejala ringan hingga kondisi yang berpotensi mengancam jiwa. Kejadian ini umumnya terjadi akibat
konsumsi makanan yang terkontaminasi bahan kimia maupun mikroorganisme patogen [1] . Sebagian besar kasus
keracunan pangan dilaporkan terjadi akibat proses produksi dan pengolahan makanan yang kurang higienis [2] . Di
Indonesia, kejadian keracunan pangan terus menunjukkan peningkatan. Data tahun 2021 hingga September 2024
memperlihatkan kenaikan jumlah kejadian dari 70 menjadi 198 kasus, sedangkan jumlah penderita meningkat dari 3.130
menjadi 7.003 kasus [3] . Kondisi serupa juga terjadi di Jawa Timur yang mengalami peningkatan kasus dari 343 kasus
pada tahun 2021 menjadi 746 kasus pada tahun 2023 [4] . Tingginya angka kejadian tersebut menunjukkan bahwa
keamanan pangan masih menjadi tantangan
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