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Abstrak

Antibakteri atau antimikroba adalah bahan yang dapat membunuh atau menghambat aktivitas
mikroorganisme dengan berbagai macam cara. Salah satu cara menghambat suatu mikroba atau
mikroorganisme yaitu dengan menggunakan antibiotik. Aktivitas antibakteri dapat dipelajari
menggunakan beberapa metode, yaitu metode dilusi, metode difusi agar, dan metode difusi dilusi.
Penelitian ini dilakukan secara eksperimental yang bertujuan untuk menguji daya hambat ekstrak
daun jahe, sirsak, lengkuas dan antibiotik amoxycillin dengan konsentrasi 25 mg/ml; 12,5 mg/ml; 6,25
mg/ml; 3,125 mg/ml terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Dari hasil penelitian dapat
dilihat bahwa diameter zona bersih tertinggiadalah 0.5 cm dengan antibiotik Amoxicillin.

Kata kunci: Antibakteri, daya hambat, amoxicillin

1. PENDAHULUAN

Senyawa antimikroba adalah suatu senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan dan
aktivitas mikroba. Senyawa antimikroba dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan
mikroba dengan merusak dinding sel, sehingga mengakibatkan lisis atau menghambat proses
pembentukan dinding sel pada sel yang sedang tumbuh, mengubah permeabilitas membran
sitoplasma yang menyebabkan terganggunya transport nutrien, menyebabkan denaturasi protein
sel, menghambat kerja enzim di dalam sel sehigga merusak sistem metabolisme di dalam sel [1],
[2].

Antibakteri atau antimikroba adalah bahan yang dapat membunuh atau menghambat aktivitas
mikroorganisme dengan berbagai macam cara. Salah satu cara menghambat suatu mikroba atau
mikroorganisme yaitu dengan menggunakan antibiotik. Antibiotik merupakan suatu bahan kimia
yang merupakan hasil sintesis semisintesis yang mempunyai struktur yang sama serta dapat
memusnahkan jasad reknik lainya. Antibiotik adalah zat yang dihasilkan oleh suatu mikroba,
terutama fungi yang dapat menghambat atau membasmi mikroba jenis lain[3].

Aktivitas antibakteri dapat dipelajari menggunakan beberapa metode, yaitu metode dilusi,
metode difusi agar, dan metode difusi dilusi. Metode difusi adalah metode yang sering digunakan
untuk analisis aktivitas antibakteri. Ada 3 cara dari metode difusi yang apatdilakukan yaitu metode
sumuran, metode cakram, dan metode silinder[4]. Metode difusi adalah metode yang sering
digunakan untuk analisis aktivitas antibakteri[5]. Pada metode difusi terdapat difusi sumuran dan
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difusi paper disk atau difusi cakram.

Metode sumuran dilakukan dengan membuat lubang yang dibuat tegak lurus pada agar padat
yang telah diinokulasi dengan bakteri uji. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan
penelitian, kemudian lubang diisi dengan sampel yang akan diuji. Setelah dilakukan inkubasi,
pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan di sekeliling lubang [6].

Selain itu, metode pengujian difusi cakram matau difusi paper disk merupakan metode yang
paling banyak digunakan di laboratorium mikrobiologi klinis untuk pengujian kerentanan
antimikroba. Metode ini digunakan untuk menentukan aktivitas agen antimikroba dengan cara
meletakkan kertas cakram dengan diameter sekitar 6 mm yang berisi agen antimikroba pada
konsentrasi tertentu diatas permukaan media agar yang telah ditanami mikroorganisme, kemudian
diinkubasi. Agen antimikroba akan berdifusi kedalam Agar, sehingga menghambat pertumbuhan
mikroorganisme uji yang ditandai dengan terbentuknya zona bening pada permukaan media
disekeliling cakram. Selanjutnya diukur zona hambat yang terbentuk dengan mengkategorikan
mikroba sebagai rentan, sedang, atau resisten.

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah H2S04, KMnO4, Bufer, alkohol, dan amilum.
Alat digunakan sebagai berikut: Jaring ikan dari kain kasa tipis untuk menangkap seranggaair,
jala surber ukuran mata jala 500 um, pinset, toples dan plastic, kamera, loupe (kaca pembesar),
termometer, pH meter, erlenmeyer, cawan porselen, timbangan, tabung reaksi, tabung durham,
kapas,timbanagan elektrik, oksigen meter, spektrofotometer spectrumlab 21, pipet volumetri, pipet
volumetri, pemanas, inkubator, bunsen, mikroskop okuler, gelas arloji, konduktimeter, dan
refraktometer.

. METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan secara eksperimental laboratorium untuk menguji daya hambat
ekstrak daun jahe, sirsak, lengkuas dan antibiotik amoxycillin dengan konsentrasi 25 mg/ml ; 12,5
mg/ml; 6,25 mg/ml; 3,125 mg/ml terhadap pertumbuhan bakteri escherichia coli secara difusi
paper disk dan sumuran yang diinkubasi selama 24 jam dan hasilnya dihitung besar zona jernih
yang terbentuk di sekitar paperdisk dan sumuran.

Cara Kerja
a. Pengujian Potensi Antibiotik Secara Difusi Sumuran
Sebelum dilakukan perlakuan semua alat dan bahan disterilkan dengan autoklaf terlebih

dahuly, disiapkan alat yang digunakan untuk uji antibiotik secara difusi sumuran. Pertama-tama
dituang MHA sebanyak 5 ml kedalam 3 cawan petri dan diratakan lalu diaseptis, ini sebagai
base layer, larutan ekstrak yang dipakai berupa ekstrak jahe, lengkuas, sirsak dan antibiotik
amoxycillin dengan konsentrasi 25 ; 12,5: 6,25 mg/ml. Media MHA yang telah memadat diberi
bakteri ecoli yang ada pada media NB sebanyak 1 ml dengan metode pourplate. Kemudian
ditimpa lagi dengan media MHA sebanyak 15 ml pada ketiga cawan tersebut sebagai seed layer
agar. Setelah media memadat, ketiga cawan dibagi menjadi 4 kuadran, lalu dari setiap bagian
kuadran tersebut dilubangi dengan menggunakan corckborer. Sumuran dilakukan sampai dasar
seed layer agar dan tidak menembus base layer. Dari bagian media yang telah dilubangi dengan
corckborer diisi dengan larutan antibiotik amoxicillin dan ekstrak daun lainnya. Pada cawan
pertama diisi dengan amoxycillin 25mg/ml, jahe, sirsak dan laos. Cawan kedua diisi dengan 12,5
mg. sirih, sirsakdan laos. Pada cawan ketiga diisi dengan amoxycillin konsentrasi 6,25 mg, sirih,
laos, dan sirsak. Lalu diinkubasi selama 24 jam dan diamati serta diukur zona jernih disekitaran
sumuran dengan penggaris atau jangka sorong.

b. Pengujian Potensi Antibiotic Secara Difusi Paperdisk

Disiapkan cawan yang berisi 20 ml media NA yang telah memadat, setelah itu diambil

suspense bakteri uji sebnayak 1 ml dan diletakkan diatas media dengan metode spread . lalu
diambil ekstrak daun jahe, laos,sirsak, amoxycillin dan satunya ialah control. Direndam kertas
cakram blank pada setiap cairan antibiotic tersebut. Kemudian dibuat 4 kuadran pada petri yang
berisi media NA. dilubangi media yang telah memadat dengan menggunakan Corckborer pada
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setiap kuadran dan pada tengahnya diberi sebagai control. Dimasukkan kertas cakram yang
telah direndam dengan cairan antibiotic pada setiap kuadran. Diinkubasi selama 24 jam dan
amati zona jernih yang terjadi disekitar sumuran lalu diukur dengan penggaris atau jangka
sorong.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan praktikum uji potensi senyawa antimikroba yang telah dilakukan secara difusi
sumuran dan difusi paper disk digunakan bahan sintetik dan bahan alami. Pada bahan antibiotik
menggunakan amoxicillin dengan konsentrasi 25 mg, 12,5 mg, dan 6,25 mg. Pada bahan alami
menggunakan 4 ekstrak yaitu ekstrak jahe, lengkuas, sirsak dan sirih.

Hal yang dilakukan pada metode sumuran yang pertama yaitu dengan membuat base layer
dengan larutan MHA sebanyak 5 ml pada 3 cawan. Larutan yang sudah memadat ditetesi dengan
bakteri ecoli sebanyak 1 ml dengan metode pour plate. Unruk seed layer dituangkan lagi larutan
MHA sebanyak 15 ml dan ditunggu hingga memadat. Untuk ekstrak yang dipakai ialah ekstrak daun
jahe, sirsak, dan lengkuas. Sedangkan antibiotik lain yang dipakai ialah amoxycillin dengan
konsentrasi yang berbeda, yaitu 25 mg, 12,5 mg, 6,25 mg. ketika media sudah memadat, media
dibagi menjadi 4 kuadran untuk dilakukan sumuran.Cara melubangi media menggunakan alat
bernama corkborer. Media yang sudah dibuat sumuran ditetesi ekstrak daun dan amoxycillin. Pada
cawan pertama diisi amoxycillin 25 mg, jahe, sirsak, dan laos, cawan kedua diisi dengan 12,5 mg,
jahe, sirih, dan sirsak, dan cawan ketiga diisi dengan 6,25 mg, laos,dan sirih. Setelah itu diaseptis
dan diinkubasi selama 24jam.

Tabel 1. Sebelum Diinkubasi
Sebelum Diinkubasi Selama 24 jam
Gambar Keterangan
Difusi Sumuran dengan konsentrasi25
mg Amoxicillin

Difusi Sumuran dengan konsentrasi
12,5 mg Amoxicillin

Difusi Sumuran dengan konsentrasi
6,25 mg Amoxicillin

Difusi Paper Disk kontrol dengan
konsentrasi 25 mg Amoxicillin
(Dok. Pribadi, 2023)

(Dok. Pribadi, 2023)
Sumber: Data yang diolah

Dari praktikum ini didapatkan bahwa, pada ketiga sampel bakteri yang dibiakkan yaitu pour 10-%,
pour 10-3, dan pour 10-¢ terdapat dua macam bakteri. Hal tersebut dikarenakan adanya dua warna
yang diperoleh yaitu berwarna merah dan berwarna ungu saat dilihat melalui mikroskop. Kedua
bakteri tersebut dinamakan bakteri gram positif dan bakteri gram negatif [2].
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Tabel 2. Setelah Diinkubasi
Hasil Setelah Diinkubasi selama 24 jam

Difusi Sumuran dengan konsentrasi25
i mg Amoxicillin. Pada bagian
R | Amoxicillin melebar sebanyak 0,5 cm,
sedangkan pada bagian jahe, laos dan
sirih tetap 0 cm
Difusi Sumuran dengan konsentrasi
12,5 mg Amoxicillin. Pada bagian
Amoxicillin melebar sebanyak 0,5 cm,
sedangkan pada bagian jahe, sirsak
dan sirih tetap 0 cm
Difusi Sumuran dengan konsentrasi
6,25 mg Amoxicillin. Pada bagian
Amoxicillin melebar sebanyak 0,4 cm,
sedangkan pada bagian laos, sirsak
dan sirih tetap 0 cm
Difusi Paper Disk dengan konsentrasi
25 mg Amoxicillin. Padabagian
Amoxicillin melebar sebanyak 0,1 cm,
sedangkan pada bagian kontrol, jahe,

== laos dan sirsaktetap 0 cm

(Dok. Pribadi, 2023)
Sumber: Data yang diolah

Metode sumuran dilakukan dengan membuat lubang yang dibuat tegak lurus pada agar padat
yang telah diinokulasi dengan bakteri uji. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan
penelitian, kemudian lubang diisi dengan sampel yang akan diuji. Setelah dilakukan inkubasi,
pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan di sekeliling lubang [7].

Metode sumuran memiliki kelebihan yaitu lebih mudah mengukur luas zona hambat yang
terbentuk karena bakteri beraktivitas tidak hanya di permukaan atas nutrien agar tetapi juga
sampai ke bawah. Pembuatan sumuran memiliki beberapa kesulitan seperti terdapatnya sisa-sisa
agar pada suatu media yang digunakan untuk membuat sumuran. Selain itu juga besar
kemungkinan media agar retak atau pecah disekitar lokasi sumuran sehingga dapat mengganggu
proses peresapan antibiotik ke dalam media yang akan memengaruhiterbentuknya diameter zona
bening saat melakukan uji sensitivitas [8], [9].

Metode uji antibiotik dengan difusi paperdisk dilakukan dengan melubangi media pada cawan
petri yang telah berisi 20 ml media NA yang telah memadat [1]. Diambil sedikit ekstrak dari daun
jahe, laos, sirsak, amoxycillin dan taruh pada cawan petri yang steril, kemudian ambil kertas
cakram blank untuk direndam Bersama larutan. Kemudian kertas cakram yang telah direndam
oleh ekstrak dan antibiotic di taruh pada lubang tersebut. Setelah itu diinkubasi juga selama 24
jam. Penghambatan pertumbuhan mikroba oleh antibiotik terlihat sebagai zona jernih di sekitar
pertumbuhan mikroba [10].

Hasil dari inkubasi 24 jam didapati bahwa pada cawan pertama Cawan pertama yang terjadi
zona hambat hanya pada sumuran yang diisi dengan antibiotic amoycillin (25 mg) dengan diameter
zona jernih 0,4 cm. sedangkan pada ekstrak daun lainnya tidak terjadi zona hambat, Pada cawan
kedua yang berhasil membuat zona hambat hanya pada antibiotic amoxycillin (12,5 mg) dengan
diameter 0,5, lalu Cawan ketiga yang dapat membuat zona hambat hanya antibiotic amoxycillin (25
mg) dengan diameter 0,5 cm, dan Hasil dari paperdisk menunjukkan yang dapat membuat zona
hambat hanya amoxycillin dengan diameter sebesar 0,1 cm.

Berdasar hasil yang didapat terlihat bahwa diameter zona bersih tertinggi adalah 0.5 cm
dengan antibiotik amoxicillin. Hal ini menunjukkan bakteri E-coli bersifat sangat sensitif dengan zat
antibiotik amoxicillin. Bakteri E-coli pada bagian kontrol, jahe, laos dan sirsak tetap 0 cm hal ini
menunjukkan bahwa pada bagian kontrol, jahe, laos dan sirsak berpotensi akan tumbuh bakteri.
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Pada praktikum terdapat zona bening yang digunakan sebagai indicator bahwa suatu senyawa
antibiotic berhasil menghambat pertumbuhan dari suatu mikroorganisme. Zona bening yang
terbentuk dikarenakan senyawa antibiotic tersebut aktif dalam menghambat dan memiliki peran
sebagai penghambat mikroorganisme [11].

Area jernih mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen
antimikroba pada permukaan media agar [12]. Metode difusi yang diamati adalah diameter daerah
hambatan pertumbuhan bakteri karena difusinya obat pada titik awal pemberian ke daerah difusi.
Metode ini dilakukan dengan cara menanam bakteri pada media agar padat tertentu kemudian
diletakkan kertas samir atau disk yang mengandung obat dan dilihat hasilnya. Diameter zona jernih
inhibisi disekitar cakram diukur sebagai kekuatan inhibisi obat melawan bakteri yang diuji [13].

Berdasarkan perbedaan kandungan dan dinding sel, bakteri dapat digolongkan menjadi dua,
yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif [14]. Bakteri gram positif dinding selnya
tersusun atas PG (Peptidoglikan) terdapat senyawa yang disebut asam teikoat. Bakteri gram negatif
mengandung PG (Peptidoglikan) dalam jumlah yang jauh lebih sedikit, akan tetapi dibagian luar PG
terdapat membran luar yang tersusun atas lipoprotein dan fosfolipid, serta mengandung
lipopolisakarida. Karena perbedaan komposisi dinding sel ini, bakteri gram positif dan bakteri
gram negatif memiliki ketahanan yang berbeda [15].

Salah satu cara mengklasifikasikan bakteri adalah dengan pewarnaan gram, dimana bakteri
dibagi menjadi dua kelompok, yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif [16]. Bakteri
gram negatif berwarna merah, sedangkan bakteri gram positif berwarna ungu. Fungsi pewarnaan
bakteri terutama memberi warna pada sel atau bagian-bagiannya, sehingga menambah kontras
dan tampak lebih jelas. Pewarnaan gram adalah salah satu teknik pewarnaan yang paling penting
dan luas yang digunakan untuk mengidentifikasi bakteri [17]. Dalam proses ini, olesan bakteri
yang sudah terfiksasi dikenai dengan larutan-larutan sebagai berikut: zat pewarna kristal violet,
larutan yodium, larutan alkohol (bahan pemucat) dan zat pewarna tandingannya berupa zat
safranin atau air fuchsin. Bakteri yang terwarnai jikatermasuk gram positif akan mempertahankan
zat pewarna kristal violet, sedangkan bakteri gram negatif akan kehilangan zat pewarna kristal
violet setelah dicuci dengan zat pewarna airfuchsin atau safranin [18].

Dalam pewarnaan gram tersebut terdapat suatu teknik yang digunakan untuk penanaman
mikroba yaitu teknik pour. Teknik pour plate dilakukan agar seluruh sel bakteri dapat tersebar
merata ke seluruh media dan tidak hanya berada pada permukaan. Keunggulan metode pour plate
ini dapat memperoleh biakan yang murni pada petri sedangkan kekurangannya yaitu apabila
melakukan perhitungan maka hasil perhitungan tidak menunjukkan jumlah sel mikroba yang
sebenarnya, dikarenakan beberapa sel yang berdekatan dapat membentuk satu koloni [19].

Selain itu, larutan pengenceran yang digunakan pada bakteri juga berbeda. Semakin banyak
pengenceran maka akan semakin sedikit bakteri yang didapat dan sebaliknya, semakin sedikit
pengenceran maka semakin banyak bakteri yang didapat. Hal tersebut terbukti pada gambar di
hasil pengamatan. Berturut-turut terjadi penurunan jumlah atau penurunan kekerapan bakteri
yang ditemui pada media pour 101, 10-3, dan 10-6. Dari hasil pengamatan dapat dilihat bahwa
amoxicillin mempunyai sensivitas antibiotik yang tinggi untuk menghambat bakteri dari pada
ekstrak daun lain yang digunakan.

. SIMPULAN
Dari hasil praktikum dapat dilihat bahwa diameter zona bersih tertinggi adalah cm dengan
antibiotik amoxicillin. Hal ini menunjukkan bakteri E-coli bersifat sangat sensitif dengan zat
antibiotik amoxicillin. Sedangkan pada bagian kontrol, jahe, laos dan sirsak tetap 0 cm yang
menunjukkan bahwa bakteri E-coli berpotensi akan tumbuh bakteri.
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