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ABSTRAK 

UJI AKTIVITAS SENYAWA ANTIMIKROBA EKSTRAK ETANOL 

RIMPANG BANGLE (Zingiber montanum) SEBAGAI AGEN 

PENGENDALIAN BIOLOGI TERHADAP BAKTERI PATOGEN 

Pseudomonas sp. DAN Vibrio sp. 

Oleh 

ARALI TYASNING PRASTITA  

 

Pembusukan pada ikan sering terjadi apabila tidak ditangani secara cermat. Ikan 

mampu membusuk karena memiliki kandungan air yang cukup banyak. Maka, 

beberapa penggunaan antimikroba alami mulai digunakan untuk memperlambat 

kebusukan pada ikan. Rimpang bangle (Zingiber montanum) menjadi salah satu 

tanaman obat tradisional yang banyak dimanfaatkan masyarakat karena kandungan 

metabolit sekundernya, seperti flavonoid, alkaloid, saponin, dan minyak atsiri, yang 

berpotensi sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas 

antimikroba ekstrak etanol rimpang bangle terhadap Pseudomonas sp. dan Vibrio sp., 

dua bakteri patogen yang berperan dalam menurunkan kualitas produk perikanan. 

Metode penelitian yang digunakan meliputi uji difusi sumuran untuk mengukur zona 

hambat pertumbuhan bakteri serta uji mikrodilusi bertingkat untuk menentukan 

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). Perlakuan terdiri atas kontrol positif 

(kloramfenikol), kontrol negatif (akuades steril), dan ekstrak etanol rimpang bangle 

dengan konsentrasi 50 %, 75 %, dan 100 %. Data zona hambat dianalisis dengan uji 

normalitas dan homogenitas sebagai prasyarat. Apabila asumsi terpenuhi, analisis 

dilanjutkan dengan One-Way ANOVA dan uji lanjut Tukey HSD; apabila tidak, 

digunakan uji Kruskal-Wallis dengan uji Dunn sebagai uji lanjut. Hasil penelitian 

menunjukkan pada bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. pada metode sumuran 

dengan aktivitas hambat terbesar berada di konsnetrasi 100 % (6,83 mm; 5,8 mm). 

Sementara hasil uji KHM didapatkan hasil persen hambatan Pseudomonas sp. dan 

Vibrio sp. yang paling baik pada 80 % (2,07 %; 1,27 %).  

 

 

Kata Kunci:   Rimpang bangle, antimikroba, Pseudomonas sp., Vibrio sp., difusi 

sumuran, KHM
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ABSTRACT 

ANTIMICROBIAL ACTIVITY TEST OF ETHANOL EXTRACTS OF 

BANGLE RHIZOMES (ZINGIBER MONTANUM) AS A BIOLOGICAL 

CONTROL AGENT AGAINST PATHOGENIC BACTERIA Pseudomonas 

sp. AND Vibrio sp. 

 By 

ARALI TYASNING PRASTITA 

Fish spoilage often occurs if not handled carefully. Fish are prone to spoilage because 

they contain a high amount of water. Therefore, several natural antimicrobials have 

been used to slow down spoilage in fish. Bangle rhizome (Zingiber montanum) is one 

of the traditional medicinal plants widely used by the community because of its 

secondary metabolites, such as flavonoids, alkaloids, saponins, and essential oils, 

which have antibacterial potential. This study aims to determine the antimicrobial 

activity of ethanol extract of galangal rhizome against Pseudomonas sp. and Vibrio 

sp., two pathogenic bacteria that play a role in reducing the quality of fishery 

products. The research methods used include the well diffusion test to measure the 

zone of bacterial growth inhibition and the microdilution test to determine the 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The treatments consisted of a positive 

control (chloramphenicol), a negative control (sterile water), and ethanol extracts of 

galangal rhizome at concentrations of 50 %, 75 %, and 100 %. The inhibition zone 

data were analyzed using normality and homogeneity tests as prerequisites. If the 

assumptions were met, the analysis was continued with One-Way ANOVA and 

Tukey HSD follow-up test; if not, the Kruskal-Wallis test with Dunn's test was used 

as a follow-up test. The results of the study showed that for Pseudomonas sp. and 

Vibrio sp., the well diffusion method yielded the highest inhibition activity at a 

concentration of 100% (6.83 mm; 5.8 mm). Meanwhile, the KHM test results 

indicated that the best inhibition percentages for Pseudomonas sp. and Vibrio sp. 

were observed at 80% (2.07%; 1.27%). 

 

 

Keywords:   Bangle rhizome, antimicrobial, Pseudomonas sp., Vibrio sp., well 

diffusion, MIC 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1. Latar Belakang 

Lautan dan perairan di Indonesia memiliki keanekaragaman hayati, 

sehingga sektor perikanan dan akuakultur dijadikan sebagai salah satu 

sektor penting pada dunia pangan sekaligus sumber kehidupan masyarakat 

pesisir.  Namun, hal yang harus diperhatikan dari sektor perairan cukup 

rentan terdampak berbagai penyakit menular, di mana sebagian besar 

penyakit tersebut disebabkan oleh patogen primer maupun oportunistik 

yang biasa diklasifikasikan sebagai infeksi bakteri, virus, jamur, dan 

parasit (Irshath et al., 2023).  Kondisi tersebut mendorong berkembangnya 

pendekatan melalui pengendalian hayati, sebagai strategi pengelolaan 

organisme pengganggu yang memanfaatkan agen biologis secara alami.  

Umumnya, agen biologis yang digunakan berupa probiotik dan prebiotik 

yang berasal dari mikroorganisme, serta fitogenik yang berasal dari 

senyawa tumbuhan (Lim et al., 2025).  Penggunaan agen biologis ini dapat 

dilakukan pada hewan-hewan yang biasa dikonsumsi oleh masyarakat 

untuk mencegah terjadinya penyakit patogen, salah satunya ikan.  

Ikan merupakan salah satu sumber pangan yang penting bagi masyarakat, 

kaya akan gizi seperti protein, lemak sehat, vitamin, air, dan mineral.  

Menurut Durazzo et al., (2022), kandungan gizi ikan terdiri dari senyawa 

bioaktif yang berinteraksi dengan jaringan hidup dan memberikan dampak 

positif bagi kesehatan.  Selain itu, ikan mengandung taurin yang berfungsi 

sebagai antioksidan, serta lemak LC-omega-3-PUFA, vitamin D, dan 

tokoferol dalam ikan juga berkontribusi pada kesehatan, mencegah 

penyakit rakitis, dan memiliki sifat pelindung saraf.  Luqman et al., 
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(2024) juga menekankan bahwa ikan adalah sumber utama protein 

berkualitas tinggi yang berkontribusi pada pertumbuhan ekonomi, 

terutama di Indonesia.  Di Lampung, hasil tangkapan perikanan 

menunjukkan peningkatan dari tahun ke tahun, dengan data Badan Pusat 

Statistik (2025), mencatat hasil tangkapan ikan mencapai 188.722 ton pada 

tahun 2023.  Pada penanganannya, ikan juga mengalami tantangan, karena 

kandungan air yang cukup banyak, sehingga mudah mengalami kerusakan, 

dengan pembusukan yang cepat terjadi setelah ditangkap, terutama pada 

suhu tropis.  Yusfiani et al., (2019) menjelaskan bahwa ikan cukup cepat 

memasuki ke fase rigor mortis.  Jika tidak ditangani dengan baik, 

pembusukan akan berlangsung lebih cepat.  Menurut Ariyani dkk., (2007), 

pembusukan ikan lebih cepat terjadi di Indonesia karena keterbatasan 

pasokan es di daerah pelosok.  Apabila ikan dibiarkan pada suhu ruang 

tanpa es cukup lama dapat menurunkan kualitas ikan.  Selain kelangkaan 

pada es, harga es yang cukup mahal, penempatan es di kapal yang 

memerlukan ruang besar, serta penanganan ekstra pada es untuk 

mengawetkannya. 

Salah satu bakteri patogen yang umumnya menyerang hasil perikanan dan 

berbahaya juga bagi manusia adalah Vibrio sp., yang memiliki 

kemampuan hidup di udara, air, dan tanah.  Biasanya, Vibrio sp. 

menyerang makanan laut mentah, penanganan yang kurang tepat, atau 

proses pengolahan hingga pengemasannya yang tidak memenuhi standar 

baku (Lubis dkk., 2021).  Menurut Ihsan, (2021), Vibrio sp. biasanya 

hidup di perairan dan bersifat oportunistik serta dapat menyebabkan 

penyakit bagi manusia.  Jenis bakteri Vibrio sp. yang sering menginfeksi 

manusia di antaranya Vibrio parahaemolyticus dan Vibrio cholerae yang 

dapat menyebabkan penyakit Vibriosis.  Selain bakteri Vibrio sp. sebagai 

patogen, ada pula bakteri pembusuk ikan yang cukup sering ditemukan 

pada ikan, yaitu Pseudomonas sp., yang termasuk dalam kelompok bakteri 

Gram negatif dan bersifat aeorobik yang mampu hidup di tanah, air, dan 

udara.  Pseudomonas sp. juga bersifat fakultatif halofilik yang dapat hidup 

pada lingkungan dengan garam sebesar 2 % (Daeng dan Husen, 2019). 
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Penggunaan pengawet pada ikan menjadi salah satu cara untuk 

menghambat pembusukan.  Pengawet kimia yang sering digunakan di 

sektor pengolahan perikanan di antaranya asam benzoat, nitrat atau nitrit, 

dan ethyl p-hydroxybenzoate.  Namun, hal tersebut menimbulkan efek 

samping berbahaya seperti disfungsi hati dan karsinogenik.  Maka, 

pengawet alami dari tumbuhan menjadi salah satu alternatif yang lebih 

aman dan ramah lingkungan (Sukanda et al., 2023).  Penggunaan 

antibiotik kimia juga berisiko menimbulkan residu dalam jaringan ikan, 

yang dapat berdampak negatif pada kesehatan manusia dan ekspor produk 

perikanan (Najah et al., 2024). 

Salah satu agen biologis yang digunakan sebagai alternatif sebagai 

pengawet pada ikan yang dinilai ramah lingkungan dengan menggunakan 

tumbuhan yang mampu menghasilkan senyawa metabolit untuk 

antimikroba.  Pada beberapa penelitian sudah banyak yang mencoba 

beberapa bahan alami seperti cengkeh, kunyit, serai, dan lainnya terbukti 

cukup efektif dalam menghambat pertumbuhan mikroorganisme.  Bangle 

menjadi salah satu bahan alami yang diperhitungkan mampu menghambat 

mikroorganisme. Rimpang dari bangle secara tradisional memiliki 

kemampuan antiinflamasi, analgesik, serta anti obesitas, karena memiliki 

kandungan minyak atsiri yang mengandung terpinen-4-ol, sabinen, 

arilbutanoid, fenilbutanoid, kurkuminoid, dan seskuiterpen (Maryam dkk., 

2018).  Selain itu, senyawa metabolit sekunder dari bangle dapat digunakan 

sebagai antimikroba, seperti alkaloid, flavonoid, saponin, dan terpenoid 

(Khusnul dkk., 2021).  Flavonoid menjadi senyawa pereduksi yang baik, 

yang mampu menghambat banyak reaksi oksidasi secara enzimatik 

maupun non enzimatik, di mana dapat mengganggu keutuhan membran 

sel bakteri, mengganggu fungsi sel mikroorganisme, serta menghambat 

siklus sel mikroba (Latifah dkk., 2025).  Alkaloid juga mampu 

menghambat juga sintesis dinding sel bakteri yang belum dan tidak 

sempurna dengan mudah.  Saponin mampu mengganggu tegangan 

permukaan sel bakteri, sehingga mudah bocor serta melisiskan permukaan 

tersebut.  Sedangkan senyawa steroid dapat menyebabkan kebocoran pada 
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lisosom bakteri (Hayati dan Safarianti, 2017).  Hal ini juga terbukti bahwa 

bangle mampu menghambat pertumbuhan jamur Tricophyton rubrum dari 

penelitian yang dilakukan oleh Khusnul dkk., (2021). 

1.2. Tujuan 

Penelitian ini bertujuan untuk: 

1) Mengetahui aktivitas daya hambat ekstrak etanol rimpang bangle 

terhadap pertumbuhan bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

2) Mengukur konsentrasi optimum ekstrak etanol rimpang bangle dalam 

aktivitas daya hambat pertumbuhan Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

3) Mengetahui senyawa bioaktif ekstrak bangle yang memiliki kemampuan 

aktivitas sebagai antimikroba. 

1.3. Kerangka Pemikiran 

Pembusukan pada ikan terjadi cukup signifikan di beberapa daerah, 

termasuk kasus keracunan makanan akibat bahan pangan yang membusuk 

oleh bakteri pembusuk Pseudomonas sp. dan Vibrio sp..  Peristiwa 

keracunan makanan dapat menyebabkan berbagai penyakit, seperti infeksi 

pada pencernaan salah satunya.  Dalam pencegahan pembusukan pada 

ikan umumnya menggunakan pengawet kimia maupun antibiotik sintetis 

seperti amoxycillin, cloramphenicol, dan masih banyak lagi menimbulkan 

residu yang bisa menyebabkan pembusukan lebih cepat pada ikan.  Maka 

dari itu, sudah cukup banyak bahan-bahan alami yang dibuat sebagai 

pengawet alami karena senyawa bioaktif di dalamnya memiliki aktivitas 

antimikroba, seperti cengkeh, serai, kunyit, bangle, dan sebagainya. 

Bangle atau Zingiber montanum menjadi salah satu bahan alami rempah-

rempah yang mampu mengobati penyakit serta memiliki senyawa bioaktif 

dengan kemampuan bioaktivitasnya.  Senyawa bioaktif pada rimpang 

bangle yang terdiri dari minyak atsiri yang mengandung terpinen-4-ol, 

sabinen, arilbutanoid, fenilbutanoid, kurkuminoid, dan seskuiterpen, serta 

metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, saponin, dan terpenoid.  

Penelitian ini menggunakan dua metode uji utama dalam mengukur 
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efektivitas senyawa antimikroba pada rimpang bangle, yaitu menggunakan 

metode Well Difusion  atau difusi sumuran dan Broth Dilution.  Pelarut 

etanol yang digunakan pada ekstrak etanol rimpang bangle diharapkan 

menjadi cara yang efektif untuk menghambat pertumbuhan terhadap bakteri 

Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

1.4. Manfaat 

Penelitian ini dapat bermanfaat untuk menambah pengetahuan peneliti 

tentang manfaat pada ekstrak etanol rimpang bangle Zingiber montanum 

sebagai antimikroba terhadap bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp., serta 

memberikan informasi kepada masyarakat mengenai manfaat Rimpang 

bangle sebagai bahan pengawet alami untuk ikan. 

1.5. Hipotesis 

Berdasarkan pendahuluan di atas, maka hipotesis yang didapatkan adalah  

sebagai berikut: 

1. Terdapat daya hambat yang terlihat dari kemampuan ekstrak etanol 

rimpang bangle terhadap bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

2. Terdapat perbedaan signifikan antar konsentrasi ekstrak etanol rimpang 

bangle yang diujikan sebagai antimikroba. 

3. Terdapat senyawa bioaktif pada ekstrak etanol rimpang bangle yang 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio 

sp. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 
 

 

2.1. Rimpang Bangle (Zingiber montanum) 

Salah satu jenis rempah-rempah yang dikembangkan sebagai tanaman 

obat alami adalah rimpang bangle.  Bangle (Zingiber montanum) 

merupakan golongan Zingiberaceae dan termasuk dalam tanaman herba 

tropis atau subtropis yang tersebar di Asia Tenggara, khususnya di 

Indonesia.  Tanaman ini tidak hanya dimanfaatkan sebagai bumbu 

masakan, tapi juga telah dimanfaatkan sebagai obat tradisional Indonesia 

karena berbagai khasiatnya.  Bagian tanaman bangle yang biasa digunakan 

untuk pengobatan tradisional yaitu rimpangnya (Daryanti dkk., 2022). 

Rimpang bangle memiliki berbagai khasiat di antaranya sebagai obat 

demam, nyeri perut, sembelit, masuk angin, cacing, dan encok (Daryanti 

dkk., 2023). 

Rimpang bangle dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional didukung 

dari metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya.  Bagian tanaman 

yang sering digunakan sebagai obat diantaranya daun, buah, biji, bunga, 

akar, rimpang, batang (kulit) dan getah atau resin (Daryanti dkk., 2023). 

Umumnya, bangle dimanfaatkan oleh masyarakat berasal dari daun, 

rimpang, sampai minyak esensialnya yang dikenal mampu mengobati 

berbagai macam, seperti lambung, diare, kolik, dan sakit kepala (Silalahi, 

2019). 

Berikut klasifikasi dari tanaman rimpang bangle menurut Cronquist, 

(1988) sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Division : Magnoliophyta 
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Class : Liliopsida 

Subkelas : Zingiberidae 

Ordo : Zingiberales 

Family : Zingiberaceae 

Genus : Zingiber 

Species : Zingiber montanum 

 

 

(a) (b) (c) 

Gambar 1.  Gambar Kenampakan dari (a) Rimpang Bangle 

(Zingiber montanum), (b) Daun Bangle (Wakhidah, 

2022), dan (c) Bunga Bangle (Guanhong, 2023). 

Bangle (Zingiber montanum) memiliki rimpang yang berwarna orange 

pucat di bagian dalam.  Memiliki batang semu yang ditopang oleh 

pelepah daun dengan tinggi sekitar 1,2-1,8 m.  Daunnya berbentuk 

glabrous dengan rambut-rambut di dekat ujungnya dengan ligula berlobus 

dua (bilobed) dengan panjang sekitar 2 mm.  Helaian daun berbentuk pita 

dengan panjang daun sekitar 20-35 cm x 2-4 cm dan permukaan bawah 

pubescent.  Pembungaan fusiform atau cylindrical ovoid dengan ukuran 

sekitar 10-16 cm x 3-3,5 cm, bagian apeknya acute berdiri tegak dengan 

panjang sekitar 20-25 cm.  Bracktea berbentuk ovate dengan ukuran 

sekitar 3-3,5 cm pubescent, bewarna hijau kecoklatan.  Brakteola 

memiliki panjang sekitar 1-1,5 cm.  Mahkota dan labelum bewarna 

kuning pucat dengan panjang 6 cm dengan lobus dibagian tengah (Mukti 

dan Andriani, 2021). 

Umumnya, famili Zingiberaceae termasuk dalam herba aromatis yang 

memiliki rhizoma.  Di daerah pantropikal, Zingiberaceae merupakan 
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famili terbesar dari ordo Zingiberales dengan 53 genus dan lebih dari 1200 

spesies.  Genus Zingiber memiliki sekitar 100 spesies dan pusat 

penyebarannya terdapat di Asia Tenggara, namun juga ditemukan di Asia 

tropis, Ausralia, dan Jepang.  Menurut Silalahi, (2019), batang tumbuhan 

Zingiberaceae tidak berkembang dengan baik dan yang terbentuk 

merupakan pseudostem (batang semu) di mana terbentuk dari tumpukan 

pelepah daun.  Helaian daun biasanya berbentuk lanset atau elips dengan 

bagian tepi yang rata, sedangkan bagian ujung daun runcing atau 

meruncing.  Inflorescence atau pembungaan dibentuk dibagian terminal 

taruk (shoot) tanpa daun yang muncul dari rhizoma.  Bunga bersifat 

epigynous, bisexual, dan zygomorphic, serta memiliki satu stamen yang 

fungsional yang berada dibagian tengah belakang dalam lingkaran bunga, 

sedangkan dua stamen lagi bersifat steril sedangkan stamen yang berada 

dilingkaran luar tereduksi.  Tangkai sari berada diantara theca dan stigma 

kelihatan berada di atas dari antera (Silalahi, 2019). 

Menurut Maryam dkk., (2019), kandungan kimia dari rimpang bangle 

(Zingiber montanum) yang telah ditemukan antara lain senyawa minyak 

atsiri yang mengandung terpinen-4-ol, sabinen, arilbutanoid (Dimetoksi 

fenil butadien (DMPBD) dan dimernya), fenilbutanoid ((E)-4-(3’,4’-

dimethoxyphe-nyl)but-3-en-1-ol), ((E)-4-(2’,4’,5’ -trimethoxy-phenyl)but-

3-en-1-ol dan (E)-4-(3’,4’,1-trimethoxy phenyl) but-3-en-1-ol)), 

kurkuminoid, dan seskuiterpen.  Sementara pada Mukti dan Andriani 

(2021), berdasarkan analisis spektrometri massa kromatografi gas (GS-

MS) kandungan pada minyak atsiri rimpang bangle segar dilaporkan 

terdapat berbagai senyawa seperti 𝛼-thurjene, 𝛼-pinene, 𝛽-mycrene, 𝛼-

terpinene, 𝛽-phellandrene, p-cymene, 𝛾-terpinene, sabinen, sabinene 

hydrate, terpinolen, terpinen-4-ol sebesar 14,51 %, terpinyl acetate, 𝛽-

sesquiphellandrene dan 4-(3,4-dimethoxyphenyl) but-1,3-diene (DMPBD) 

yang diidentifikasi berdasarkan waktu retensi dan perbandingan dengan 

senyawa standar.  Sementara kandungan minyak daun bangle terdapat 

sabinene sebesar 15 %, 𝛽-pinene sebesar 14,3 %, caryophyllene oxide 

sebesar 13,9 % dan caryphyllene sebesar 9,5 %. 
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Hasil analisis fitokimia ekstrak etanol rimpang bangle yang dilakukan oleh 

Singh et al., (2018) diketahui mengandung golongan senyawa tanin, 

alkaloid, steroid, terpenoid, dan flavonoid, sedangkan senyawa bioaktif 

yang berhasil diisolasi dari rimpang bangle di antaranya adalah 

cassumunarin A, B dan C yang merupakan turunan kurkuminoid, 

terpinen-4-ol, alpha and beta-pinen, sabinen, mirsen, terpinen, limonen, p-

cimene, terpinolen, dimer fenil butanoat, dan (E)-4-(3’,4’-dimetoksifenil)-

but-3-en-l-ol.  Komponen minyak atsiri rimpang bangle diketahui 

mengandung senyawa monoterpen sebagai komponen mayor dan 

seskuiterpen.  Tetapi, pada percobaan yang dilakukan oleh Khusnul dkk., 

(2021), rimpang bangle dengan ekstrak etanol 70 % yang telah diuji 

fitokimianya terdapat senyawa saponin juga di dalamnya.  Hal ini 

memungkinkan karena perbedaan pelarut dan juga konsentrasi pelarut 

yang digunakan berbeda.  

Pada beberapa penelitian, sudah ada yang mencoba bioaktvitas rimpang 

bangle untuk diuji aktivitas antimikrobanya, baik pada bakteri maupun 

jamur.  Pada bakteri, seperti dalam penelitian Setyani dkk., (2021), 

penelitiannya menunjukkan bahwa ekstrak etanol akar segar bangle 

terhadap bakteri Escherichia coli dan Streptococcus memiliki daya 

hambat antibakteri dari konsentrasi yang berbeda.  Efektivitas antibakteri 

terlihat dengan terbentuknya zona hambat (bening) di sekitar kertas 

cakram dengan diameter zona hambat yang lemah pada konsentrasi 25 %, 

50 % dan 75 % pada bakteri Escherichia coli dengan rata-rata zona 

hambat < 5 mm, sedangkan pada konsentrasi 100 % ekstrak akar segar 

bangle memiliki aktivitas antibakteri kuat dengan rata-rata zona hambat 

10-20 mm.  Pada bakteri Streptococcus sobrinus memiliki aktivitas 

antibakteri lemah pada konsentrasi 25 % dengan rata-rata zona hambat < 5 

mm, pada konsentrasi 50 %, 75 % dan 100 % termasuk kedalam aktivitas 

antibakteri sedang dengan rata-rata zona hambat 5-10 mm. 

Sementara pada penelitian yang dilakukan Khairunnisa dkk., (2024), 

menghasilkan efektivitas antimikroba rimpang bangle terhadap Shigella 

dysenteriae cukup tinggi pada konsentrasi 100 % dengan diameter 
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14,30±0,39 mm, dan diikuti berturut-turut dengan 75 % sebesar 

13,80±0,33 mm, 50 % sebesar 12,80±0,78 mm, dan 25  % sebesar 

8,80±1.36 mm.  Data ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol rimpang 

bangle memiliki aktivitas antibakteri terhadap Shigella dysenteriae, 

dengan efektivitas yang meningkat seiring dengan peningkatan 

konsentrasi ekstrak, walaupun masih terbilang lemah dibandingkan 

dengan kontrol positifnya (ciprofloxacin). 

Pada jamur, rimpang bangle juga diuji aktivitas antimikrobanya terhadap 

Tricophyton rubrum.  Menggunakan konsentrasi 10 % sampai dengan 100 

% (kelipatan sepuluh), didapatkan zona hambat yang cukup terlihat 

signifikan per konsentrasinya, dengan konsentrasi terefektif mencapai 100 

% menghasilkan diameter sebesar 43,33±1,527 mm.  Hasil tersebut 

bahkan lebih kuat dibandingkan kontrol positifnya, yakni ketokonazol 2 % 

yang menghasilkan diameter zona hambat sebesar 33±1 mm (Khusnul 

dkk., 2021). 

Dari beberapa penelitian di atas, dapat disimpulkan kalau ekstrak rimpang 

bangle mampu menghambat pertumbuhan bakteri.  Maka dalam penelitian 

ini, peneliti ingin mencoba menguji ekstrak rimpang bangle pada bakteri 

Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. yang dikenal sebagai bakteri pembusuk 

ikan. 

2.2. Proses Pembusukan Ikan 

Menurut Rorong dan Wilar, (2020), mikroorganisme tersebar luas di alam 

yang berakibat produk pangan jarang sekali yang steril, tetapi umumnya 

tercemar oleh berbagai jenis mikroorganisme.  Pertumbuhan 

mikroorganisme dalam bahan pangan dapat mengakibatkan perubahan 

fisik atau kimia yang tidak diinginkan, sehingga bahan pangan tersebut 

tidak layak dikonsumsi.  Pengawetan pangan merupakan usaha untuk 

mencegah pertumbuhan mikroorganisme pada bahan pangan.  Untuk dapat 

tumbuh dan berfungsi secara normal, mikroorganisme membutuhkan 

sumber energi, sumber nitrogen, vitamin, mineral dan faktor pertumbuhan 

lainnya.  Komponen-komponen tersebut diperoleh mikroba dari bahan 
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pangan, sehingga makanan menjadi rusak.  Pengolahan atau pengawetan 

dapat dilakukan dengan berbagai cara, seperti pendinginan, penggaraman, 

pengeringan, pengasapan, fermentasi, dan pengalengan atau pengemasan. 

Kerusakan merujuk pada penurunan kualitas ikan, yang mempengaruhi 

penampilan, aroma, rasa, dan tekstur dagingnya.  Maka dari itu, ikan 

merupakan sumber daya yang mudah rusak dibandingkan dengan sumber 

daya segar lainnya, serta kualitas higienisnya menurun dengan cepat.  

Peningkatan pH dan senyawa nitrogen mendorong pertumbuhan bakteri, 

yang mempengaruhi warna bola mata, permukaan tubuh, perut, dan tonus 

otot setelah tahap awal kerusakan yang singkat. Pertumbuhan bakteri 

adalah satu proses penyebab kerusakan ikan dan memiliki dampak terbesar 

pada kualitas ikan segar.  Kerusakan mikrobiologis menghasilkan amin 

volatil, amin biogenik, dan keton, yang semuanya memiliki rasa tidak 

sedap dan tidak menyenangkan.  Kehadiran bakteri dalam ikan 

menunjukkan bahwa proliferasi bakteri memungkinkan mikroorganisme 

patogen dan toksigenik untuk berkembang biak, serta menimbulkan 

bahaya bagi kesehatan masyarakat.  Kontaminasi silang ikan dapat terjadi 

di lingkungan pengolahan atau selama persiapan ikan sebelum dikonsumsi.  

Tingkat yang signifikan dari amonia, kreatin, asam amino bebas, asam 

urat, dan histamin mendorong pembentukan bakteri pasca kematian, yang 

menyebabkan kerentanan terhadap ikan segar.  Selain itu, karena sifat 

poikilotermiknya (dengan suhu tubuh yang bervariasi dan cenderung 

berfluktuasi sesuai dengan suhu lingkungannya yang serupa atau sedikit 

lebih tinggi dari suhu lingkungannya), ikan memiliki pH netral hingga 

sedikit asam dan kandungan air yang tinggi, yang mampu mendorong 

pertumbuhan berbagai jenis bakteri.  Kontaminasi bakteri telah diakui 

sebagai penyebab utama kerusakan ikan (Luqman et al., 2024). 

Masih dalam Luqman et al., (2024), konsistensi ikan memburuk karena 

proses rumit meliputi degradasi fisik, kimiawi, dan mikrobiologis.  Ikan 

yang diambil dari ekosistem air akan mengakibatkan kematian, dan 

mengalami perubahan pada tubuh ikan.  Modifikasi atau proses ini disebut 

sebagai modifikasi postmortem.  Perubahan ini terjadi karena ikan mulai 
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mengalami pembusukan.  Setelah ikan ditangkap, pembusukan dimulai 

dengan cepat, dan fase rigor mortis bertanggung jawab dalam proses ini.  

Perubahan aroma, rasa, dan tekstur selama proses pembusukan dipicu oleh 

degradasi beberapa mekanisme dan sintesis zat-zat baru.  Degradasi terjadi 

dengan cepat karena adanya beberapa mekanisme yang didorong oleh 

aktivitas metabolisme mikroba dan degradasi lipid.  Ikan segar 

mengandung banyak air dan terdiri dari asam amino bebas yang membantu 

pertumbuhan bakteri dan dapat menimbulkan bahaya akibat kontaminasi 

silang mikroorganisme dari sumber yang berbeda, seperti bakteri, 

biotoksin, dan mikroorganisme lain.  Hal ini dapat terjadi baik di 

ekosistem akuatik asli atau kontaminasi ekosistem.  Infeksi zoonosis yang 

terkait dengan ikan dapat berupa infeksi yang didapat secara topikal yang 

diakibatkan dari kontak dengan hewan air atau infeksi yang disebabkan 

dengan menelan produk air yang kurang matang seperti ikan.  Jumlah 

bakteri yang terkait dengan ikan bervariasi tergantung pada area ekologi, 

cuaca, dan metode panen.  Mikrobiota ikan yang khas cenderung mewakili 

mikroorganisme yang ditemukan di air di dekatnya.  Sistem pertahanan 

ikan mencegah bakteri mencapai kulit saat mereka masih hidup.  Ketika 

mereka merespon campuran bahan kimia alami yang rumit setelah mati, 

bakteri dapat menembus atau menyebar ke dalam daging, sehingga 

menghasilkan perbedaan yang jelas pada kualitas daging ikan. 

2.3. Antimikroba 

Dalam menangani pembusukan ikan akibat adanya aktivitas bakteri 

memerlukan suatu usaha untuk mengendalikannya dengan pemakaian 

bahan antimikroba dalam segala kegiatan yang dapat menghambat, 

membasmi, atau menyingkirkan mikroorganisme.  Antimikroba sendiri 

merupakan suatu bahan yang dapat mengganggu pertumbuhan dan 

metabolisme pada mikroorganisme.  Tujuan utama dalam pengendalian 

mikroorganisme yaitu membantu mencegah penyebaran penyakit dan 

infeksi, membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, serta 

mencegah pembusukan dan perusakan oleh mikroorganisme (Setiani dkk., 

2021). 
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Dalam penggunan antimikroba berbahan sintetis secara tidak selektif bisa 

menyebabkan perkembangan resistensi multidrug pada mikroorganisme.  

Resistensi terhadap obat bisa disebabkan oleh penggunaan antimikroba yang 

tidak teratur dan kondisi yang tidak higenis sehingga berdampak parah pada 

setiap aspek kehidupan.  Peningkatan resistensi pada mikroorganisme dapat 

disebabkan oleh fenomena mutasi genetik atau gen resistensi antibiotik yang 

diperoleh akibat penggunaan antimikroba yang tidak tepat.  Selain itu, 

antibiotik terkait dengan konsekuensi negatif pada inang, termasuk 

hipersensitivitas, reaksi alergi, dan supresi imun.  Resistensi multidrug telah 

mendorong peneliti untuk mencari obat baru dengan sifat antimikroba dari 

sumber berbeda seperti tanaman obat, yang berfungsi sebagai sumber serta 

dapat diterima untuk agen antimikroba.  Umumnya, aktivitas antimikroba 

tanaman dikaitkan dengan keberadaan fitokimia seperti tanin, fenol, 

alkaloid, terpenoid, dan flavonoid, karena fitokimia memiliki kemampuan 

untuk menghambat pertumbuhan mikroba infeksius, banyak tumbuhan 

masih digunakan karena sifat antimikroba dan aktivitas biologis lainnya.  

Meskipun terdapat obat antimikroba yang kuat, kemunculan mikroba 

resisten telah menimbulkan minat besar dalam penelusuran dan 

pengembangan obat yang efektif (Sowmya and Raveesha, 2021). 

Salah satu tanaman yang sering digunakan untuk agen antimikroba 

berasal dari rempah-rempah.  Rempah-rempah telah digunakan sebagai 

makanan dan bumbu sejak zaman kuno, dan sebagai obat dan pengawet 

makanan dalam beberapa dekade terakhir.  Banyak rempah seperti 

cengkeh, oregano, thyme, kayu manis, dan jintan telah diterapkan untuk 

mengobati penyakit menular atau melindungi makanan karena terbukti 

memiliki aktivitas antimikroba terhadap jamur dan bakteri patogen.  

Selain itu, metabolit sekunder dari rempah-rempah ini dikenal sebagai 

agen antimikroba, sebagian besar di antaranya umumnya diakui sebagai 

bahan aman untuk makanan dengan efek samping yang tidak signifikan.  

Oleh karena itu, rempah-rempah dapat menjadi kandidat untuk 

dikembangkan menjadi agen antimikroba baru melawan mikroorganisme 

patogen (Liu et al., 2017). 
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Salah satu rempah yang biasa digunakan adalah rimpang bangle.  

Rimpang bangle memiliki senyawa metabolit sekunder, seperti flavonoid, 

alkaloid, saponin, tanin, dan terpenoid atau steroid.  Saponin menjadi 

salah satu metabolit sekunder yang termasuk dalam golongan glikosida, di 

mana terdiri atas monosakarida dan bagian lipofilik yang dinamakan 

genin.  Saponin terbagi menjadi dua jenis, yakni saponin steroid dan 

saponin tritepenoid.  Saponin memiliki beberapa aktivitas antimikrobial, 

yaitu antibakteri, antifungi, antivirus, anti-inflamasi, anti-ulkus, hemolitik 

dan hepatoprotektif.  Saponin juga menjadi senyawa yang dapat bekerja 

secara sinergis dengan antimikroba lain dan meningkatkan kemampuan 

antimikrobialnya agar dapat menyerang bakteri maupun fungi yang 

sebelumnya resisten dengan antimikroba tersebut.  Selanjutnya ada 

steroid, yakni derivat lipid yang tidak terhidrolisis dan memiliki kerangka 

struktur androstan yang memiliki empat cincin terpadu siklopentano 

fenantren.  Steroid menjadi senyawa antimikrobial karena bersifat tidak 

toksik, tidak mudah resisten terhadap banyak obat, dan mampu 

memenetrasi dinding sel mikroba.  Alkaloid merupakan senyawa 

heterosiklik yang mengandung satu atau lebih atom nitrogen yang mampu 

bekerja menjadi antimikrobial dengan berbagai cara, seperti mengganggu 

pembelahan sel dengan memicu elongasi sel, menghambat respirasi dan 

aktivitas enzim bakteri, merusak membran sel, dan mengacaukan gen 

virulen mikroba (Bahri et al., 2023).  Sementara flavonoid mampu 

menghambat sintesis asam nukleat yang dilakukan melalui cincin B pada 

flavonoid di mana memiliki peran penting dalam proses pembentukan 

ikatan hidrogen dengan menumpuk basa asam nukleat yang menghambat 

sintesis DNA dan RNA, penghambatan fungsi membran sel, serta dapat 

mengganggu metabolisme sel (Mappasomba dkk., 2020).  

Menurut percobaan yang dilakukan Latifah dkk., (2015), flavonoid 

mampu menghambat banyak reaksi oksidasi secara enzimatik maupun 

non enzimatik, mengganggu keutuhan membran sel bakteri, mengganggu 

fungsi sel mikroorganisme, serta menghambat siklus sel mikroba.  Selain 

itu, menurut Hayati dan Safarianti, (2017), senyawa flavonoid mampu 
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menghambat sintesis asam nukleat dan menghambat metabolisme energi 

sel bakteri.  Alkaloid dalam rimpang bangle mampu menghambat juga 

sintesis dinding sel bakteri yang belum dan tidak sempurna dengan 

mudah.  Saponin memiliki aktivitas antibakteri dengan cara mengganggu 

tegangan permukaan sel bakteri, sehingga mudah bocor serta lisis. 

Sedangkan senyawa steroid dapat menyebabkan kebocoran pada lisosom 

bakteri.  Sementara tanin mampu merusak membran sitoplasma bakteri, 

menginaktivasi adhesin sel mikroba serta menghambat enzim penting 

seperti reverse transkriptase dan DNA topoisomerase.  Hal tersebut 

menyebabkan bakteri tidak dapat berkembang (Yuan et al., 2021). 

2.4. Bakteri Pembusuk Pada Ikan 

2.4.1. Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. termasuk dalam kelompok bakteri Gram negatif 

berbentuk batang dan kokus, tidak berfermentatif, dan bersifat 

aeorobik yang mampu hidup di tanah, air, dan udara.  

Pseudomonas sp. juga bersifat fakultatif halofilik yang dapat 

hidup pada lingkungan dengan garam sebesar 2 %.  Golongan 

halofilik dibagi menjadi dua, yakni fakultatif halofilik yang terdiri 

dari Acinetobacter, Flavobacterium, dan Pseudomonas, serta 

obligat fakultatif di mana dapat hidup dalam lingkungan dengan 

kandungan garam lebih dari 2 %, dari golongan bakteri 

Bacillaceae dan Micrococcus (Daeng dan Husen, 2019). 

Bakteri Pseudomonas sp. memiliki flagel yang berisifat polar. 

Bakteri ini oksidase positif, katalase positif, nonfermenter dan 

tumbuh dengan baik pada suhu 4 °C atau dibawah 43 °C.  Bakteri 

ini memproduksi beberapa enzim seperti protease, amilase, dan 

lipase.  Selain itu bakteri Pseudomonas juga dapat menguraikan 

protein, karbohidrat dan senyawa organik lain menjadi CO2, gas 

amoniak, dan senyawa-senyawa lain yang lebih sederhana.  Bakteri 

Pseudomonas sp. mempunyai batas-batas pH tertentu untuk 

pertumbuhannya.  Bakteri Pseudomonas sp. memiliki pH 5,3-9,7, 
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umumnya berkembang dengan baik pada pH antara 5,5-9.  Tingkat 

pH yang rendah merupakan keadaan yang optimal bagi 

berkembang biaknya beberapa jenis bakteri patogen seperti bakteri 

Pseudomonas sp. dan perubahan pH yang mencolok dapat 

menyebabkan ikan menjadi stress.  Bakteri Pseudomonas sp. 

mampu menghasilkan satu atau lebih pigmen yang dihasilkan oleh 

asam amino aromatik sepeti tirosin dan fenilalanin.  Beberapa 

pigmen tersebut antara lain adalah piosanin (pigmen berwarna 

biru), pioverdin (pigmen berwarna kuning), piorubin (pigmen 

berwarna merah), dan piomelanin (pigmen berwarna coklat).  

Tidak semua koloni Pseudomonas berpigmen, ada koloni yang 

mungkin hampir tidak berwarna, koloni pigmen berwarna krem 

dan koloni pigmen berwarna kuning itu umum (Rahmadian dkk., 

2018). 

Pseudomonas sp. bersifat motil dan non-fermentatif, di mana 

mampu memanfaatkan gula melalui metabolisme oksidatif dengan 

oksigen sebagai penerima elektron terminal.  Bakteri ini 

memetabolisme glukosa untuk menghasilkan asam, mereduksi 

nitrat menjadi nitrit, dan mendekomposisinya menjadi nitrogen.   

Pseudomonas sp. tidak menghasilkan indol atau menunjukkan 

reaksi positif terhadap methyl red (MR).  Uji biokimia yang telah 

dilakukan oleh Lubis dkk., (2014) pada Pseudomonas sp. 

mengkonfirmasi bahwa mereka adalah bakteri Gram negatif 

berbentuk batang, dengan hasil positif pada Simmon's Citrate Agar 

(SCA) dan metabolisme glukosa.  Hasil metabolisme laktosa, 

sukrosa, dan manitol memberikan hasil yang bervariasi, ada yang 

positif dan juga negatif.  Hal ini menunjukkan kemampuan 

fermentasi yang berbeda di setiap variasi strain Pseudomonas sp. 

tersebut (Yansri et al., 2025). 

Klasifikasi Pseudomonas sp. menurut Brenner et al., (2005) adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 



17 

 

Phylum : Pseudomonadota  

Class : Gammaproteobacteria  

Ordo : Pseudomonadales  

Family : Pseudomonadaceae 

Genus : Pseudomonas 

Species : Pseudomonas sp. 

(a) (b) 

Gambar 2.  Gambar Koloni Pengamatan Gram dari (a) 

Pseudomonas sp. Bentuk Kokus, (b) Pseudomonas sp. 

Bentuk Basil dengan perbesaran ±100X (Rahmadian 

dkk., 2018). 

Bakteri Pseudomonas (khususnya Pseudomonas aeruginosa) 

memproduksi enzim protease ekstraseluler secara banyak yang 

memungkinkannya terlibat dalam patogenitas, seperti elastase 

(LasB, pseudolysin), protease alkali (AprA, aeruginolysin), 

protease kecil (PasP), protease ekstraseluler besar (LepA), dan 

Protease IV (Lysyl endopeptisidae).  Dari enzim-enzim tersebut, 

Protease IV yang dianggap sebagai faktor virulensi penting dalam 

beberapa kasus infeksi yang disebabkan Pseudomonas, salah 

satunya infeksi kornea (Part et al., 2016).  Hasil ini juga 

mendukung dugaan penelitian yang mengindikasikan 

Pseudomonas sp. merusak jaringan ikan, didukung oleh hasil 

penelitian lain dari Armada dan Simora, (2016) yang menemukan 

varian bakteri Pseudomonas sp. pada saluran pencernaan ikan 

baronang (Siganus guttatus) dengan hasil positif uji enzim 

proteolitik ekstraseluler serta pencarian berbasis molekuler. 
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Menurut Admi dkk., (2024), bakteri Pseudomonas sp. 

menyebabkan beberapa penyakit infeksi pada hewan seperti, otitis, 

folikulitis, infeksi saluran kemih, hemorrhagic pneumonia dan 

penyakit reproduksi seperti mastitis, abortus dan endometritis.  

Bakteri Pseudomonas sp. yang berada di lingkungan memiliki 

faktor resiko memperoleh gen resisten dari lingkungan. 

Lingkungan dapat tercemar oleh kotoran manusia dan hewan yang 

menjadi sumber utama penyebaran antibiotik dengan mengandung 

antibiotik yang tidak termetabolisme dengan baik oleh tubuh ke 

dalam lingkungan.  Berbagai penggunaan antibiotik di rumah 

tangga dan rumah sakit, menyebabkan kehadiran antibiotik dalam 

air limbah dan menjadi kontributor utama Antibiotic Resistance 

Gene (ARG) serta bakteri resisten di lingkungan.  Lingkungan 

perairan memfasilitasi interaksi antara bakteri alami dan bakteri 

resisten yang masuk melalui pembuangan air limbah, sehingga 

dapat menyebabkan penularan ARG ke manusia dan hewan 

melalui air minum.  Penularan vertikal memainkan peranan penting 

dalam penyebaran resistensi antibiotik yang didapat oleh 

Pseudomonas sp. melalui air.  Keberadaan Pseudomonas sp. pada 

daging sapi dan adanya ancaman bahaya resistensi antibiotik pada 

bakteri di lingkungan dapat dicegah dengan memperhatikan 

biosekuriti mulai dari lingkungan peternakan sampai pada 

konsumen (Orolaleng dkk., 2024). 

2.4.2. Vibrio sp. 

Bakteri Vibrio sp. merupakan salah satu bakteri patogen yang 

memiliki ciri-ciri morfologi, seperti berbentuk batang yang sedikit 

melengkung, merupakan bakteri Gram-negatif, memiliki panjang 2-

4 μm, dan dapat tumbuh dengan baik dalam air bersuhu tinggi.  

Rentang suhu yang dapat ditoleransi oleh bakteri ini berkisar antara 

5-44 °C, dengan suhu optimalnya sebesar 37 °C dan suhu 

maksimum yang dapat ditoleransi oleh bakteri adalah 50 °C.  



19 

 

Bakteri Vibrio sp. dapat tumbuh optimal pada rentang pH antara 7-

7,5, dan memiliki sifat anaerob fakultatif ketika berada di area yang 

mengandung oksigen atau tidak, bakteri tersebut tetap dapat 

bertahan hidup (Maharani dkk., 2024).  Spesies-spesies bakteri 

Vibrio sp. bersifat patogen dan termasuk penyebab beberapa 

penyakit, seperti gastroenteritis, penyakit Vibriosis pada ikan 

kakap, udang vaname, dan rumput laut (Hitijahubessy dkk., 2022). 

Vibrio sp. adalah patogen oportunistik di lingkungan estuari dan 

laut.  Vibrio sp. dapat mencemari bahan pangan dan menyebabkan 

penyakit bawaan makanan jika dikonsumsi manusia.  Vibrio 

parahaemolyticus, Vibrio cholerae, dan Vibrio vulnificus 

merupakan patogen bawaan makanan utama pada seafood mentah.  

Vibrio yang patogenik dapat menyebabkan gastroenteritis.  Infeksi 

Vibrio sp. dilaporkan di Jepang, Taiwan, China, dan Indonesia.  

Vibrio patogen, seperti Vibrio parahaemolyticus, dapat 

memproduksi toksin, yaitu hemolysin langsung yang tahan panas 

(TDH), hemolysin terkait TDH (TRH), atau keduanya (Pramono 

dkk., 2015).  Salah satu pengakit yang umum disebabkan oleh 

bakteri ini bernama Vibriosis.  Vibriosis adalah salah satu jenis 

penyakit yang disebabkan oleh bakteri Vibrio sp., di mana mampu 

menyebabkan penyakit pada ikan dan mengakibatkan kebutaan 

hingga kematian massal pada ikan yang dibudidayakan.  Penyakit 

Vibriosis biasanya menyerang hampir semua jenis ikan laut yang 

dibudidayakan (Mengi dkk., 2022). 

Klasifikasi Vibrio sp. menurut Brenner et al., (2005) adalah sebagai 

berikut: 

Kingdom : Bacteria  

Phylum : Proteobacteria 

Class : Gammaproteobacteria  

Ordo : Vibrionales 

Family : Vibrionaceae  

Genus : Vibrio  
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Species : Vibrio sp. 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

Gambar 3.  Gambar Koloni Vibrio sp. pada (a) Media TCBS 

(Suprakto dkk., 2024), (b) Mikroskopis Pewarnaan 

Gram dengan perbesaran ± 10X (Mahulau dkk., 

2022) 

Pada penelitian yang dilakukan Miyoshi, (2013) yang meneliti 

Vibrio patogen manusia.  Pada Vibrio terdapat enzim protease 

yang di dalamnya sudah dikarakterisasi sebagai faktor toksik 

langsung yang menyebabkan kerusakan kulit atau faktor virulensi 

tidak langsung yang memproses toksin protein lainnya.  Enzim 

pada Vibrio terbagi menjadi dua kelompok, yakni protease mirip 

kimotripsin (protease mengandung serin) dan kelompok 

metaloprotease (Vibriolin dan kolagenase, protease jenis ini 

mengandung ion seng).  Kedua kelompok ini memiliki mekanisme 

yang berbeda untuk menginvasi inangnya.  Metaloprotease 

melakukan degradasi nutrisi inang serta komponen-komponen 

yang dianggap sebagai sistem imun terhadap inangnya, sedangkan 

kimotripsin bekerja dengan mengaktifkan zat toksin lain yang 

dikeluarkan oleh Vibrio sp., sehingga membuatnya lebih toksin 

lagi dalam mendegradasi jaringan inang.  

Umumnya, Vibrio menyerang sektor perikanan, terutama tambak 

udang.  Seperti pada penelitian yang dilakukan oleh Pariakan dan 

Rahim, (2021), bahwa salinitas air tambak yang tinggi serta 

konsentrasi amonia dapat meningkatkan pertumbuhan Vibrio sp., 

hal ini membuktikan bahwa tingkat salinitas air memiliki korelasi 
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dengan keberadaan bakteri.  Dalam jurnal ini juga tertulis bahwa 

Vibrio sp. merupakan mikroflora alami dari air laut yang bersifat 

patogen oportunistik.  Infeksi yang dilakukan Vibrio sp. pada 

udang biasa terjadi pada stadium naupilus, zoea, mysis, dan post 

larva sampai pada stadium dewasa.  Jika udang sudah terkena 

bakteri ini dapat menimbulkan gejala seperti berkurangnya nafsu 

makan, berenang dengan miring, bergeraknya mendekati 

gelembung udara, terdapat rona merah pada kaki renangnya dan 

uropod, serta terjadi nekrosis dan melanisasi pada segmen tubuh. 

Persentase kasus gastroenteritis yang terjadi di Indonesia akibat 

bakteri Vibrio sp. adalah 10-20 %, dan salah satu produk laut yang 

sering menjadi sasaran kontaminasi bakteri Vibrio sp. adalah 

kerang.  Faktor-faktor yang dapat memicu gastroenteritis akibat 

bakteri Vibrio sp. pada kerang adalah pemilihan kerang yang tidak 

cukup segar, dan proses pematangan kerang yang tidak dilakukan 

dengan benar sehingga bakteri masih dapat bertahan hidup.  Faktor 

ini muncul karena sifat alami bakteri Vibrio sp. yang akan tumbuh 

baik pada suhu tinggi antara 5-44 °C, dengan suhu optimal 37 °C, 

namun bakteri ini memiliki batas suhu maksimum 50 °C sehingga 

akan mati pada proses pematangan yang tepat (Maharani dkk., 

2024). 

2.5. Metode Antimikroba 

2.5.1. Metode Difusi 

a. Difusi Cakram 

Teknik ini menggunakan metode difusi cakram untuk 

mengevaluasi sensitivitas atau resistensi bakteri patogen aerob 

dan anaerob fakultatif terhadap berbagai senyawa antibakteri.  

Tujuannya untuk menentukan kemampuan senyawa tersebut 

dalam menghambat pertumbuhan organisme, yang dapat 

diamati dari adanya zona hambat pertumbuhan di sekitar 
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cakram (Wahyuni, 2020).  Metode ini dalam pengujian 

antimikroba memiliki tingkat kesesuaian antara 82 % hingga 

100 %, tergantung pada jenis antibakteri atau antimikroba 

yang digunakan (Sariadji dkk., 2018). 

b. Difusi Sumuran (Cup/Hole plate) 

Cara sumuran dilakukan dengan membuat lubang pada media 

uji yang telah diinokulasi bakteri uji.  Lubang tersebut diisi 

dengan zat antimikroba yang akan diuji.  Kemudian, dilakukan 

inkubasi pada suhu dan waktu yang sesuai dengan kondisi 

optimum bakteri yang diuji (Khusuma et al., 2019).  Zona 

hambat yang terbentuk diukur dengan menggunakan jangka 

sorong dalam mm dengan cara mengukur zona hambat vertikal 

dan zona hambat horizontal yang ditambahkan dan dibagi dua.  

Perhitungan menggunakan jangka sorong dengan ketelitian 

0,05 cm (Soleha et al., 2015). 

c. Perhitungan Diameter Zona Hambat Difusi 

Dalam menentukan perhitungan diameter zona hambat, 

terlebih dahulu mengetahui bentuk zona yang dihasilkan.  Jika 

berbentuk bulat, maka dapat dihitung dengan mengukur 

diameter zona serta diameter konsentrasi menggunakan rumus 

(Sari dkk., 2024): 

Diameter Zona Hambat = 
(𝐷𝑉−𝐷𝐶)+(𝐷𝐻−𝐷𝐶)

2
 

Keterangan: 

DV = Diameter Vertikal 

DH = Diameter Horizontal 

DC = Diameter Konsentrasi 

 

Namun, apabila zona yang dihasilkan tidak berbentuk bulat 

sempurna, dapat digunakan pendekatan metode gravimetri 
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untuk menghitung luas zona hambat dan sumuran, serta rumus 

diameter ekuivalen untuk mendapatkan nilai milimeter yang 

berepresentatif. 

1) Luas Zona/Sumuran (Irwan dan Wicaksono, 2017) 

LZ/S = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑅𝑒𝑝𝑙𝑖𝑘𝑎 𝑍𝑜𝑛𝑎 𝑎𝑡𝑎𝑢 𝑆𝑢𝑚𝑢𝑟𝑎𝑛 (𝑔)

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑅𝑒𝑝𝑙𝑖𝑘𝑎 1𝑥1 (𝑔)
𝑥 1 𝑐𝑚2 

2) Diameter Ekuivalen (Bhargav et al., 2016) 

𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 =  √
𝜋 × 𝐴𝑟𝑒𝑎 ∗

4
 

Dengan Area = Luas zona, maka: 

Area Zona (AZ) = Area Total - Area Sumuran 

2.5.2. Metode Mikrodilusi 

 

Metode dilusi yang umum digunakan untuk menghitung Kadar 

Hambat Minimum (KHM) adalah metode pengenceran tabung 

berseri (Tube Dilution Method).  Metode ini menggunakan 

beberapa tabung reaksi yang diisi dengan inokulum bakteri 

ditambah larutan antibakteri dalam berbagai konsentrasi, dengan 

cara mengencerkan zat yang akan diuji aktivitas antibakterinya ke 

dalam media cair sesuai serial, lalu diinokulasi dengan bakteri dan 

diinkubasi pada waktu dan suhu yang sesuai dengan mikroba uji.  

Kemudian, menentukan aktivitas zat sebagai kadar hambat 

minimal (Purwaningsih dan Wulandari, 2020). 

Selain metode pengenceran tabung berseri atau yang disebut juga 

sebagai makrodilusi, terdapat juga metode dilusi lain yang 

menggunakan bahan lebih sedikit, yakni mikrodilusi.  Mikrodilusi 

merupakan bagian metode dilusi yang umumnya menggunakan 

microplate 96-well, di mana prinsip pengerjaannya sama seperti 

makrodilusi, hanya ukuran bahan yang lebih kecil, umumnya 200-

300 μL yang berisi media uji, antibiotik atau ekstrak sampel, serta 

suspensi sel bakteri yang akan diujikan (Suryana dkk., 2025).  
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Dalam membandingkan hasil optimum uji, maka diperlukan hasil 

persen hambat atau inhibition rate yang menentukan nilai 

minimum sampe dengan rumus sebagai berikut (Rafid dkk., 2024): 

Inhibition Rate (%) = 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾(−)−𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾(−)
x100 

Absorbansi sampel total merupakan hasil selisih dari absorbansi 

blanko dengan absorbansi sampel setelah inkubasi.
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1.  Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2025 - Februari 2026 yang 

dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam sebagai tempat pengujian 

aktivitas antimikroba ekstrak etanol rimpang bangle Zingiber montanum 

terhadap bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp.  Laboratorium Botani, 

Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

sebagai tempat pembuatan ekstraksi rimpang menggunakan teknik 

maserasi dan uji fitokimia. 

3.2.  Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Erlenmeyer, bunsen, pinset, 

gelas penyimpanan ekstrak, kertas saring, tabung ekstraksi, timbangan 

analitis, inkubator, gelas beker, gelas ukur, mikropipet, mikrotip 1 ml dan 

0,1 ml, cawan petri, tabung reaksi, jarum ose, rak tabung reaksi, mikroskop, 

batang pengaduk, drygalsky, autoklaf, vortex, hotplate, mortar alu, oven, dan 

seperangkat alat evaporator. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah rimpang Zingiber 

montanum yang akan diekstrak, bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

yang diremajakan, etanol 96 %, akuades steril, media, larutan standar 0,5 

McFarland, NaCl fisiologis 0,9 %, media Triptone Soy Agar (TSA), media 

Skim Milk Agar (SMA), media Mueller-Hinton Broth (MHB), dan media 

Mueller-Hinton Agar (MHA). 
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3.3.  Rancangan Penelitian  

Penelitian ini merupakan eksperimen yang dilakukan dengan menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL).  Penelitian ini menggunakan 3 variabel, 

yakni menggunakan perlakuan berupa ekstrak etanol rimpang bangle 

(Zingiber montanum) dengan konsentrasi tertentu, kontrol positif, dan 

negatif (variabel independen); diameter zona hambat serta Kadar Hambat 

Minimum (KHM) pada pertumbuhan bakteri (variabel dependen), dengan 

menggunakan bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. yang akan 

diperhatikan suhu dan waktu inkubasi, serta pelarut yang digunakan 

(variabel kontrol).  

Uji metode difusi sumuran dilakukan dengan tiga konsentrasi berdasarkan 

Khairunnisa dkk., (2024), di mana digunakan konsentrasi 50 %, 75 %, dan 

100 % dengan tata letak pengulangan yang diacak.  Adapun tata letaknya 

digambarkan sebagai berikut. 

Gambar 4.  Tata Letak Pengujian Rancangan Acak Lengkap (RAL) Dari 

Uji Difusi Sumuran Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 
 

Sementara uji mikrodilusi, dilakukan berdasarkan Aristyawan dkk., (2017), 

di mana peletakkan sumuran dengan urutan 100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 

%, dan 50 % di kolom 1-6, sementara K (+) dan K (-) diletakkan pada 

kolom 8 dan 9.  Untuk baris G dipakai untuk blanko di kolom satu sampai 

enam dengan tata letak sebagai berikut. 
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Gambar 5.  Tata Letak Pengujian Rancangan Acak Lengkap (RAL) Dari Uji 

Mikrodilusi Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

3.4. Prosedur Penelitian 

3.4.1. Pengambilan Sampel 

Sampel rimpang bangle Zingiber montanum diperoleh dari pasar-

pasar tradisional yang berada di sekitar kota Bandar Lampung.  

Sementara isolat bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. diperoleh 

dari hasil biakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam. 

3.4.2. Pembuatan Ekstrak Etanol Rimpang Bangle Zingiber montanum 

Rimpang bangle dicuci sampai bersih lalu dikeringkan.  Rimpang 

yang sudah kering diblender hingga menjadi bubuk lalu ditimbang 

beratnya.  Bubuk rimpang bangle sebanyak 450 g direndam di dalam 

larutan etanol 96 % dengan perbandingan 1:5 (2.250 ml).  Campuran 

tersebut didiamkan pada suhu ruang selama 3x24 jam, kemudian 
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diaduk setiap hari.  Campuran organik kemudian difiltrasi 

menggunakan kertas saring setiap 1x24 jam.  Filtrat kemudian 

dipisahkan dari pelarut dengan rotary evaporator pada suhu kurang 

dari 50 °C. Pelarut diuapkan dan dihasilkan ekstrak etanol rimpang 

bangle yang akan digunakan (Khusnul dkk., 2021). 

3.4.3. Uji Fitokimia 

a. Uji Alkaloid 

Ekstrak etanol rimpang bangle diambil sebanyak 1 ml ke dalam 

masing-masing tiga tabung reaksi dengan reagen Mayer, 

Dragendrof, dan Bouchardart, kemudian diteteskan dengan 

akuades (Konay dkk., 2019). 

b. Uji Flavonoid 

Ekstrak etanol rimpang bangle diambil sebanyak 1 ml 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 

akuades sebanyak 1-2 ml sambil dipanaskan.  Selanjutnya, 

serbuk Mg ditambahkan sebanyak 0,1 g ke dalam ekstrak 

tersebut.  HCl pekat ditambahkan sebanyak 3 tetes ke dalam 

campuran, lalu dihomogenkan dan dibiarkan hingga memisah.  

Uji dinyatakan positif jika terbentuk warna merah atau jingga 

atau kuning pada lapisan amil alkohol (Konay dkk., 2019). 

c. Uji Tanin 

Ekstrak etanol rimpang bangle diambil sebanyak 1 ml dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian diteteskan 

larutan FeCl3 1 % sebanyak 2-3 tetes.  Hasil positif ditunjukkan 

dengan terbentuknya warna hijau kehitaman atau biru tua 

(Konay dkk., 2019). 

d. Uji Saponin 

Ekstrak etanol rimpang bangle diambil sebanyak 1 ml dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2 
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ml akuades steril dan dihomogenkan.  Campuran tersebut 

dipanaskan selama 2-3 menit, didinginkan, dan dihomogenkan 

kembali dengan kuat.  Hasil positif ditunjukkan dengan 

terbentuknya buih yang stabil selama 30 detik (Konay dkk., 

2019). 

e. Uji Triterpenoid 

Ekstrak etanol rimpang bangle diambil sebanyak 1 ml yang 

dilarutkan ke dama 0,5 ml kloroform, kemudian ditambahkan 

0,5 ml asam asetat pekat dan 2 ml asam sulfat pekat.  Hasil 

positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna coklat 

kemerahan di permukaan larutan (Konay dkk., 2019). 

3.4.4. Peremajaan Bakteri Uji 

Media Tryptone Soy Agar (TSA) ditimbang sebanyak 0,8 g dan 

dilarutkan dalam 20 ml akuades, kemudian disterilkan dalam 

autoklaf pada suhu 121 °C tekanan 1 atm selama 25 menit.  Media 

TSA kemudian dibagi ke dalam 4 tabung reaksi sebanyak 5 ml untuk 

peremajaan bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

Media TSA steril sebanyak 5 ml dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi, kemudian dibuat menjadi medium agar miring. Isolat 

bakteri Pseudomonas sp., selanjutnya diremajakan pada media 

tersebut.  Sementara media TSA + NaCl 3 % steril sebanyak 5 ml 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian dibuat menjadi  

medium agar miring. Isolat bakteri Vibrio sp. diremajakan pada 

media tersebut.  Seluruh isolat bakteri diinkubasi dalam inkubator 

selama 24 jam dalam suhu 37 °C (Magvirah et al., 2019). 

3.4.5. Uji Aktivitas Enzim Protease 

Media Skim Milk Agar (SMA) dibuat dengan komposisi per liter 

(g/L) yaitu 28 gram susu skim atau susu bubuk, 5 gram tryptone, 

0,25 % atau 2,5 gram yeast extract, 0,1 % atau 1 gram dextrose, dan 

17 gram agar.  Semua bahan ditimbang dan dilarutkan ke dalam 100 
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ml akuades, yaitu 50 ml akuades steril untuk susu skim dan 50 ml 

untuk bahan lainnya.  Campuran tersebut kemudian disterilkan 

dengan autoklaf selama 25 menit pada suhu 121 °C tekanan 1 atm.  

Setelah itu, susu skim yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam 

akuades steril dan dipanaskan menggunakan waterbath selama 15 

menit pada suhu 70 ˚C.  Kemudian, kedua media tersebut 

dicampurkan dalam kondisi steril dan dihomogenkan sampai tidak 

ada buih pada permukaan media.  Media tersebut dituang ke dalam 

cawan petri sebanyak 25 ml. 

Satu ose dari kultur bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. diambil 

masing-masing secara terpisah, lalu diinokulasikan dengan cara 

penitikan koloni pada permukaan media SMA.  Cawan petri 

kemudian dibungkus dan diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24 jam 

(Amanina dkk., 2022). 

3.4.6. Pembuatan Media Uji 

Medium yang dibutuhkan untuk penelitian ini adalah Mueller-

Hinton Agar (MHA) dan Mueller-Hinton Broth (MHB).  MHA 

ditimbang sebanyak 11,4 gram dan dilarutkan dengan 300 ml 

akuades, kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C 

tekanan 1 atm selama 20 menit.  Media tersebut kemudian 

disimpan di dalam kulkas untuk memperpanjang masa pakainya. 

Media MHA digunakan untuk media uji difusi sumuran. 

Media MHB ditimbang sebanyak 0,903 gram dan dilarutkan dalam 

43 ml, kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C 

tekanan 1 atm selama 20 menit.  Media MHB selanjutnya dibagi 

seusai kebutuhannya, yaitu untuk media suspensi, media yang berisi 

konsentrasi ekstrak, serta media untuk blanko.  Media MHB 

digunakan untuk uji KHM mikrodilusi. 
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3.4.7. Uji Daya Hambat Antibakteri 

a. Difusi Sumuran 

Uji antimikroba dilakukan dengan metode difusi sumuran.  

Media MHA yang telah disterilkan dan dibuat sebelumnya, 

dituang ke dalam cawan petri sebanyak 30 ml dan dibiarkan 

memadat.  Isolat biakan bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio 

sp. diambil sebanyak 1 ose bulat, kemudian dimasukkan ke 

dalam larutan NaCl fisiologis 0,9 %.  Suspensi kemudian 

dihomogenkan dan diukur kekeruhannya dengan McFarland 

0,5. 

Ekstrak Zingiber montanum dengan konsentrasi 50 %, 75 %, 

dan 100 % dipisahkan masing-masing sebanyak ±3 ml untuk 

diujikan. Kontrol positif yang digunakan adalah kloramfenikol 

14.000 ppm untuk Pseudomonas sp., dan 3.000 ppm untuk 

Vibrio sp., sedangkan kontrol negatif yang digunakan adalah 

akuades steril.  Kemudian, suspensi bakteri Pseudomonas sp. 

dan Vibrio sp. dituang sebanyak 0,1 ml dengan mikropipet ke 

media yang sudah memadat, lalu diratakan dengan cotton swab.  

Selanjutnya, media MHA dilubangi menggunakan sedotan yang 

telah disterilkan sebelum ditetesi ekstrak uji beserta kontrolnya. 

Setelah itu, tiga konsentrasi ekstrak Zingiber montanum, kontrol 

positif, dan kontrol negatif diteteskan menggunakan mikropipet 

±0,5 ml ke dalam sumuran media MHA.  Suspensi tersebut 

diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24 jam.  Uji daya hambat 

antibakteri ditentukan berdasarkan pengamatan dan pengukuran 

zona hambat yang terbentuk dari masing-masing perlakuan. 

Zona hambat yang berbentuk bulat dapat diukur diameter zona 

sebagai berikut (Sari dkk., 2024): 
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Diameter Zona Hambat = 
(𝐷𝑉−𝐷𝐶)+(𝐷𝐻−𝐷𝐶)

2
 

Keterangan: 

DV = Diameter Vertikal 

DH = Diameter Horizontal 

DC = Diameter Konsentrasi 

 

Namun, apabila zona yang dihasilkan tidak berbentuk bulat 

sempurna, pendekatan metode gravimetri digunakan untuk 

menghitung luas zona hambat dan sumuran.  Selanjutnya, rumus 

diameter ekuivalen diterapkan untuk mendapatkan nilai 

milimeter yang representatif. 

Luas Zona/Sumuran (Irwan dan Wicaksono, 2017): 

LZ/S = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑅𝑒𝑝𝑙𝑖𝑘𝑎 𝑍𝑜𝑛𝑎 𝑎𝑡𝑎𝑢 𝑆𝑢𝑚𝑢𝑟𝑎𝑛 (𝑔)

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑅𝑒𝑝𝑙𝑖𝑘𝑎 1𝑥1 (𝑔)
𝑥 1 𝑐𝑚2 

 

Diameter Ekuivalen (Bhargav et al.,, 2016): 

𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 =  √
𝜋 × 𝐴𝑟𝑒𝑎 ∗

4
 

Dengan Area = Luas zona, maka: 

Area Zona (AZ) = Area Total - Area Sumuran 

b. Mikrodilusi Cair (Kadar Hambat Minimum) 

Uji antimikroba selanjutnya dilakukan dengan metode 

mikrodilusi dengan microplate 96-well.  Isolat bakteri 

Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. masing-masing diambil 

sebanyak 1 ose dan dilarutkan dalam NaCl fisiologis 0,9 %, lalu 

dihomogenkan menggunakan vortex dan dibandingkan dengan 

McFarland 0,5.  Media MHB yang telah dibuat dibagi ke dalam 

tiga bagian.  Bagian pertama digunakan sebagai media suspensi 

sel bakteri sebanyak 9 ml.  Bagian kedua digunakan sebagai 

media untuk dicampur dengan ekstrak etanol rimpang bangle, 

kontrol positif (kloramfenikol 100 ppm), serta kontrol negatif.  

Bagian ketiga, digunakan sebagai media uji untuk dicampurkan 
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dengan media ekstrak sebagai blanko.  NaCl fisiologis 0,9 % 

yang berisi suspensi bakteri diambil sebanyak 1 ml, kemudian 

dituang ke dalam media MHB dan dihomogenkan dengan 

vortex. 

Larutan stok ekstrak etanol rimpang bangle 100% dibagi 

menjadi beberapa bagian untuk dicampurkan ke dalam media 

MHB dengan rincian sebagai berikut: 

a) 100 % (UP6) = 2 ml ekstrak etanol rimpang bangle + 0 ml 

media MHB 

b) 90 %  (UP5) = 1,8 ml ekstrak etanol rimpang bangle + 0,2 

ml media MHB 

c) 80 % (UP4) = 1,6 ml ekstrak etanol rimpang bangle + 0,4 ml 

media MHB 

d) 70 % (UP3) = 1,4 ml ekstrak etanol rimpang bangle + 0,6 ml 

media MHB 

e) 60 % (UP2) = 1,2 ml ekstrak etanol rimpang bangle + 0,8 ml 

media MHB 

f) 50 % (UP1) = 1 ml ekstrak etanol rimpang bangle + 1 ml 

media MHB 

Kontrol positif (K (+)) dibuat dari 2 ml kloramfenikol 100 ppm, 

sedangkan kontrol negatif (K (-)) dibuat dari 2 ml media MHB. 

Microplate steril disiapkan, kemudian media MHB campuran 

ekstrak dan kontrol dituangkan sebanyak 0,1 ml (100 μL) ke 

masing-masing sumuran yang telah ditandai.  Media MHB 

suspensi sel bakteri sebanyak 0,1 ml dimasukkan ke setiap 

sumuran yang berisi MHB ekstrak, kemudian dihomogenkan 

dengan mixing pipetting sampai tercampur rata.  Media MHB 

sebanyak 0,1 ml disiapkan dan dicampurkan dengan media 

MHB ekstrak sebagai blanko.  Uji ini dilakukan dengan lima 

kali ulangan (disamakan dengan uji difusi sumuran). 

Selanjutnya, microplate dibaca pada microplate reader atau 

ELISA Reader untuk diperoleh Optical Density (OD) dengan 

panjang gelombang 630 nm.  Microplate kemudian diinkubasi 



34 

 

pada suhu 37 ˚C selama 24 jam.  Setelah diinkubasi, microplate 

dibaca kembali menggunakan microplate reader untuk 

diperoleh nilai OD setelah inkubasi.  Persen hambatan dihitung 

berdasarkan absorbansi sampel total yang diperoleh dari selisih 

absorbansi blanko dengan absorbansi sampel setelah inkubasi. 

Nilai minimum hambatan selanjutnya ditentukan dengan rumus 

sebagai berikut (Rafid dkk., 2024): 

Inhibition Rate (%) = 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾(−)−𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾(−)
x100 

3.5. Analisis Data 

Data hasil penelitian pada uji difusi sumuran dan uji mikrodilusi dianalisis 

menggunakan uji normalitas dan homogenitas sebagai prasyarat.  Apabila 

data berdistribusi normal dan varian data homogen, analisis dilanjutkan 

dengan uji statistik One-Way ANOVA dan Post Hoc Tukey HSD.  Apabila 

syarat normalitas tidak terpenuhi, analisis dilakukan uji satistik Kruskal-

Wallis dan dilanjutkan dengan Post Hoc Dunn Test (Sarungallo dkk., 2025).  

Apablia normalitas terpenuhi dan nilai homogen tidak terpenuhi, maka 

dilakukan uji statistik ANOVA-Welch dengan uji post hoc Gomes Howell 

(Wahyuni dkk., 2025). 

3.6. Diagram Alir 

Penelitian ini diawali dengan pembuatan ekstrak etanol rimpang bangle.  Uji 

fotokimia kemudian dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa bioaktif 

yang terdapat pada ekstrak etanol rimpang bangle tersebut.  Selanjutnya, 

media kultur disiapkan untuk peremajaan isolat bakteri Pseudomonas sp. 

dan Vibrio sp.  Setelah isolat bakteri dikulturkan, pengujian dilakukan 

bersamaan dengan ekstrak yang telah dimaserasi.  Kultur kedua bakteri yang 

sudah diremajakan selanjutnya diinokulasikan ke dalam media uji untuk 

pengujian aktivitas enzim protease.  Ekstrak etanol rimpang bangle Zingiber 

montanum kemudian disiapkan dengan konsentrasi 50 %, 75 %, dan 100 %  

untuk uji difusi sumuran.  Sedangkan pada uji mikrodilusi, konsentrasi yang 

digunakan adalah 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, dan 100%.  Selanjutnya, 
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isolat bakteri disuspensikan untuk diujikan kedua pengujian antimikroba, 

yakni difusi sumuran dan mikrodilusi.  Aktivitas antimikroba kemudian 

diamati dan dianalisis. Alur penelitian ini disajikan pada diagram alir yang 

tertera di Gambar 6 sebagai berikut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6.  Diagram Alir Penelitian 
 

 

 

 

 

Uji Daya Hambat Antimikroba 

Analisis Data 

Persiapan rimpang bangle yang akan dibuat menjadi simplisia 

Simplisia rimpang bangle direndam dengan perbandingan 1:5. Kemudian 

diuapkan hingga menjadi ekstrak kental 

Melakukan uji fitokimia dari ekstrak kental rimpang bangle 

Uji Aktivitas Enzim Protease Pada Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

Difusi Sumuran (Well Difussion)  Mikrodilusi 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitan yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 

1. Ekstrak etanol rimpang bangle Zingiber montanum memiliki aktivitas 

penghambatan terhadap Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. pada uji difusi 

sumuran dan uji KHM mikrodilusi. 

2. Konsentrasi optimum dari hasil uji difusi sumuran ekstrak etanol 

rimpang bangle Zingiber montanum paling baik di konsentrasi 100 % 

pada bakteri Pseudomonas sp. dan Vibrio sp.; hasil uji KHM 

mikrodilusi ekstrak etanol rimpang bangle Zingiber montanum pada 

persen hambatnya (Inhibitory Rate) berada di konsentrasi 80 % pada 

Pseudomonas sp. dan Vibrio sp. 

3. Hasil uji fitokimia dari ekstrak etanol rimpang bangle Zingiber 

montanum memberikan hasil positif pada golongan senyawa alkaloid, 

flavonoid, saponin, dan terpenoid. 

5.2. Saran 

1. Perlu penelitian lebih lanjut mengenai pengujian metabolit sekunder 

rimpang bangle Zingiber montanum menggunakan metode yang 

berbeda. 

2. Perlu penelitian lebih lanjut dalam pengujian senyawa tanin 

menggunakan pelarut yang tidak terlalu tinggi.  

3. Perlu penelitian lebih lanjut mengenai pelarut ekstrak rimpang bangle 

Zingiber montanum, yang berbeda dan konsentrasi lebih beragam, serta 

terhadap kegunaan selain sebagai antimikroba.
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