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Abstrak

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan bakteri yang bersifat
merugikan Pengendalian pertumbuhan mikroorganisme bertujuan untuk mencegah penyebaran
penyakit dan infeksi, membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah
pembusukan serta perusakan bahan oleh mikroorganisme. Uji aktivitas antibakteri dilakukan
menggunakan metode difusi sumuran dan difusi paper disk. Hasil pengamatan yang diperoleh berupa
ada tidaknya daerah bening yang terbentuk di sekeliling kertas cakram yang menunjukkan zona hambat
pada pertumbuhan bakteri. Pada setiap percobaan, diketahui terdapat perbedaan diameter zona bening
pada setiap isolat. Adanya perbedaan diameter tersebut sebagai penunjuk kemampuan antibiotik dalam
menghambat mikroorganisme berdasarkan konsentrasi larutan senyawa antibiotik yang dibuat.
Diameter zona hambat sebagai penunjuk sensitivitas bakteri terhadap zat antibakteri.

Kata Kunci: Antimikroba, Difusi Sumuran, Paper Disk, dan Zona Hambat

1. Pendahuluan

Zona hambat adalah daerah sekeliling cakram disk yang tidak ditemukan adanya pertumbuhan
bakteri streptococcus mutans atau zona bening yang terdapat pada media Mueller Hinton Agar
(MHA), yang kemudian diukur dengan jangka sorong [1]. Zona hambat adalah daerah di sekitar
sumuran atau disk kertas pada media agar di mana pertumbuhan mikroorganisme terhambat atau
dihambat sepenuhnya oleh senyawa antimikroba yang diuji [2]. Zona hambat ini terbentuk karena
senyawa antimikroba yang terlarut dalam media agar menyebar ke sekitarnya dan menghambat
pertumbuhan mikroorganisme yang berada dalam jangkauan difusi senyawa tersebut. Ukuran atau
diameter zona hambat dapat menjadi indikator sensitivitas mikroorganisme terhadap senyawa
antimikroba. Semakin besar diameter zona hambat, semakin kuat efek antimikroba senyawa
tersebut terhadap mikroorganisme yang diuji, yang menunjukkan bahwa mikroorganisme tersebut
sensitif terhadap senyawa tersebut [3]. Sebaliknya, zona hambat yang kecil atau bahkan tidak ada
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menunjukkan bahwa mikroorganisme tersebut mungkin resisten terhadap senyawa antimikroba

yang diuji.

Pengukuran diameter zona hambat ini penting dalam mengevaluasi potensi antimikroba suatu
senyawa dan membantu dalam menentukan konsentrasi optimal yang dibutuhkan untuk mencapai
efek yang diinginkan [4]. Selain itu, pengukuran zona hambat juga dapat memberikan informasi
tentang spektrum aktivitas antimikroba suatu senyawa terhadap berbagai jenis mikroorganisme.
Dalam praktikum uji senyawa antimikroba, pengukuran zona hambat menjadi salah satu parameter
utama untuk mengevaluasi efektivitas senyawa yang diuji dalam menghambat pertumbuhan
mikroorganisme target [5].

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan bakteri yang
bersifat merugikan Pengendalian pertumbuhan mikroorganisme bertujuan untuk mencegah
penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan
mencegah pembusukan serta perusakan bahan oleh mikroorganisme [6]. Antimikrobia meliputi
golongan antibakteri, antimikotik, dan antiviral [7].

Mekanisme penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dapat
berupa perusakan dinding sel dengan cara menghambat pembentukannya atau mengubahnya
setelah selesai terbentuk [8]. Perubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan
keluarnya bahan makanan dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam nukleat,
penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat dan protein. Di bidang farmasi,
bahan antibakteri dikenal dengan nama antibiotik, yaitu suatu substansi kimia yang dihasilkan oleh
mikroba dan dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain.

Senyawa antibakteri dapat bekerja secara bakteriostatik, bakteriosidal, dan bakteriolitik [9].
Senyawa antimikroba dalam golongan ini digunakan untuk menghambat atau membunuh
pertumbuhan bakteri. Mereka bekerja dengan mengganggu proses vital dalam bakteri, seperti
sintesis dinding sel bakteri, sintesis protein, atau replikasi DNA [10]. Contoh antibiotik yang umum
digunakan termasuk penicillin, tetracycline, dan cephalosporin. Senyawa antimikroba dalam
golongan ini ditujukan untuk menghambat atau membunuh pertumbuhan jamur atau fungi. Mereka
dapat digunakan untuk mengobati infeksi jamur pada manusia, hewan, atau tanaman. Cara kerja
antimikotik bisa bervariasi, termasuk mengganggu sintesis membran sel jamur atau menghambat
sintesis ergosterol yang penting untuk struktur membran. Contoh antimikotik termasuk fluconazole,
amphotericin B, dan terbinafine [11].

Senyawa antimikroba dalam golongan ini dirancang untuk menghambat pertumbuhan atau
replikasi virus. Mereka bisa bekerja dengan berbagai cara, termasuk menghambat enzim virus,
mengganggu replikasi virus, atau mencegah virus masuk ke dalam sel inang. Contoh antiviral
meliputi oseltamivir (untuk influenza), acyclovir (untuk herpes), dan ritonavir (untuk HIV).

Berdasarkan sifat toksisitus selektifnya, senyawa antimikrobia mempunyai 3 macam efek
terhadap pertumbuhan mikrobia yaitu [12]:

a. Bakteriostatik memberikan efek dengan cara menghambat pertumbuhan tetapi tidak membunubh.
Senyawa bakterostatik seringkali menghambat sintesis protein atau mengikat ribosom. Hal ini
ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase
logaritmik [13]. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel
total maupun jumlah sel hidup adalah tetap.

b. Bakteriosidal memberikan efek dengan cara membunuh sel tetapi tidak terjadi lisis sel atau pecah
sel [14]. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada
pada fase logaritmik Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan
jumlah sel total tetap sedangkan jumlah sel hidup menurun.

c. Bakteriolitik menyebabkan sel menjadi lisis atau pecah sel sehingga jumlah sel berkurang atau
terjadi kekeruhan setelah penambahan antimikrobia [15]. Hal ini ditunjukkan dengan
penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah
penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik, jumlah sel total maupun jumlah sel hidup
menurun. Mekanisme penghambatan antibakteri dapat dikelompokkan menjadi lima, yaitu
menghambat sintesis dinding sel mikrobia, merusak keutuhan dinding sel mikrobia, menghambat
sintesis protein sel mikrobia, menghambat sintesis asam nukleat, dan merusak asam nukleat sel
mikrobia [16].
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Daya antimikrobia diukur secara in vitro agar dapat ditentukan kemampuan suatu zat
antimikrobia. Adanya fenomena ketahanan tumbuhan secara alami terhadap mikrobia menyebabkan
pengembangan sejumlah senyawa yang berasal dari tanaman yang mempunyai kandungan
antibakteri dan antifungi [17]. Tanaman telah lama digunakan dalam pengobatan tradisional karena
kemampuannya untuk menghasilkan senyawa-senyawa aktif yang efektif dalam melawan infeksi
mikroba. Pengembangan senyawa-senyawa antimikroba dari tanaman ini menjadi fokus penelitian
yang penting dalam bidang farmasi dan ilmu kedokteran [18]. Para ilmuwan dan peneliti berupaya
untuk mengeksplorasi potensi tanaman sebagai sumber senyawa-senyawa baru yang dapat
digunakan dalam pengobatan infeksi, terutama mengingat tantangan global yang dihadapi oleh
resistensi antibiotik dan kebutuhan akan pengobatan yang lebih efektif terhadap infeksi jamur [19].

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode pengenceran. Dise
diffusion test atau uji difusi disk dilakukan dengan mengukur diameter zona bening (clear zone) yang
merupakan petunjuk adanya respon penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa
antibakteri dalam ekstrak syarat jumlah bakteri untuk uji kepekaan sensitivitas yaitu 10-10 CFU/mL.
[20].

Material dan Metode
Bahan dan Alat

Hambat minumum ini adalah kultur murni bakteri uji dalam media NB umur 24 jam, senyawa
uji berupa antibiotik (misalnya amoxycilllin sirup Kkering), variasi konsentrasi ditentukan
berdasarkan hasil percobaan VI. (variasi konsentrasi, 6,25; 3,125; dan 1,5625 mg/ml). Sedangkan
alat yang digunaan antara lain petridish steril, pipet volume steril ,media nutrien agar (NA), deret
larutan standar Mac Farland, NB untuk pembuatan suspensi bakteri uji, alkohol 70 %, aquades steril
[21].

. Metode Penelitian

Uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi sumuran dan difusi paper disk.
Media MHA yang sudah ditambahkan suspensi bakteri dibiarkan memadat. Lubang sumuran
kemudian dibuat pada media yang sudah memadat.

Cara Kerja

Cara kerja penentuan ini dengan 2 cara yaitu dengan menggunakan paper desk dan sumuran.
Untuk sumuran dalam pembuatan kontrol kontaminasi media, disiapkan beberapa petri berisi 20 ml
media nutrient agar (NA), 15 ml NA dan 5 ml NA steril, kemudian dibuat sumuran pada petri 1)
dengan pelobang gabus no. 4. Pada petri berisi 20 media NA. Diambil bulatan NA pada sumur yang
dibuat dengan jarum ose secara hati-hati sehingga NA di sekelilingnya tidak tergores/rusak. Lalu
bulatan NA tersebut dimasukkan dalam beker glass berisi alkohol. Untuk pembuatan kontrol
pertumbuhan bakteri uji secara double layer, dituang 5 ml NA steril ke dalam cawan petri steril,
biarkan memadat sebagai base layer agar. Kemudian diambil 1 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan
ke dalam 15 ml media NA secara pour plate, kemudian tuangkan secara merata sebagai seed layer
agar di atas base layer agar, biarkan memadat. Kemudian pada pembuatan kontrol negatif dan
pengujian potensi antibiotik secara difusi sumuran, dibuat media base layer agar dan seed layer agar.
dasar petri dibuat garis dengan spidol untuk membaginya menjadi 4 bagian, dibuat sumuran pada
bagian tengah ke-4 bidang petri. Pada masing-masing sumuran tersebut diinokulasikan 50 pl
senyawa uji dengan kontrol negatif/pelarut dan 4 variasi konsentrasi senyawa uji. Diinkubasi selama
24 jam lalu diamati diameter zona jernih dan diameter zona hambat.

Untuk uji potensi senyawa antibiotik secara difusi paper disk, dibuat 10 ml suspensi bakteri uji
menggunakan media BPW dan setarakan kekeruhannya dengan larutan standar Mac Farland II
(konsentrasi mikroba 6. 108 CFU/ml). Untuk membuat kontrol kontaminasi media disiapkan 20 ml
media NA dan tuang secara aseptis ke dalam petri steril, biarkan memadat. Pada pembuatan kontrol
pertumbuhan bakteri uji ambil 0,2 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan ke dalam petri berisi media
NA secara spread plate dan biarkan permukaan agar hingga mengering. Pengujian potensi antibiotik
secara difusi paper disk, diambil 0,2 ml suspensi bakteri uji, inokulasikan ke media NA secara merata
dengan cara spread plate dan biarkan permukaan agar mengering. Setiap paper disk diinokulasikan
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dengan jarak tertentu secara teratur, Inkubasikan selama 24 jam. Kemudian diamati zona keruh di
setiap petri dan pertumbuhannya serta mengukur diameter zona jernih yang terbentuk di sekitar
paper disk dengan jangka sorong/penggaris.

3. Hasil dan Pembahasan
Adapun hasil dari praktikum sebagai berikut :
Tabel 1. Hasil Praktikum

No. Gambar Keterangan

Metode sumuran

1) 25 mg=1,6cm
Sirih = tidak ada
Bawang putih = tidak ada.

2) 6,5 mg =2 cm (terpanjang melebar)
1,5 cm = lengkuas (tidak ada
zona,tapimuncul putih pekat).
Jahe = tidak ada.

3) 12,5mg=1,5cm

Metode paper disk

1. Lengkuas: media dan bakteritidak
merata

a. 1.6,25mg =1,4cm;1,2
b. 2.25mg=1,2cm
c. 3.lengkuas =tidak adazona
d. 4.12,5 =tidak rata
2. Sirsak
a. sirsak=1,1cm
b. 12,5mg=1,4;1,3cm
c
d

. 6,25mg=1,6cm;0,8cm
. 4.25mg=1,2cm

1. Bawang putiih
a. 6,25=1,5cm;1,4cm
b. 25mg=1,3cm
c. 12,5mg=2,1cm; 1,3cm (dia jatuh terus dipindah)
2. Bawang putih =tidak ada
3. Jahe
a. 625mg=1,1cm
b. 25mg=1,3cm; 1,2cm
c. 12,5=tidak ada
d. Jahe =tidak ada
4. Sirih
a. 6,25mg=1,1cm
b. 25mg=1,3cm; 1,2cm
c. 12,5mg 1,5cm;1cm (keadaanbeningnya tidak rata).

Pembahasan

Praktikum kali ini menggunakan 2 acara uji senyawa yakni secara difusi sumuran dan secara
difusi paper blank,ada 2 metode pada praktikum kali ini yaknimenggunakan metode difusi dan
dilusi.

Prinsip kerja metode difusi adalah terdifusinya senyawaantimikroba(misalnya antibiotik)
kedalam media media padat dimana mikroba wuji (misalnya bakteri patogen)telah
diinokulasikan,metode difusi dapat dilakukan secara paper disk dan sumuran.

Pada metode difusi, penentuan aktivitas didasarkan pada kemampuan difusi dari zat
antimikroba dalam lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan mikrobauji. Hasil pengamatan
yang akan diperoleh berupa ada tidaknya zona hambat yangakan terbentuk disekeliling zat
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antimikroba pada waktu tertentu masa inkubasi. Pada metode ini dapat dilakukan secara paper disk
dan secara sumuran [22]

Metode paper disk (cakram) metode difusi secara paper disk merupakan cara yang paling
sering digunakan untuk menetukan kepekaan kuman terhadap berbagai macam obat-obatan.
Pada metode ini, digunakan suatu cakram kertas saring (paper disk) yang berfungsi sebagai tempat
menampung zat antimikroba. Kertas saring tersebut kemudian diletakkan pada lempeng agar yang
telah diinokulasi mikroba uji, kemudian diinkubasi pada waktu tertentu dan suhu tertentu, sesuai
dengan kondisi optimum dari mikroba uji [23].

Pada umumnya, hasil yang didapat bisa diamati setelah diinkubasi selama 18-24 jam dengan
suhu 37°C. Hasil pengamatan yang diperoleh berupa ada tidaknyadaerah bening yang terbentuk
disekeliling kertas cakram yang menunjukkan zona hambat pada pertumbuhan
bakteri(Ningrum,2019). Zona bening yang terbentuk dikarenakan senyawa antibiotik tersebut aktif
dalam menghambat dan memiliki peran sebagai penghambat mikroorganisme [24]. Pada setiap
percobaan, diketahui terdapat perbedaan diameter zona bening pada setiap isolat. Adanya
perbedaan diameter tersebut sebagai penunjuk kemampuan antibiotik dalam menghambat
mikroorganisme berdasarkan konsentrasi larutan senyawa antibiotik yang dibuat. Diameter zona
hambat sebagai penunjuk sensitivitas bakteri terhadap zat antibakteri. Semakin lebar diameter
hambat maka bakteri akan semakin sensitif. Untuk pengujian konsentrasi suatu senyawa antibiotik
dilakukan pengujian KHM (Konsentrasi Hambat Minimum).

Antibiotik berasal dari kata anti dan bios. Anti berarti melawan, membunuh, membasmi,
sedangkan Bios berarti hidup. Antibiotik adalah zat kimia yang dihasilkan dari berbagai organisme
yang mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain. Antibiotik tertentu aktivitasnya
dapat meningkat dari bakteriostatik menjadi bakterisid bila kadar antibiotiknya ditingkatkan
melebihi kadar hambat minimal (KHM) [25]. Sifat-sifat toksik yang terbentuk memiliki kemampuan
untuk menghambat bakteri dengan antibiotik tersebut.

Antibiotik yang digunakan dalam penelitian ini sebagai kontrol positif adalah kloramfenikol,
untuk membandingkan efek antibakteri yang dimiliki jamur endofit rimpang lengkuas.
Kloramfenikol memiliki mekanisme aksi menghambat pertumbuhan bakteri dengan mekanisme
menghambat sintesis protein dengan jalan mencegah pemanjangan rantai protein dengan
menghambat aktivitas enzim peptidil transferase pada ribosom bakteri. Senyawa ini secara spesifik
terikat pada subunit ribosom 50S dan mencegah formasi ikatan peptide. Kloramfenikol juga
merupakan antibiotik bersifat bakteriostatik yang menghambat sintesis protein sel mikroba dan
berspektrum luas yang aktif untuk bakteri gram positif maupun gram negatif [26].

Kandungan minyak atsiri yang terdiri atas fenol dan beberapa komponen seperti
hidroksikavikol, kavikol, kavibetol, estraditol, eugenol, metal-eugenol, karvakrol, terpenden,
sekuiterpena, feniln, propane, tannin, gula dan pati [27]. Menurut Wulan Noventi dan Novia Carolia
(2016), efek dari daun sirih hijau (Piper Betle L.) dikarenakan kandungan minyak atsiri yang
komponennya yang berkhasiat sebagai antibakteri [11]. Minyak atsiri dalam kandungan daun sirih
hijau yang komponennya berkhasiat sebagai antibakteri hal ini dapat dimanfaatkan baik sebagai
antibakteri untuk mencegah penyakit diare. Daun sirih memiliki cukup banyak kandungan air,
protein, karbohidrat, serat, minyak esensial, dan alkholoid. Daun sirih hijau juga mengandung
beberapa vitamin seperti Vitamin C, asam nikotinik, Vitamin A, thiamine, riboflavin dan juga
mineral yang terdiri atas kalsium, besi, iodin, fosfor, dan potassium.

Menurut peneliti, adanya kandungan minyak atsiri, Alkholoid, Tannin, Flavonoid daun sirih
hijau (Piper Betle L.) yang mampu menghambat pertumbuhan aktivasi bakteri. Kandungan Alkaloid
yang dapat merusak komponen penyusun lapisan peptidoglikan, Tannin yang bersifat
bakteriostatik, dan Flavanoid dapat mendenaturasi sel dan melisiskan sel. Pada penelitian ini
ekstrak daun sirih hijau (Piper betle L.) yang diperoleh dengan pelarut ethanol mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap beberapa bakteri gram positif dan gram negatif salah satunya bakteri
escherchia coli.

. Simpulan
Mengetahui ada tidaknya potensi antibakteri dari suatu senyawa antimikroba umumnya
dapat dilakukan dengan dua uji aktivitas yaitu metode difusi dan metode pengenceran. Hasil
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pengamatan yang diperoleh berupa ada tidaknyadaerah bening yang terbentuk disekeliling kertas
cakram yang menunjukkan zona hambat pada pertumbuhan bakteri. Zona bening yang terbentuk
dikarenakan senyawa antibiotik tersebut aktif dalam menghambat dan memiliki peran sebagai
penghambat mikroorganisme.
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