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Tests for the inhibition of microorganisms by antimicrobial compounds can be 
caused by several factors including disturbances in cell wall constituent 
compounds, increased cell membrane permeability which can cause loss of biotic 
cell constituent components. The diffusion method is one of the methods often 
used to test antimicrobial activity. Furthermore, each hole is covered with the 
test substance and then incubated at room temperature and with the specified 
time and in accordance with the test microbe. Finally, the presence or absence of 
an inhibition zone around the hole was observed. This method uses filter paper 
discs to accommodate the antimicrobial substance, then placed on an agar plate 
that has been inoculated with the test microbe and then incubated at a time and 
temperature according to the optimum conditions for the test microbe. The 
results of this study showed that the average diameter of the inhibition zone for 
bacteria using the well-diffusion method was 62 mm. The average diameter of the 
antibiotic inhibition zone using filter paper as a holding medium was 39 mm. 
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Abstrak 

Uji hambatan mikroorganisme oleh senyawa antimikroba dapat disebabkan oleh bebrapa faktor 
diantaranya gangguan pada senyawa penyusun dinding sel, peningkatan permeabilitas membran sel 
yang dapat menyebabkan kehilangan komponen penyusun sel biotik telah metode difusi merupakan 
salah satu metode yang sering digunakan untuk menguji aktivitas antimikroba. Selanjutnya setiap 
lubang ditutup dengan zat uji lalu diinkubasi pada suhu kamar dan dengan waktu yang ditentukan dan 
sesuai dengan mikroba uji. Terakhir diamati ada atau tidaknya zona hambatan di sekeliling lubang. 
Metode ini menggunakan cakram kertas saring untuk menampung zat antimikroba, lalu diletakkan di 
lempeng agar yang sudah diinokulasi mikroba uji kemudian diinkubasi pada waktu dan suhu yang 
sesuai dengan kondisi optimum mikroba uji. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa rerata diamater 
zona hambat terhadap bakteri dengan menggunakan metode difusi teknik sumuran adalah 62 mm. 
Rata-rata diameter zona hambat antibiotik dengan menggunakan kertas saring sebagai media tampung 
adalah 39 mm. 
Kata kunci: Antimikroba, Uji Metode Difusi, Uji Metode Paper Disk, Bakteri Uji 
 
1. PENDAHULUAN 

Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan untuk menguji aktivitas 
antrimikroba, metode difusi dapat dilakukan oleh 3 cara yaitu metode silinder, metodedifusi 
sumuran (lubang) dan cakram kertas [1]. Metode silinder yaitu meletakkan bebrapa silinder yang 
telah dibuat dari gelas atau besi bahan karat di atas media agar yang telah diinokulasid dengan 
bakteri. Tiap silinder ditempatkan hingga berdiri di atas media agar diisi dengan larutan yang akan 
diuji dan diinkubasi. Setelah diinkubasi pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya 
daerah hambatan di sekeliling silender [2]. 

Difusi sumuran (well diffusion) dan difusi paper disk (disk diffusion) adalah dua metode yang 
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umum digunakan dalam uji kepekaan antimikroba untuk mengukur efektivitas bahan antimikroba 
terhadap mikroorganisme. Kedua metode ini memiliki prinsip dasar yang sama, yaitu mendeteksi 
kemampuan bahan antimikroba untuk menghambat pertumbuhan mikroorganisme, tetapi dengan 
prosedur yang sedikit berbeda. Metode difusi sumuran (well diffusion) melibatkan pembuatan 
sumuran (lubang kecil) pada medium agar yang telah diinokulasi dengan mikroorganisme uji. 
Larutan bahan antimikroba kemudian diteteskan ke dalam sumuran tersebut. Setelah inkubasi, 
zona inhibisi (zona bebas dari pertumbuhan mikroorganisme) di sekitar sumuran diukur untuk 
menentukan aktivitas antimikroba dari bahan yang diuji [3]. 

Metode difusi paper disk (disk diffusion) melibatkan peletakan cakram kertas yang telah 
diresapi dengan larutan bahan antimikroba pada permukaan medium agar yang diinokulasi dengan 
mikroorganisme uji. Bahan antimikroba akan berdifusi keluar dari cakram ke dalam agar. Setelah 
inkubasi, zona inhibisi di sekitar cakram diukur untuk menentukan aktivitas antimikroba dari 
bahan yang diuji [4]. 

Pemakaian bahan antimikroba adalah suatu usaha yang bertujuan untuk mengendalikan 
pertumbuhan dan penyebaran bakteri maupun jamur. Ini melibatkan berbagai kegiatan yang 
dirancang untuk menghambat, membasmi, atau menyingkirkan mikroorganisme. Penggunaan 
bahan antimikroba sangat penting dalam berbagai bidang, termasuk kedokteran, pertanian, 
industri makanan, dan kebersihan sehari-hari. Dalam dunia medis, antibiotik digunakan untuk 
mengobati infeksi bakteri. Obat anti jamur digunakan untuk mengobati infeksi jamur. Selain itu, 
disinfektan digunakan untuk mensterilkan peralatan medis dan permukaan di rumah sakit [5]. 
Bahan antimikroba digunakan untuk melindungi tanaman dari penyakit yang disebabkan oleh 
bakteri dan jamur. Hal ni termasuk fungisida yang diaplikasikan pada tanaman untuk mencegah 
atau mengobati infeksi jamur [6]. 

Pengawet antimikroba digunakan dalam industri makanan untuk mencegah pertumbuhan 
mikroorganisme yang dapat merusak makanan atau menyebabkan penyakit. Contohnya termasuk 
asam sorbat, natrium benzoat, dan nitrat. Produk seperti sabun antibakteri, pembersih tangan, dan 
cairan pembersih mengandung bahan antimikroba yang membantu mencegah penyebaran bakteri 
dan jamur di lingkungan rumah tangga. Tujuan utama pengendalian mikroorganisme untuk 
mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi mikroorganisme pada inang yang 
terinfeksi, dan mencegah pembusukan dan perusakan oleh mikroorganisme [7]. 

Senyawa amonium kuartener adalah agen permukaan kationik dan memiliki sifat dapat 
mengurangi tegangan permukaan di antarmuka pada penyerapan [8]; siap menarik untuk 
penyerapan pada permukaan yang memiliki muatan negatif seperti wol, kaca, protein, dan bakteri; 
pembentukan ion agregat atau misel dengan membantu perubahan pada konduktivitas listrik, 
tegangan permukaan, dan kelarutan; pengendapan, pembentukan kompleks, dan efek denaturasi 
pada protein; dan menghambat atau merangsang pada aktivitas enzimatik [9].  

Senyawa amonium kuartener dikenal memiliki sifat antimikroba yang kuat dan sering 
digunakan dalam berbagai aplikasi karena kemampuannya untuk membunuh atau menghambat 
pertumbuhan. Struktur dasar senyawa amonium kuartener adalah R4N+\text{R}_4\text{N}^+R4
N+, di mana R dapat berupa gugus alkil atau aril [10], [11]. Senyawa ini bersifat kationik, berarti 
mereka memiliki muatan positif yang membuat mereka mampu berinteraksi dengan membran sel 
mikroorganisme yang bermuatan negatif, merusaknya, dan menyebabkan kematian sel [12]. 

 
2. METODE PENELITIAN 

Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini senyawa antibiotik, kultur murni bakteri, media 

nutrient agar, larutan Mac Farland, aquades, alkohol, ekstrak herbal disk antibiotik, buffered pepton 
water. Untuk alat digunakan dalam penelitian ini adalah petridish, tabung reaksi, erlenmeyer, pipet 
ukur, gelas ukur, pipet tetes, mikropipet, pelubang gabus no.4, penggaris, jarum ose, vortex mixer, 
kertas label, pinset, pipet volume. 

 
Metode 

Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan Juni 2023 dengan subjek penelitian ini 
menggunakan air rebusan herbal dan antibiotik. Jenis penelitian ini yaitu penelitian eksperimen 
dengan mengamati senyawa antimikroba dan zona hambat dengan diinokulasikan. Metode yang 
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digunakan dalam menentukan pertumbuhan dan ada atau tidak adalah dengan cara mengukur 
diameter zona. Sampel menggunakan kultur murni bakteri uji, media kontrol kontaminasi yang 
dibuat dengan menggunakan media Nutrient Agar dan kontrol media pertumbuhan secara double 
layer dengan menguji potensi antibiotik diinokulasikan selama 24  jam. 

 
Cara Kerja 

Pada penelitian ini, alat dan bahan disterilkan terebih dahulu, pada metode difusi sumuran 
membuat konsentrasi senyawa uji, kemudian membuat sebanyak 2 tabung 10 ml suspensi bakteri 
uji menggunakan media Bpw dan disetarakan. Pengujian potensi antibiotik pada cawan petri yang 
berisi media Na 20 ml campuran 15 media NA dan 5 ml NA steril, lalu  mebuat media kontaminasi 
dan pembuatan kontrol pertumbuhan bakteri berupa kontrol negatif dari air rebusan serta 
pengujiannya. Pada difusi paper disk menggunakan larutan Mac. Ferland, membuat suspensi 10 ml 
bakteri dan kekeruhannya. Membuat kontrol kontaminasi media dengan media NA secara difusi 
aseptik kedalam cawan petri, untuk kontrol pertumbuhan bakteri mengambil 0,2 ml suspensi 
bakteri uji lalu diinokulasikan secara spread plate, untuk pengujian potensi antibiotik secara 
aseptik letakkan disk antibiotik (disk yg mengandung peninlin/ 30 ml), serta I disle blank kontrol 
negatif (disk yg mengandung pelarut) pada permukaan media NA, inokulasikan selama 24 jam, 
amati zona keruh setiap cawan petri. Amati  pertumbuhan dan ukur diameter zona disekitar paper 
disk. Data dari pertumbuhan dan ukur zona hambat diperoleh dari hasil dokumentasi dan 
hasil   identifikasi. 

 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil Penelitian 
Hasil penelitian ini menunjukkan pertumbuhan dan zona pada sekitar setelah diinokulasikan 

24 jam. Data disajikan pada Tabel 1. 
 

Tabel 1. Rangkuman Pertumbuhan dan Ukur Diameter 
Uji Difusi Hasil Pengamatan 

Difusi Sumuran Pertumbuhan bakteri dihambat oleh senyawa uji, tetapi tidak mematikan. 
Terlihat adanya pertumbuhan yang kurang subur atau jarang 
dibandingkan dengan daerah di luar pengaruh antibakteri tersebut. 

Difusi Paper Disk Substansi kimia yang dihasilkan oleh mikroba dan dapat menghambat 
pertumbuhan mikroba. Potensi antibakteri dapat diketahui dengan mengukur 
diameter zona in  

 
Tabel 2. Rangkuman Struktur Pertumbuhan dan Ukur Diameter Zona Hambat  

Berdasarkan Terlihat dan Tidak Terlihat Secara Jelas. 

Uji Difusi 
Kontrol Uji Potensi Bakteri dan Pengukuran  

Ukuran 
Bakteri Bawang Putih Sirih Sirsak Lengkuas Jahe 

Difusi Sumuran 
Perlakuan 1 

      25 mg = 1,6 cm 

Difusi Sumuran 
Perlakuan 2 

      6,5 mg = 2 cm 
12,5 mg = > 1,5 cm 

   Sumber: Data yang diolah 
 

Tabel 2. Rangkuman Uji Potensi Bakteri dan Pengukuran 

Uji Difusi 
Kontrol Uji Potensi Bakteri dan Pengukuran 

6,25 mg 25 mg 12,5 mg Sampel Uji 
Difusi Paper Disk Jahe 1,1 cm 1,3 cm; 1,2 cm - - 1/3 
Difusi Paper Disk Sirih 1,1 cm 1,2 cm 1,5 cm; 1 cm - 
Difusi Paper Disk Bawang Putih > 1,5 cm; 1,4 cm 1,3 cm 2,1 cm; 1,3 cm - 
Difusi Paper Disk Sirsak 1,6 cm; 0,8 cm 1,2 cm 1,4 cm; 1,3 cm 1,1 cm 
Difusi Paper Disk Lengkuas  1,4 cm; 1,2 cm 1,2 cm - - 

     Sumber: Data yang diolah 
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Gambar 1. Metode 
sumuran setelah 
kontrol uji, 25 mg = 
1,6 cm, Sirih = tidak 
ada, B. Putih= tidak 
ada 

Gambar 2. Metode 
sumuran kontrol uji 6,5 mg 
= 2 cm (terpanjang, 
melebar) 1,5 = >, Lengkuas 
= 2 cm, tidak ada zona,  
Jahe = tidak ada, 12,5 mg = 
> 1,5 cm 

Gambar 3. Metode 
paper disk setelah 
kontrol uji potensi 
bakeri dan 
pengukuran pada air 
rebusan jahe. 

Gambar 4. Metode 
paper disk setelah 
kontrol uji potensi 
bakeri dan 
pengukuran pada air 
rebusan sirih 

 
 

  
 

Gambar 5. Metode paper disk 
setelah kontrol uji potensi 
bakeri dan pengukuran pada 
air rebusan bawang putih 

Gambar 6. Metode paper 
disk setelah kontrol uji 
potensi bakeri dan 
pengukuran pada air 
rebusan lengkuas 

Gambar 7. Metode paper 
disk setelah kontrol uji 
potensi bakeri dan 
pengukuran pada air 
rebusan daun sirsak 

 
Pembahasan 

Pada praktikum dan percobaan kali ini dilakukan uji potensi senyawa antimikroba dari 
antibiotik berupa amoxicillin. Amoxicillin merupakan antibiotik penilisin yang banyak 
melawan bakteri [4]. Dalam antimikroba terdapat tiga kontrol pengujian yang digunakan yaitu 
kontrol kontaminasi media, untuk mengetahui kontaminasi media, untuk mengetahui sterilisasi 
media yang digunakan. Kontrol pertumbuhan uji, untuk melihat normal pada media tanpa 
perlakuan dan mengecek apakah bakteri uji dapat tumbuh dengan baik dalam media yang 
digunakan. kontrol. Yang terakhir ada control negatif, yaitu untuk melihat apakah pelarut yang 
digunakan memiliki aktivitas anti bakteri. 

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode paper disk. Disc 
diffusion test atau uji difusi disk dilakukan dengan mengatur diameter zona bening yang 
merupakan petunjuk adanya respon penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa 
antibakteri dalam ekstrak [13]. Syarat jumlah bakteri untuk uji kepekaan/sensitivitas yaitu 
105-108 CFU/ml. Metode silinder, metode lubang/sumuran dan metode cakram kertas. Metode 
lubang/sumuran yaitu membuat lubang merupakan salah satu metode yang sering digunakan 
[14].  Metode difusi dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu metode lubang/sumuran yaitu 
membuat lubang pada agar dapat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak 
lubang disesuiakan dengan tujuan penelitian, kemudia lubang diinjeksikan dengan ekstrak 
yang akan diuji. Setelah dilakukan inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada 
tidaknya daerah hambatan disekelilingi lubang. 
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Senyawa antibakteri merupakan senyawa yang dapat menganggu pertumbuhan atau 
metabolisme bakteri [15].. Berdasarkan sifat toksisitasnya antibakteri dapat bersifat 
membunuh bakteri dan menghambat pertumbuhan bakteri. Antibakteri bakteriostatik hanya 
menghambat pertumbuhan bakteri dan tidak mematikan sedangkan bakterisidal dapat 
membunuh bakteri. 

Bakteriostatik dapat bersifat bakteriostidal jika dalam konsentarsi yang tinggi. 
Pengklasifikasian respon zona hambat pertumbuhan bakteri berdasarkan diameter zona bening 
meliputi respon lemah (diameter 5mm) respon sedang (diameter 5-10 mm) respon kuat 
(diameter 10-20 mm) dan respon sangat kuat (diameter > 20 mm) [16]. 

Mekanisme kerja antibakteri dapat melalui cara diantaranya menghambat sintesis dinding 
sel, menghambat keutuhan permeabilitas dinding sel, megahmbat protein dinding sel, 
meghambat sintesis asam nukleat, menghambat metabolisme sel mikroba. Senyawa mikroba 
yang berasal dari bahan alam yang berasal tumbuhan kini terus menerus dikembangkan dimana 
lebih dari 300 senyawa metabolit alam menunukkan aktifitas mikroba dan sekitar 145 senyawa 
berprotein sebagai antimikroba dengan MIC sebesar 0,02 [17]. 

Kontrol kontamina berfungsi untuk mencegah berbagai macam kerusakan dan penurunan 
kinerja yang disebabkan oleh kontaminasi [18]. Kontrol pertumbuhan mikroba uji berfungsi 
untuk mencengah penyebaran penyakit dan infeksi. Membasmi mikroorganisme pada inangnya 
yang terinteksi dan mencengah pembusukan dan pengrusakan bahan oleh mikroorganisme. 
Kontrol negatif betfungsi untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh pelarut terhadap 
pertumbuhan bakteri sehingga dapat sangat mudah diketahui bahwa yang mempunyai aktivitas 
adalah zat uji bukan zat pelarut [19]. 
 

4. SIMPULAN 
Tujuan utama pengendalian mikroorganisme untuk mencegah penyebaran penyakit dan 

infeksi, membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah pembusukan 
dan perusakan oleh mikroorganisme. Senyawa amonium kuartener adalah agen permukaan 
kationik dan memiliki sifat dapat mengurangi tegangan permukaan di antar muka pada 
penyerapan; siap menarik untuk penyerapan pada permukaan yang memiliki muatan negatif 
seperti wol, kaca, protein, dan bakteri; pembentukan ion agregat atau misel dengan membantu 
perubahan pada konduktivitas listrik, tegangan permukaan, dan kelarutan; pengendapan, 
pembentukan kompleks, dan efek denaturasi pada protein; dan menghambat atau merangsang 
pada aktivitas enzimatik. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini senyawa antibiotik, kultur 
murni bakteri, media nutrient agar, larutan Mac Farland, aquades, alkohol, ekstrak herbal disk 
antibiotik, buffered pepton water. 
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