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Antimicrobials are antifunctional antibiotics that cause some microbes, especially 
pathogenic microbes to become resistant. Thus, the initial interaction between 
peptides and the cell membrane binds to intracellular molecules, resulting in 
inhibition of sex wall biosynthesis and synthesis of DNA, RNA and protein. The 
antimicrobial potency test can be carried out using two methods, namely diffusion 
and dilution. Diffusion method, where the working principle of this diffusion method 
is the diffusion of the antimicrobial compound into the solid media where the test 
microbes have been inoculated. Making wells is done by placing wells in the base 
layer, the antimicrobial compound will diffuse radially in all directions including 
towards the microorganisms growing on the surface of the agar media. The greatest 
inhibition in the well-diffusion method using natural antibiotics was galangal with 
a clear zone diameter of 2 cm. The biggest inhibition in the well-diffusion method 
using synthetic antibiotics was the antibiotic with a concentration of 6.25 mg. 
Whereas in the paper disk diffusion method the highest clear zone diameter was 
synthetic antibiotics with a concentration of 12.5 mg. In practice, there is a clear 
zone which is used as an indicator that an antibiotic compound has succeeded in 
inhibiting the growth of a microorganism. The inhibition zone formed is because 
the compound is active in inhibiting and has a role as an inhibitor for 
microorganisms. The diameter of the inhibition zone is an indication of the 
sensitivity of microbes to antibiotics. The wider the diameter of the inhibition, the 
more sensitive the bacteria. To test the concentration of antibiotic compounds, MIC 
(Minimum Inhibitory Concentration) 
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Abstrak 

Antimikroba adalah antibiotik antifungsional yang menyebabkan beberapa mikroba khususnya 
mikroba patogen menjadi resisten. Dengan demikian, interaksi awal antara peptida dan membran sel 
untuk mengikat molekul intraseluler, mengakibatkan penghambatan biosintesis dinding sek dan 
sintesis DNA, RNA dan protein. Uji potensi antimikroba dapat dilakukan dengan dua macam metode, 
yaitu difusi dan dilusi. Metode difusi, dimana prinsip kerja dari metode difusi ini adalah terdifusinya 
senyawa antimikroba ke dalam media padat dimana mikroba uji telah diinokulasikan. Pembuatan 
sumuran dilakukan menempatkan sumuran di base layer, senyawa antimikroba akan berdifusi secara 
radial ke semua arah termasuk ke arah mikroorganisme yang tumbuh di permukaan media agar. Daya 
hambat terbesar pada metode difusi sumuran menggunakan antibiotik alami adalah pada antibiotik 
alami lengkuas dengan diameter zona jernih adalah 2 cm. Daya hambat terbesar pada metode difusi 
sumuran menggunakan antibiotik sintetik adalah pada antibiotik dengan konsentrasi 6,25. Metode 
difusi paper disk diameter zona jernih tertinggi yakni pada antibiotik sintetik dengan konsentrasi 12,5 
mg. Pada praktikum terdapat zona bening yang digunakan sebagai indikator bahwa suatu senyawa 
antibiotik berhasil menghambat pertumbuhan dari suatu mikroorganisme. Zona hambat yang 
terbentuk tersebut dikarenakan senyawa tersebut aktif dalam menghambat dan memiliki peran 
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sebagai penghambat mikroorganisme. Diameter zona hambat merupakan petunjuk kepekaan mikroba 
terhadap antibiotik. Semakin lebar diameter hambat maka bakteri semakin sensitif. Untuk pengujiam 
konsentrasi senyawa antibiotik dilakukan pengujian KHM (Konsentrasi Hambat Minimum). 
Kata Kunci: Antimikroba, Paper Disk, Sumuran, Ekstrak, Daya Hambat 

 
1. Pendahuluan 

Antimikroba adalah antibiotik antifungsional yang menyebabkan beberapa mikroba khususnya 
mikroba patogen menjadi resisten [1]. Antimikroba akan mengikat membran sitoplasma, 
menciptakan agregat seperti misel, yang menyebabkan efek mengganggu. Dengan demikian, 
interaksi awal antara peptida dan membran sel untuk mengikat molekul intraseluler, mengakibatkan 
penghambatan biosintesis dinding sek dan sintesis DNA, RNA dan protein. Mekanisme daya kerja 
antimikroba terhadap sel dapat dibedakan atas beberapa kelompok diantaranya yakni dengan 
merusak dinding sel, mengganggu permeabilitas sel, merusak molekul protein dan asam nukleat, 
menghambat sontesa asam nukleat dan aktivitas enzim. Oleh karena intu, antimikroba dibagi 
menjadi antibiotik dan disinfektan [2]. 

Uji potensi senyawa antimikroba adalah langkah penting dalam mengevaluasi efektivitas 
senyawa tertentu dalam menghambat atau membunuh mikroorganisme seperti bakteri, jamur, atau 
virus [3]. Salah satu metode yang umum digunakan adalah difusi sumuran, di mana senyawa yang 
akan diuji ditempatkan dalam sumuran yang dibuat di atas agar yang telah diinokulasi dengan 
mikroorganisme target. Selain itu, metode difusi paper disk juga sering digunakan, di mana cakram 
kertas yang telah direndam dengan senyawa uji ditempatkan di atas permukaan agar. Setelah 
inkubasi, zona hambat yang terbentuk di sekitar sumuran atau disk kertas diamati dan diukur untuk 
mengevaluasi potensi antimikroba dari senyawa yang diuji [4]. Hasil uji ini dapat memberikan 
informasi penting tentang aktivitas antimikroba senyawa tersebut, termasuk konsentrasi optimal 
yang dibutuhkan untuk mencapai efek yang diinginkan serta spektrum aktivitasnya terhadap 
berbagai jenis mikroorganisme [5]. Dengan demikian, uji potensi senyawa antimikroba menjadi 
tahap awal yang krusial dalam pengembangan obat-obatan baru atau dalam penelitian terkait 
kesehatan masyarakat untuk mengatasi masalah resistensi antimikroba yang semakin meningkat 
[6]. 

Uji potensi antimikroba dapat dilakukan dengan dua macam metode, yaitu metode difusi dan 
metode dilusi. Pengujian suatu senyawa antimikroba ada bermacam-macam tergantung pada sifat 
dan bentuk sediaan senyawa antimikroba [7]. Prinsip kerja dari metode difusi ini adalah terdifusinya 
senyawa antimikroba ke dalam media padat dimana mikroba uji telah diinokulasikan [8]. Metode 
difusi ini memberikan informasi awal tentang aktivitas antimikroba suatu senyawa, tetapi tidak 
memberikan informasi tentang mekanisme aksi atau tingkat keparahan efek antimikrobanya [9]. 
Metode difusi dapat dilakukan secara difusi paper disk dan difusi sumuran [10]. Uji potensi 
antimikroba metode dilusi adalah metode yang digunakan untuk menentukan aktivitas antimikroba 
suatu senyawa dengan mengukur konsentrasi terendah dari senyawa tersebut yang mampu 
menghambat pertumbuhan mikroorganisme secara visual atau kuantitatif [11]. Metode dilusi ini 
memberikan informasi tentang konsentrasi senyawa antimikroba yang diperlukan untuk 
menghambat pertumbuhan mikroorganisme. 

Pada umunya metode yang digunakan dalam uji sensitivitas bakteri adalah metode difusi agar 
yang diketahui dari daerah di sekitar kertas cakram (paper disk) yang tidak ditumbuhi oleh 
mikroorganisme [12]. Zona hambatan inilah yang menunjukkan sensitivitas bakteri terhadap bahan 
antibakteri. Zona hambat merupakan tempat dimana bakteri terhambat pertumbuhannya akibat 
antibakteri atau antimikroba [13]. Zona hambat adalah daerah yang menghambat pertumbuhan 
mikroorganisme pada media agar oleh antibiotik. Zona hambat ini ditunjukkan dengan adalanya 
zona jernih yang terbentuk pada agar. Luasnya zona jernih merupakan petunjuk kepekaan mikroba 
terhadap antibiotik [14].  

 
Material dan Metode 
Bahan dan Alat 

Alat yang digunakan dalam praktikum ini yaitu jarum ose, gelas benda, pipet tetes, LAF, 
bunsen, petridish steril, tabung reaksi, gelas ukur, erlenmeyer, mikropipet, pelubang gabus nomor 4, 
jangka sorong, spidol, kertas label, vortex mixer, dan spreader. Sedangkan bahan yang digunakan 
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yakni, biakan murni E. coli dalam media NB umur 24 jam, media MHA 38 gr/L, deret larutan standar 
Mac Farland, media Nutrient Broth (NB), alkohol 70%, paper disk dan akuades steril. 

 
2. Metode Penelitian 

Metode yang digunakan dalam uji sensitivitas bakteri adalah metode difusi agar yakni difusi 
sumuran dan Paper Disk dengan cara mengamati daya hambat pertumbuhan mikroorganisme dari 
daerah kertas cakram yang tidak di tumbuhi dan daya hambat daerah yang ditetesioleh ekstrak pada 
sumuran yang telah dibuat [15]. Zona hambatan inilah yang menunjukkan sensitivitas bakteri 
terhadap bahan antibakteri. Zona hambatan ini menunjukkan area di sekitar sumuran atau disk di 
mana pertumbuhan bakteri terhambat atau dihambat sepenuhnya oleh senyawa antimikroba yang 
diuji. Semakin besar diameter zona hambatan, semakin kuat efek antimikroba senyawa tersebut 
terhadap bakteri yang diuji, yang menandakan bahwa bakteri tersebut sensitif terhadap bahan 
antibakteri tersebut. Metode difusi dapat dilakukan secara difusi paper disk dan difusi sumuran [16]. 
Uji potensi antimikroba metode dilusi adalah metode yang digunakan untuk menentukan aktivitas 
antimikroba suatu senyawa dengan mengukur konsentrasi terendah dari senyawa tersebut yang 
mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme secara visual atau kuantitatif [17]. 

Difusi Sumuran dilakukan dengan langkah-langkah sebagai berikut [18]: 

a. Preparasai Senyawa Uji 
1) Pengujian potensi anibiotik secara difusi sumuran 
2) Dilakukan sesuai petunjuk dalam kemasan. 
3) Kemudian buatlah berbagai variasi konsentrasi senyawa uji. 
4) Pada praktikum dibuat 5 variasi konsentrasi senyawa uji 5 (konsentrasi 25, 12,5, 6,25 dan 

3,125 mg/ml) 
5) Disiapkan kultur bakteri uji. 
6) Disiapkan deret larutan standart Mac Ferland. 
7) Buatlah sebanyak 2 tabung 10 ml suspensi bakeri uji menggunakan media BPW dan 

disetarakan. 
8) Disiapkan beberapa petri berisi 20 ml NA, 15 ml NA, dan 5 ml NA Steril. 
9) Pembuatan kontrol kontaminan media dibuat dengan kontrol pertumbuhan bakteri uji secara 

double layer. Buat 1 sumuran menggunakan pelubang gabus No. 4. 
10) Pembuatan kontrol negatif dan pengujian potensi anibiotik secara difusi sumuran. 

b. Difusi Paper Disk 
1) Preparasi mikroba uji 
2) Pengujian potensi antibiotic secara difusi Paper Disk 
3) Pembuatan kontrol kontaminasi media 
4) Pembuatan kontrol pertumbuhan bakteri 
5) Pengujian potensi antibiotic secara difusi Paper Disk 
6) Disiapkan kultur murni bakteri uji. 
7) Disiapkan dert larutan standart Mac ferland. 
8) Dibuat 10 ml suspensi bakteri uji menggunakan media BPW dan disetarakan kekeruhannya 

dengan larutan standart Mac Ferland II (konsentrasi mikroba 6,108 CFU/ml). 
9) Disiapkan 20 ml media NA dan tuang secara aseptis ke dalam petri steril biarkan memadat.beri 

label pada dasar petri. Ambil 0,2 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan ke dalam petri berisi 
media NA secara Spread plate dan biarkan agar mengering.Beri label pada dasar petri. 

10) Disiapkan petri berisi 20 ml media NA. Ambil 0,2 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan ke 
dalam petri berisi media NA secara Spread plate dan biarkan agar mengering. Secara aseptis 
letakkan 1 Disk antibiotik (Disk yang mengandungantibiotik sebanyak 20 mikro), dan 1 Disk 
kosong sebagai konrol. 

11) Setiap Paper Disk diinokulasikan dengan jarak tertentusecara teratur, supaya tidak terjadi 
Overlapping zona hambaat yaang tertutup. Beri label pada dasar petri secara benar. 
Diinokulasikan selama 24 jam, diamati zona keruh dn jernih setiap petri. gambar 
pertumbuhannya dan ukur diameter zona jernih yang berbentuk disekitar Paper Disk dengan 
jangka sorong atau penggaris. 
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3. Hasil dan Pembahasan 
Hasil Penelitian 
 Berikut hasil penelitian yang dapat dijelaskan sebagai berikut. 
 

Tabel 1. Hasil Pengamatan Pengujian Potensi Antibiotik secara Difusi Sumuran 
Gambar Keterangan 

  
Zona jernih yang terbentuk: 25 mg = 1,6 cm 
Daun Sirih = Tidak ada Bawang Putih = 
Tidak ada Daun Sirsak = Tidak ada 

Zona jernih yang terbentuk: 6,5 mg = 2 cm 
12,5 = 1,5 cm 
Jahe = Tidak ada Lengkuas = 2 cm 

                  Sumber: Data pribadi 
 

Tabel 2. Hasil Pengamatan Pengujian Potensi Antibiotik secara Difusi Paper Disk 
Gambar Keterangan 

  
Zona jernih yang terbentuk: 25 mg = 1,2 cm 
12,5 mg = tidak rata 6,25 mg = 1,4 cm 
Lengkuas = media dan bakteri ridak rata 

Zona jernih yang terbentuk: 25 mg = 1,2 cm 
12,5 mg = 1,4 cm 
6,25 mg = 1,6 cm Sirsak = 1,1 cm 

                   Sumber: Data pribadi 
 

Tabel 3. Hasil Pengamatan Pengujian Potensi Antibiotik secara Difusi Paper Disk 

   
Zona jernih yang terbentuk:  
25 mg = 1,3 cm 
12,5 mg = 2,1 cm 
6,25 mg = 1,5 cm  
Bawang putih = tidak ada 

Zona jernih yang 
terbentuk: 25 mg = 1,2 cm 
12,5 mg = 1,5 cm 
6,25 mg = 1,1 cm Daun 
Sirih = tidak ada 

Zona jernih yang terbentuk: 
25 mg = 1,3 cm 
12,5 mg = tidak ada 
6,25 mg = 1,1 cm  
Jahe = tidak ada 

                  Sumber: Data pribadi 
 
Pembahasan 

Uji potensi antimikroba dapat dilakukan dengan dua macam metode, yaitu difusi dan dilusi 
[19]. Pada praktikum ini, metode yang digunakan adalah metode difusi, dimana prinsip kerja dari 
metode difusi ini adalah terdifusinya senyawa antimikroba ke dalam media padat dimana mikroba 
uji telah diinokulasikan [20]. Pada percobaan ini dilakukan uji potensi senyawa antimikroba dari 
antibiotik dan pada tanaman herbal. Uji ini dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya potensi 
antibakteri dari suatu senyawa antimikroba secara difusi sumuran dan difusi paper disk. Mikroba 
yang digunakan pada uji antimikroba ini adalah E. coli. Media yang digunakan adalah media MHA. 

Pada praktikum uji senyawa antibiotik, terdapat dua bahan yang digunakan yaitu bahan sintetik 
dan bahan alami. Bahan alami yang dijadikan antibiotik diantaranya adalah daun sirih, bawang putih, 
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lengkuas, jahe dan daun sirsak. Sedangkan bahan sintetik yang digunakan sebagai antibiotik adalah 
Amoxycillin. Senyawa uji sintetik yang digunakan pada praktikum ini adalah Amoxycillim dengan 
variasi konsentrasi 25; 12,5; 6,25; dan 3,125. 

Daun sirih digunakan untuk uji antibiotik pada praktikum ini. Daun sirih sudah lama digunakan 
sebagai pengobtan tradisional karena kandungan minyak atsiri di dalamnya yang terdiri dari 
beterphenol dan dapat juga digunakan sebagai antibakteri [21]. Pada bawang putih mengandung 
senyawa yakni senyawa allisin. Allisin adalah senyawa organosulfur yang diperoleh dari bawang 
putih. Kandungan ini memiliki sifat antibakteri, antijamur, antivirus, dan antiseptik yang dapat 
bermanfaatbagi kesehatan. Lengkuas memiliki kandungan senyawa flavonoid yang diduga dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri yang telah resisten terhadap antibiotik [22]. Lengkuas memiliki 
khasiat yang sudah dibuktikan secara ilmiah sebagai antibakteri, antijamur, antikanker, antitumor, 
antioksidan dan sitotoksik [23]. 

Kandungan senyawa pada tanaman jahe berpotensi menghambat pertumbuhan dari beberapa 
bakteri patogen yang dapat menyebabkan penyakit pada manusia. Kandungan senyawa yang 
dimanfaatkan merupakan hasil dari proses metabolit sekunder seperti golongan flavonoid, terpenoid 
dan minyak atsiri serta fenol [24]. Pada penelitian yang pernah dilakukan, ekstrak metanol daun 
muda sirsak mengandung senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus 
aureus dan Propionibacterium acnes [25], [26]. Daya atau kemampuan hambatnya pada kedua 
bakteri gram positif lemah, sehingga ekstrak ini dapat dianggap bersifat bakteriostatik. 

Setiap bahan antibiotik yang digunakan memiliki daya hambat yang berbeda-beda saat 
diujikan pada bakteri E. coli. Pada metode difusi sumuran, antibiotik murni yang terbentuk zona 
jernih hanya pada antibiotik dengan ektrak lengkuas. Pada antibiotik alami berupa lengkuas 
terbentuk zona jernih dengan diameter sekitar 2 cm. Sedangkan pada antibiotik sintetik, pada 
konsentrasi 25 mg terbentuk zona jernih dengan diameter 1,2 cm, pada konsentrasi 12,5 mg 
terbentuk zona jernih dengan diameter 1,5 cm dan pada konsentrasi 6,25 mg terbentuk zona jernih 
dengan diameter 2 cm. 

Pada metode paper disk terdapat 5 cawan dengan 3 disk antibiotik dengan konsentrasi 
berbeda serta 1 disk yang mengandung senyawa antibiotik alami yang berbeda. Pada cawan pertama 
berisi antibiotik dengan Amoxycillin konsentrasi 25 mg terbentuk zona jernih sebesar 1,2 cm, pada 
konsentrasi 12,5 pertumbuhan tidak merata sehingga tidak terlihat zona jernih, pada konsentrasi 
6,25 mg terbentuk zona jernih sebesar 1,4 cm, dan pada antibiotik alami lengkuas tidak terbentuk 
zona jernih. Pada cawan kedua berisi antibiotik dengan Amoxycillin konsentrasi 25 mg terbentuk 
zona jernih sebesar 1,2 cm, pada konsentrasi 12,5 terbentuk zona jernih sebesar 1,4 cm, pada 
konsentrasi 6,25 mg terbentuk zona jernih sebesar 1,6 cm, dan pada antibiotik alami daun sirsak 
terbentuk zona jernih sebesar 1,1 cm.  

Pada cawan ketiga berisi antibiotik dengan amoxycillin konsentrasi 25 mg terbentuk zona 
jernih sebesar 1,3 cm, pada konsentrasi 12,5 terbentuk zona jernih sebesar 2,1 cm, pada konsentrasi 
6,25 mg terbentuk zona jernih sebesar 1,5 cm, dan pada antibiotik alami bawang putih tidak terbentuk 
zona jernih. Pada cawan keempat berisi antibiotik dengan Amoxycillin konsentrasi 25 mg terbentuk 
zona jernih sebesar 1,2 cm, pada konsentrasi 12,5 terbentuk zona jernih sebesar 1,5 cm, pada 
konsentrasi 6,25 mg terbentuk zona jernih sebesar 1,1 cm, dan pada antibiotik alami daun sirih tidak 
terbentuk zona jernih. Pada cawan kelima berisi antibiotik dengan Amoxycillin konsentrasi 25 mg 
terbentuk zona jernih sebesar 1,3 cm, pada konsentrasi 12,5 tidak terbentuk zona jernih, pada 
konsentrasi 6,25 mg terbentuk zona jernih sebesar 1,1 cm, dan pada antibiotik alami jahe tidak 
terbentuk zona jernih. 

Daya hambat terbesar pada metode difusi sumuran menggunakan antibiotik alami adalah pada 
antibiotik alami lengkuas dengan diameter zona jernih adalah 2 cm. Daya hambat terbesar pada 
metode difusi sumuran menggunakan antibiotik sintetik adalah pada antibiotik dengan konsentrasi 
6,25 mg dengan diameter zona jernih 2 cm. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri E. coli sensitif 
terhadap kandungan yang terdapat pada lengkuas dan konsentrasi Amoxycillin. Sedangkan pada 
metode difusi paper disk diameter zona jernih tertinggi yakni pada antibiotik sintetik dengan 
konsentrasi 12,5 mg. 

Pada praktikum terdapat zona bening yang digunakan sebagai indikator bahwa suatu senyawa 
antibiotik berhasil menghambat pertumbuhan dari suatu mikroorganisme. Zona hambat yang 
terbentuk tersebut dikarenakan senyawa tersebut aktif dalam menghambat dan memiliki peran 
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sebagai penghambat mikroorganisme [27]. Pada setiap percobaan yang dilakukan, diameter zona 
hambat yang terbentuk berbeda-beda. Hal ini menunjukkan bahwa kemampuan antibiotik dalam 
menghambat mikroorganisme berdasarkan konsentrasi larutan senyawa antibiotik yang dibuat. 
Diameter zona hambat merupakan petunjuk kepekaan mikroba terhadap antibiotik. Semakin lebar 
diameter hambat maka bakteri semakin sensitif. Untuk pengujiam konsentrasi suatu senyawa 
antibiotik dilakukan pengujian KHM (Konsentrasi Hambat Minimum). 

Pada difusi sumuran, pembuatan sumuran dilakukan hanya sampai dasar seed layer agar dan 
tidak menembus base layer karena dengan menempatkan sumuran di base layer, senyawa 
antimikroba akan berdifusi secara radial ke semua arah termasuk ke arah mikroorganisme yang 
tumbuh di permukaan media agar. Hal ini memungkinkan pengukuran zona hambat atau zona bening 
untuk petunjuk kepekaan mikroba terhadap antibiotik. Pembuatan sumuran hanya di base layer juga 
memudahkan senyawa berinteraksi langsung dengan mikroorganisme yang tumbuh di permukaan 
media agar, sehingga kontak antara senyawa antimikroba dan mikroorgansime dapat terjadi dengan 
lebih efisien. 

 
4. Simpulan 

Pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa uji potensi antimikroba dapat dilakukan dengan 
dua macam metode, yaitu metode difusi dan metode dilusi. Prinsip kerja dari metode difusi ini adalah 
terdifusinya senyawa antimikroba ke dalam media padat dimana mikroba uji telah diinokulasikan. 
Zona hambat merupakan tempat dimana bakteri terhambat pertumbuhannya akibat antibakteri atau 
antimikroba. Zona hambat adalah daerah yang menghambat pertumbuhan mikroorganisme pada 
media agar oleh antibiotik. Zona hambat ini ditunjukkan dengan adalanya zona jernih yang terbentuk 
pada agar. Luasnya zona jernih merupakan petunjuk kepekaan mikroba terhadap antibiotik. 
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