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BERBASIS GEN Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase large 

subunit (rbcL)DAN UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI TERHADAP 

Staphylococcus aureus 

 

 

Oleh 

 

 

YUYUN KUMALASARI 

 

 

Lempuyang merupakan tanaman rimpang dari famili Zingiberaceae yang 

memiliki potensi besar sebagai agen antimikroba alami, namun identifikasi 

taksonominya seringkali rancu jika hanya berdasarkan karakter morfologi.  

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi secara molekuler sampel 

Lempuyang asal Lampung Barat menggunakan marka gen rbcL serta menentukan 

aktivitas antibakterinya terhadap Staphylococcus aureus. Metode penelitian 

meliputi isolasi DNA, amplifikasi gen rbcL, analisis filogenetik dengan metode 

Neighbor-Joining, serta uji antibakteri melalui metode Kirby-Bauer dan Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC). Hasil analisis filogenetik mengonfirmasi bahwa 

sampel Lempuyang asal Lampung Barat terbukti merupakan spesies Zingiber 

zerumbet karena berada dalam satu klade monofiletik dengan Zingiber zerumbet 

dari database GenBank. Spesies tersebut kemudian diberi nama Zingiber zerumbet 

Unila dengan nomor akses GenBank LC903195.1. Pada uji aktivitas antibakteri 

metode Kirby-Bauer, ekstrak Lempuyang menunjukkan pembentukan zona 

bening pada media agar dengan efektivitas yang menyerupai kontrol positif. Nilai 

MIC ditetapkan pada konsentrasi 2.500 ppm yang menunjukkan persentase 

penghambatan yang signifikan terhadap pertumbuhan bakteri. Penelitian ini 

menyimpulkan bahwa Zingiber zerumbet Unila (LC903195.1) memiliki identitas 

genetik yang stabil dan potensi aktivitas antibakteri yang efektif sebagai kandidat 

agen antimikroba alami. 

Kata kunci: Zingiber zerumbet, rbcL, Staphylococcus aureus, Kirby-Bauer, MIC. 



 
 

ABSTRACT 

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF LOCAL LEMPUYANG (Zingiber 

zerumbet) BASED ON THE Ribulose-1,5-Bisphosphate 

Carboxylase/Oxygenase large subunit (rbcL) GENE AND ANTI-

BACTERIAL ACTIVITY TEST AGAINST Staphylococcus aureus 

By 

YUYUN KUMALASARI 

 

Lempuyang is a rhizome plant from the Zingiberaceae family that holds great 

potential as a natural antimicrobial agent; however, its taxonomic identification is 

often ambiguous when based solely on morphological characteristics. This study 

aims to molecularly identify Lempuyang samples from West Lampung using the 

rbcL gene marker and to determine their antibacterial activity against 

Staphylococcus aureus. Research methods included DNA isolation, rbcL gene 

amplification, phylogenetic analysis using the Neighbor-Joining method, and 

antibacterial testing via the Kirby-Bauer method and Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC). The results of the phylogenetic analysis confirmed that the 

Lempuyang sample from West Lampung was indeed the species Zingiber 

zerumbet, as it was in a monophyletic clade with Zingiber zerumbet from the 

GenBank database. This species was subsequently named Zingiber zerumbet 

Unila with GenBank accession number LC903195.1. In the Kirby-Bauer 

antibacterial activity test, the Lempuyang extract exhibited the formation of clear 

zones on agar media with efficacy comparable to the positive control. The MIC 

value was determined at a concentration of 2,500 ppm, indicating a significant 

percentage of inhibition against bacterial growth. This study concluded that 

Zingiber zerumbet Unila (LC903195.1) possesses stable genetic identity and 

effective antibacterial activity potential as a candidate for a natural antimicrobial 

agent. 

Keywords: Zingiber zerumbet, rbcL, Staphylococcus aureus, Kirby-Bauer, MIC. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Lempuyang (Zingiber zerumbet) merupakan salah satu komoditas tanaman 

obat penting dari famili Zingiberaceae yang memiliki nilai ekonomi tinggi, 

khususnya di Provinsi Lampung.  Rimpang Lempuyang dikenal luas 

dalam pengobatan tradisional dan industri herbal karena kandungan 

senyawa aktifnya, seperti zerumbon (Sanjaya dan Ratnawati, 2017).  

Potensi ini didukung oleh kondisi geografis wilayah Lampung Barat yang 

dikenal sebagai salah satu sentra produksi pertanian dan pusat 

keanekaragaman hayati bagi budidaya tanaman rempah (Bappeda 

Lampung Barat, 2023).  Namun, tantangan muncul akibat kompleksitas 

taksonomi pada famili Zingiberaceae yang seringkali menyulitkan 

pembedaan antarspesies.  Selama ini, identifikasi masih bergantung pada 

karakter morfologi yang memiliki keterbatasan karena seringkali tidak 

akurat akibat tingginya kemiripan fenotip. 

 

Sebagai solusi, identifikasi berbasis filogenetik diperlukan untuk 

mengatasi ambiguitas tersebut.  Sejalan dengan pendapat Afriani et al.  

(2023), analisis filogenetik melalui pendekatan molekuler merupakan 

metode yang jauh lebih efektif dan akurat untuk identifikasi taksonomi.  

Melalui pendekatan ini, hubungan filogenetik dapat mengungkap 

kekerabatan yang jelas antara spesies lempuyang dengan spesies lain 
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dalam famili Zingiberaceae.  Informasi tersebut tidak hanya krusial bagi 

kepastian taksonomi, tetapi juga dapat digunakan untuk mengeksplorasi 

potensi senyawa bioaktif baru serta memahami evolusi senyawa-senyawa 

yang sudah diketahui (Zanuba et al., 2024). 

 

Pendekatan DNA Barcoding menawarkan solusi efektif dan terstandarisasi 

untuk klasifikasi serta identifikasi spesies di tingkat molekuler (Hebert et 

al., 2003).  Dalam konteks taksonomi tumbuhan, gen kloroplas seperti 

matK dan rbcL (Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large 

subunit gene) telah diakui secara global sebagai penanda inti (CBOL Plant 

Working Group, 2009).  Gen rbcL memiliki tingkat universalitas yang 

tinggi dan terbukti efektif dalam memecahkan hubungan kekerabatan 

dalam ordo Zingiberales.  Keandalan lokus ini diperkuat oleh studi 

Rahmayani et al.  (2021) pada kerabat dekat lempuyang, Zingiber 

loerzingii, yang menunjukkan bahwa gen rbcL berhasil memvalidasi posisi 

filogenetiknya dengan Zingiber zerumbet sebagai kelompok sister taxa.  

Oleh karena itu, penggunaan penanda genetik rbcL menjadi sangat krusial 

untuk memvalidasi identitas genetik lempuyang yang dikoleksi dari petani 

Lampung Barat guna menempatkannya secara pasti dalam peta filogenetik 

genus Zingiber. 

 

Kepastian identitas genetik ini menjadi pondasi penting dalam 

mengeksplorasi potensi lempuyang (Zingiber zerumbet) sebagai sumber 

antimikroba alami.  Berdasarkan temuan Zanuba et al.  (2024), rimpang 

lempuyang mengandung berbagai senyawa bioaktif seperti zerumbon, 

minyak atsiri, flavonoid, alkaloid, tanin, terpenoid, saponin, dan steroid.  

Secara mekanistik, senyawa-senyawa ini membunuh mikroba melalui jalur 

yang sistematis; flavonoid dan tanin bekerja dengan mengganggu 

integritas membran sel serta mendenaturasi protein bakteri, sementara 

alkaloid mampu mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada 

dinding sel sehingga menyebabkan lisis atau kematian sel (Cushnie and 

Lamb, 2005; Xie et al., 2015). 
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Potensi antibakteri ini didukung oleh penelitian Rohmah dan Rini (2022) 

yang menunjukkan bahwa ekstrak lempuyang gajah memiliki aktivitas 

kuat terhadap Streptococcus pneumoniae dengan zona hambat mencapai 

43,9 ± 3,6 mm pada konsentrasi 100%.  Untuk memperkuat data aktivitas 

tersebut, metode Minimum Inhibitory Concentration (MIC) diperlukan 

guna menentukan ambang batas konsentrasi terendah yang mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri secara nyata (Chikezie, 2017).  

Meskipun penelitian terdahulu telah banyak dilakukan, pengujian aktivitas 

antibakteri ekstrak etanol murni lempuyang lokal asal Lampung Barat 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus masih belum tersedia.  Oleh 

karena itu, penelitian ini dilakukan untuk menganalisis filogenetik 

lempuyang lokal tersebut dan menguji efektivitas ekstraknya terhadap 

Staphylococcus aureus melalui metode Kirby-Bauer serta konfirmasi MIC 

yang diukur secara kuantitatif menggunakan ELISA Reader. 

 

1.2 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Mengidentifikasi filogenetik dari lempuyang yang berasal dari petani 

Lampung Barat dengan berbasis sekuens rbcL. 

2. Mengukur aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol rimpang dan daun 

lempuyang lokal terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan 

metode Kirby-bauer dan Minimum Inhibitory Concentrate (MIC). 

 

1.3 Hipotesis 

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Terdapat keragaman genetik antara sampel Lempuyang dengan spesies 

lempuyang dari database GenBank berdasakan sekuens rbcL, sehingga 

melalui analisis filogenetik didapatkan spesies hasil identifikasi. 
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2. Ekstrak etanol murni lempuyang memiliki aktivitas antibakteri 

terhadap Staphylococcus aureus, sehingga terbentuk zona bening yang 

signifikan (diameter zona bening ≥ 6 mm, menunjukkan aktivitas 

sedang hingga kuat) dan MIC dapat ditentukan (ada konsentrasi 

ekstrak yang menghambat pertumbuhan bakteri secara signifikan, 

dengan nilai MIC rendah seperti < 2 mg/mL). 

 

1.4 Kerangka Pikir 

Kerangka pikir dari penelitian ini yaitu, penekanan pada pentingnya 

lempuyang sebagai tanaman obat, tantangan identifikasi taksonomi, serta 

potensi antimikrobanya.  Lempuyang (Zingiber zerumbet) dari famili 

Zingiberaceae memiliki nilai ekonomi tinggi di Lampung Barat, dengan 

rimpang kaya senyawa aktif seperti zerumbon.  Tanaman ini mendukung 

pengobatan tradisional dan industri herbal, namun kompleksitas taksonomi 

memerlukan pendekatan molekuler untuk identifikasi akurat.  Identifikasi 

berbasis morfologi sering tidak akurat karena kemiripan fenotip.  Analisis 

filogenetik melalui DNA Barcoding (misalnya gen rbcL) efektif untuk 

mengungkap kekerabatan spesies, membantu eksplorasi senyawa bioaktif 

baru dan pemahaman evolusi senyawa yang diketahui. 

Lempuyang mengandung senyawa bioaktif seperti zerumbon, minyak 

atsiri, flavonoid, alkaloid, tanin, terpenoid, saponin, dan steroid, yang 

berpotensi sebagai antibakteri alami.  Studi sebelumnya menunjukkan 

aktivitas terhadap bakteri seperti Streptococcus pneumoniae, dengan zona 

hambat meningkat seiring konsentrasi ekstrak.   

Penelitian ini bertujuan menganalisis filogenetik lempuyang lokal untuk 

menempatkannya dalam peta filogenetik genus Zingiber serta menguji 

aktivitas antibakteri ekstrak etanol murni terhadap Staphylococcus aureus 

yang belum pernah dilakukan menggunakan metode Kirby-Bauer untuk 

pengukuran zona hambat dan MIC untuk penentuan konsentrasi inhibisi 

minimum melalui absorbansi kuantitatif dengan ELISA Reader.  Melalui 
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pendekatan ini, penelitian diharapkan memberikan kontribusi bagi 

konservasi keanekaragaman hayati, pengembangan produk herbal, dan 

aplikasi medis sebagai sumber antimikroba alami yang efektif.



 
 

 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Lempuyang  

Lempuyang merupakan salah satu tanaman obat yang banyak dijumpai di 

berbagai wilayah Indonesia dan telah lama dimanfaatkan dalam pengobatan 

tradisional.  Tanaman ini termasuk dalam genus Zingiber dan dikenal 

memiliki kandungan senyawa bioaktif yang beragam, seperti minyak atsiri, 

flavonoid, dan senyawa fenolik, yang berperan penting dalam aktivitas 

farmakologinya, termasuk efek antibakteri dan antioksidan.  Keragaman 

genetik lempuyang cukup tinggi, sehingga komposisi kimia dan potensi 

biologisnya dapat berbeda antar populasi.  Oleh karena itu, pemahaman 

mengenai karakteristik genetik dan kimiawi lempuyang lokal yang berasal 

dari petani Lampung Barat sangat penting untuk mendukung pengembangan 

tanaman ini sebagai sumber bahan obat herbal yang efektif.  Selain itu, 

pemanfaatan lempuyang secara berkelanjutan juga dapat memberikan 

kontribusi ekonomi bagi masyarakat serta menjaga keberlangsungan sumber 

daya alam hayati di Indonesia (Andesmora et al., 2022).   

 

Lempuyang, atau Zingiber zerumbet, adalah tanaman herbal yang termasuk 

dalam keluarga Zingiberaceae.  Tanaman ini dikenal luas di Indonesia dan 

memiliki sejarah pemanfaatan yang panjang dalam pengobatan tradisional.  

Lempuyang sering digunakan dalam berbagai ramuan jamu dan dipercaya 

memiliki khasiat untuk kesehatan, seperti meningkatkan daya tahan tubuh dan 

mengatasi masalah pencernaan.  Klasifikasi pada lempuyang termasuk dalam 

genus 
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Zingiber yang mencakup berbagai spesies jahe.  Tanaman ini tumbuh subur di 

daerah tropis, terutama di hutan-hutan yang lembab.  Habitat alaminya 

meliputi daerah pegunungan dan dataran rendah, dimana ia dapat ditemukan 

tumbuh liar (Santoso, 2024). 

 

Lempuyang tumbuh subur di habitat tropis dengan kondisi tanah yang 

gembur, kaya bahan organik, dan memiliki drainase yang baik.  Tanaman ini 

biasanya ditemukan di daerah dataran rendah hingga ketinggian sekitar 1.000 

meter di atas permukaan laut, dimana suhu dan kelembaban relatif stabil 

sepanjang tahun.  Lempuyang dapat tumbuh baik di bawah naungan pohon 

besar maupun di area terbuka dengan sinar matahari yang cukup, meskipun 

pertumbuhan optimalnya terjadi pada tempat yang teduh sebagian.  Habitat 

alami lempuyang seringkali berupa hutan sekunder, kebun, dan pekarangan 

rumah, dimana tanaman ini juga dibudidayakan secara luas untuk keperluan 

pengobatan tradisional dan kuliner.  Adaptasi morfologi dan fisiologis 

lempuyang terhadap lingkungan tropis menjadikannya tanaman yang tahan 

terhadap berbagai kondisi stres lingkungan, seperti kekeringan ringan dan 

serangan hama, sehingga mudah dipelihara dan dikembangkan di berbagai 

wilayah tropis (Silalahi, 2018). 

 

2.1.1 Morfologi Lempuyang  

Lempuyang biasa dikenal sebagai tanaman tahunan yang memiliki 

morfologi khas yang mudah dikenali.  Daun lempuyang berbentuk 

mata lembing atau bulat memanjang dengan ujung yang meruncing 

dan pangkal daun yang mengecil, kedudukannya tunggal berseling 

seperti ditunjukkan pada Gambar 1, memberikan tampilan yang 

elegan dan simetris.  Panjang daun berkisar antara 25 hingga 40 cm 

dengan lebar sekitar 10 hingga 15 cm, berwarna hijau segar dengan 

permukaan yang licin dan mengkilap.  Struktur ini membantu tanaman 

menyerap cahaya matahari secara efisien di habitat tropisnya. 
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Gambar 1. Daun Lempuyang (Wahyuni et al., 2013) 

 

Pelepah lempuyang sebenarnya merupakan batang semu yang 

terbentuk dari tumpukan helaian kelopak daun yang saling 

membungkus satu sama lain, sehingga tampak seperti batang tegak 

dengan tinggi mencapai 1 hingga 2 meter.  Bagian ini memberikan 

dukungan struktural pada tanaman tahunan dari famili Zingiberaceae, 

yang mudah dikenali sebagai morfologi khasnya. 

Bunga lempuyang merupakan bunga majemuk yang tumbuh dari umbi 

batang dan muncul pada bonggol di bagian atas batang semu, 

ditunjukkan pada Gambar 2.  Bunga ini memiliki bentuk yang unik 

dan menarik, biasanya berwarna merah muda hingga merah tua, dan 

memiliki aroma yang khas.  Struktur ini menarik polinator seperti 

serangga di lingkungan tropis.  Setelah proses penyerbukan, tanaman 

ini menghasilkan biji yang berbentuk bulat panjang, berwarna hitam 

pekat, dan berukuran sekitar 4 mm.   

 

Gambar 2. Bunga Lempuyang (Tani Maju Inodnesia, 2018) 
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Sistem perakarannya terdiri dari akar serabut yang berwarna kuning 

keputihan, yang membantu penyerapan nutrisi dari tanah.  Rimpang 

lempuyang merupakan bagian yang paling banyak dimanfaatkan, 

berbentuk agak pipih dengan ujung yang bercabang-cabang pendek 

seperti ditunjukkan pada Gambar 3.  Rimpang ini memiliki rasa pedas 

seperti mentol dan sedikit pahit, sering digunakan dalam kuliner dan 

obat-obatan tradisional (Santoso, 2024). 

 

Gambar 3. Rimpang Lempuyang (Silalahi, 2018) 

 

2.1.2 Manfaat Lempuyang  

Kegunaan lempuyang dalam masyarakat sangat luas, mulai dari 

pengobatan hingga kuliner.  Selain digunakan dalam ramuan jamu, 

lempuyang juga sering ditambahkan dalam masakan tradisional untuk 

memberikan aroma dan rasa yang khas.  Di beberapa daerah, 

lempuyang juga memiliki peran penting dalam upacara adat dan ritual 

keagamaan, menunjukkan nilai budaya yang melekat pada tanaman ini.  

Dengan demikian, lempuyang tidak hanya berfungsi sebagai tanaman 

obat, tetapi juga sebagai bagian penting dari identitas budaya 

masyarakat (Huda et al., 2022). 
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Rimpang lempuyang mengandung minyak atsiri berupa limonene, 

pinen, kamfer, sineol, dan zat zerumbon (zat anti kejang).  Selain itu 

lempuyang juga mengandung flavonoid dan saponin.  Di Jawa, 

rimpang lempuyang sering digunakan sebagai bahan jamu yang 

berkhasiat untuk melangsingkan badan, penambah nafsu makan, 

penghangat badan, obat pusing, obat disentri, mengatasi radang 

tenggorokan, dan membantu mengeluarkan gas (karminatif) pada perut 

kembung (Nurazizah et al., 2024). 

 

2.1.3 Klasifikasi Lempuyang  

Lempuyang, memiliki sejarah yang kaya dalam tradisi pengobatan 

masyarakat Indonesia.  Tanaman ini telah digunakan selama berabad-

abad, terutama oleh masyarakat di pulau Jawa dan Bali, sebagai 

ramuan untuk berbagai penyakit.  Sejarah pemanfaatan lempuyang 

mencerminkan pengetahuan lokal yang diwariskan dari generasi ke 

generasi, dimana tanaman ini dianggap sebagai simbol kesehatan dan 

kesejahteraan.  Klasifikasi dari lempuyang menurut Integrated 

Taxonomic Information System (ITIS) (2024) adalah sebagai berikut. 

Kingdom  : Plantae 

Divisi  : Tracheophyta 

Class  : Magnoliopsida 

Ordo  : Zingiberales 

Family  : Zingiberaceae 

Genus  : Zingiber 

Spesies  : Zingiber zerumbet 

 

2.2 Ekstrak Etanol Lempuyang 

Ekstrak etanol dari lempuyang (Zingiber zerumbet) telah menarik perhatian 

signifikan dalam penelitian antimikroba karena potensi aktivitasnya yang 

menjanjikan terhadap berbagai patogen, termasuk Staphylococcus aureus.  

Tanaman lempuyang, yang telah lama digunakan dalam pengobatan 
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tradisional, dikenal memiliki kandungan senyawa bioaktif yang kaya seperti 

flavonoid, alkaloid, tanin, dan minyak atsiri, yang secara kolektif 

berkontribusi pada sifat antimikrobanya yang kuat.  Keunggulan utama 

ekstrak etanol terletak pada kemampuannya yang superior dalam 

mengekstraksi senyawa-senyawa polar dan semi-polar ini secara efektif, 

sehingga menghasilkan konsentrasi senyawa aktif yang lebih tinggi dan 

meningkatkan potensi antibakteri secara keseluruhan (Zanuba et al., 2024). 

Ekstrak etanol lempuyang memang memiliki beberapa karakteristik unggul 

yang membuatnya menonjol dalam penelitian antimikroba.  Kelebihan utama 

ini tidak hanya terbatas pada kemampuannya dalam mengekstraksi senyawa 

bioaktif yang larut dalam etanol, seperti flavonoid dan fenolik yang dikenal 

memiliki aktivitas antibakteri yang kuat, tetapi juga mencakup aspek praktis 

dalam aplikasinya.  Proses ekstraksi dengan etanol relatif sederhana dan 

efisien, memungkinkan untuk mendapatkan konsentrasi senyawa aktif yang 

lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut lainnya.  Selain itu, ekstrak etanol 

cenderung lebih stabil dan memiliki umur simpan yang lebih lama, sehingga 

lebih praktis untuk digunakan dalam penelitian dan aplikasi klinis jangka 

panjang.  Proses ekstraksi etanol memungkinkan preservasi optimal dari 

senyawa bioaktif lempuyang, termasuk zerumbone yang merupakan 

komponen utama dengan aktivitas antibakteri yang telah terbukti secara ilmiah 

(Lestari dan Santoso, 2021). 

Manfaat ekstrak etanol lempuyang ternyata jauh lebih luas daripada sekadar 

aktivitas antibakteri.  Manfaat-manfaat ini mencakup berbagai efek terapeutik 

lainnya yang saling melengkapi.  Penelitian terkini menunjukkan bahwa 

ekstrak ini tidak hanya efektif sebagai antibakteri tetapi juga memiliki sifat 

anti inflamasi yang signifikan, yang dapat membantu mengurangi peradangan 

pada jaringan yang terinfeksi.  Lebih lanjut, aktivitas antioksidan yang 

dimiliki ekstrak lempuyang dapat melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan 

oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas, sehingga memberikan 

perlindungan ganda terhadap infeksi bakteri dan stres oksidatif.  Kombinasi 

sifat-sifat ini menjadikan ekstrak etanol lempuyang sebagai pilihan yang 
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sangat menarik dalam pengobatan infeksi, terutama dalam konteks pengobatan 

holistik yang mengutamakan kesehatan secara keseluruhan. 

Efektivitas ekstrak etanol lempuyang dalam pengujian antibakteri telah 

terbukti sangat mengesankan terhadap berbagai jenis bakteri patogen.  Dalam 

berbagai studi in vitro, ekstrak ini telah menunjukkan efektivitas yang 

signifikan melawan Staphylococcus aureus, termasuk strain yang resisten 

terhadap methicillin (MRSA).  Metode pengujian standar seperti Kirby-Bauer 

dan penentuan MIC (Minimum Inhibitory Concentration) konsisten 

menunjukkan bahwa ekstrak lempuyang dapat menghambat pertumbuhan 

Staphylococcus aureus dengan konsentrasi yang relatif rendah.  Yang lebih 

menarik, penelitian juga membuktikan bahwa ekstrak ini efektif melawan 

bakteri patogen lainnya seperti Escherichia coli, Salmonella spp., dan 

Pseudomonas aeruginosa, yang merupakan patogen umum penyebab infeksi 

nosokomial.  Hasil-hasil konsisten ini menunjukkan potensi besar ekstrak 

etanol lempuyang sebagai alternatif yang layak dalam pengobatan infeksi 

bakteri, terutama di tengah meningkatnya resistensi terhadap antibiotik 

konvensional (Lestari, 2025). 

 

2.2.1 Ekstrak Etanol 100% Tanaman Lempuyang  

Ekstrak etanol 100% dari tanaman lempuyang (Zingiberaceae) 

memiliki peranan penting dalam pengujian aktivitas antimikroba 

karena kemampuannya untuk melarutkan berbagai senyawa bioaktif 

yang terkandung dalam tanaman tersebut.  Etanol 100% dipilih sebagai 

pelarut ekstraksi karena sifatnya yang polar dan non-polar, sehingga 

efektif dalam mengekstrak senyawa-senyawa seperti flavonoid, fenol, 

minyak atsiri, dan senyawa fenolik lainnya yang diketahui memiliki 

potensi antimikroba.  Proses ekstraksi dengan etanol murni ini 

memungkinkan isolasi komponen-komponen aktif yang dapat 

menghambat pertumbuhan mikroorganisme patogen, termasuk bakteri 

dan jamur.  Selain itu, penggunaan etanol 100% juga membantu 
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mengurangi kontaminasi air yang dapat mempengaruhi kestabilan dan 

kemurnian ekstrak, sehingga hasil pengujian antimikroba menjadi 

lebih akurat dan dapat diandalkan (Nurazizah et al., 2024). 

Ekstrak etanol 100% lempuyang digunakan untuk menguji 

efektivitasnya dalam menghambat pertumbuhan mikroorganisme 

tertentu melalui berbagai metode laboratorium, seperti metode Kirby-

Bauer atau metode pengenceran.  Senyawa bioaktif yang terkandung 

dalam ekstrak ini bekerja dengan berbagai mekanisme, misalnya 

merusak dinding sel bakteri, mengganggu sintesis protein, atau 

menghambat aktivitas enzim penting dalam mikroorganisme.  Dengan 

demikian, ekstrak etanol 100% lempuyang tidak hanya berfungsi 

sebagai sumber senyawa antimikroba alami, tetapi juga sebagai bahan 

uji yang dapat memberikan gambaran potensi tanaman tersebut sebagai 

alternatif pengobatan infeksi yang lebih aman dan ramah lingkungan 

dibandingkan antibiotik sintetis.  Penggunaan ekstrak ini dalam 

penelitian antimikroba juga membuka peluang untuk pengembangan 

produk farmasi dan kosmetik berbasis bahan alami yang memiliki 

aktivitas antimikroba efektif (Khoiriyah et al., 2024). 

Menurut penelitian Rachmadanti et al.  (2025) ekstrak etanol 100% 

lempuyang memiliki keunggulan dalam hal stabilitas dan kemudahan 

penyimpanan dibandingkan ekstrak yang menggunakan pelarut lain 

seperti air atau metanol.  Hal ini penting dalam konteks penelitian dan 

aplikasi praktis, karena ekstrak yang stabil akan mempertahankan 

aktivitas antimikroba dalam jangka waktu yang lebih lama.  Selain itu, 

etanol sebagai pelarut juga relatif aman dan mudah menguap, sehingga 

setelah proses ekstraksi, pelarut dapat dihilangkan dengan mudah 

tanpa merusak senyawa aktif di dalam ekstrak. 
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2.3 Bakteri Staphylococcus aureus 

Sejarah penemuan Staphylococcus aureus dimulai pada tahun 1880 ketika 

seorang ilmuwan bernama Sir Alexander Ogston pertama kali 

mengidentifikasi bakteri ini sebagai penyebab infeksi purulen.  Sejak saat itu, 

penelitian tentang Staphylococcus aureus telah berkembang pesat, terutama 

dalam memahami mekanisme patogenitas dan resistensi antibiotik.  Salah satu 

penemuan penting adalah identifikasi strain MRSA (Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus) pada tahun 1960-an, yang menunjukkan bahwa 

Staphylococcus aureus dapat mengembangkan resistensi terhadap antibiotik 

yang umum digunakan, termasuk metisilin.  Hal ini menjadikan MRSA 

sebagai salah satu tantangan utama dalam pengobatan infeksi bakteri di rumah 

sakit dan komunitas (Aziz et al., 2022). 

Staphylococcus aureus dapat dibedakan dari spesies lain berdasarkan beberapa 

karakteristik, termasuk kemampuan untuk memproduksi koagulase, enzim 

yang menyebabkan pembekuan plasma.  Selain itu, Staphylococcus aureus 

juga dikenal karena kemampuannya untuk menghasilkan berbagai toksin, 

seperti enterotoksin dan toksin sindrom syok toksik, yang berkontribusi pada 

virulensinya.  Bakteri ini juga memiliki kemampuan untuk membentuk 

biofilm, yang memudahkan kolonisasi dan infeksi pada perangkat medis (Sari 

et al., 2024).   

Staphylococcus aureus merupakan bagian dari flora normal pada kulit dan 

saluran pernapasan manusia, tetapi dapat menjadi patogen oportunistik ketika 

terjadi gangguan pada sistem kekebalan tubuh atau ketika bakteri ini masuk ke 

dalam jaringan tubuh melalui luka atau prosedur medis.  Infeksi yang 

disebabkan oleh Staphylococcus aureus seringkali ditandai dengan gejala 

seperti kemerahan, pembengkakan, dan nyeri pada area yang terinfeksi.  

Selain itu, infeksi ini dapat menyebar dengan cepat, terutama di lingkungan 

rumah sakit, dimana pasien dengan sistem kekebalan tubuh yang lemah lebih 

rentan terhadap infeksi (Amalia et al., 2016).   
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Menurut Ondusko and Nolt (2018) secara ekologis, Staphylococcus aureus 

merupakan bagian dari flora normal pada kulit manusia dan membran mukosa, 

terutama di area hidung, tenggorokan, dan kulit.  Kehadirannya sebagai flora 

komensal ini biasanya tidak menimbulkan masalah kesehatan, karena bakteri 

tersebut hidup dalam keseimbangan dengan mikroorganisme lain dan sistem 

imun inang.  Namun, Staphylococcus aureus memiliki kemampuan adaptasi 

yang tinggi dan dapat bertahan dalam berbagai kondisi lingkungan, termasuk 

pada permukaan kering dan lingkungan rumah sakit yang steril.  Kemampuan 

ini menjadikan Staphylococcus aureus sebagai bakteri yang sangat tangguh 

dan sering ditemukan sebagai kontaminan pada peralatan medis serta 

permukaan lingkungan.  Selain itu, bakteri ini dapat berkoloni dan membentuk 

biofilm, yang berkontribusi pada ketahanannya terhadap antibiotik dan sistem 

imun, sehingga memperumit pengobatan infeksi yang disebabkannya. 

Meskipun seringkali bersifat komensal, Staphylococcus aureus dapat berubah 

menjadi patogen oportunistik yang menyebabkan berbagai macam infeksi 

pada manusia.  Infeksi yang ditimbulkan dapat bervariasi dari yang ringan 

hingga yang mengancam jiwa, tergantung pada lokasi infeksi dan status imun 

pasien.  Infeksi kulit seperti bisul, impetigo, dan abses merupakan manifestasi 

yang paling umum, tetapi Staphylococcus aureus juga dapat menyebabkan 

infeksi yang lebih serius seperti pneumonia, endokarditis (infeksi pada lapisan 

jantung), osteomielitis (infeksi tulang), dan sepsis yang dapat berakibat fatal.  

Virulensi Staphylococcus aureus didukung oleh berbagai faktor, termasuk 

produksi toksin, enzim proteolitik, dan kemampuan untuk menghindari 

respons imun inang.  Selain itu, munculnya strain Staphylococcus aureus yang 

resisten terhadap antibiotik, seperti Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA), menambah kompleksitas dalam penanganan infeksi yang 

disebabkan oleh bakteri ini, sehingga menjadi perhatian utama dalam bidang 

kesehatan masyarakat dan klinis (Sari et al., 2024). 



16 
 

 
 

2.3.1 Morfologi dan Sifat 

Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif yang dapat diamati 

secara mikroskopis melalui teknik pewarnaan seperti Gram stain atau 

mikroskop elektron.  Bakteri ini berbentuk bulat (kokus) dan biasanya 

ditemukan dalam kelompok yang menyerupai tumpukan anggur 

(klaster), ditunjukkan pada Gambar 4.  Hal ini membedakannya dari 

bakteri bulat lain yang sering berkelompok tunggal atau berpasangan.  

Diameter sel berkisar antara 0,5 hingga 1,5 mikrometer, tergantung 

pada kondisi pertumbuhan.  Dinding sel tebal yang kaya peptidoglikan, 

memberikan sifat Gram positif ditandai dengan berwarna ungu saat 

diwarnai dengan metode Gram yang ditunjukkan pada Gambar 4.  

Struktur ini membantu mempertahankan bentuk sel dan memberikan 

kekuatan mekanis.  Bakteri ini tidak memiliki flagela untuk bergerak 

dan tidak membentuk spora, sehingga tidak terlihat struktur endospora 

di bawah mikroskop (Diyantika et al., 2014). 

 

Gambar 4. Morfologi Mikroskopis Staphylococcus aureus (Abdilah 

and Kurniawan, 2022) 

 

Secara makroskopis, koloni Staphylococcus aureus pada media 

pertumbuhan seperti agar nutrisi atau agar darah terlihat sebagai 

gumpalan bulat, konveks, dan halus dengan diameter sekitar 1-2 

milimeter setelah inkubasi 24 jam pada suhu 37°C.  Koloni ini 

memiliki warna kuning keemasan yang khas akibat produksi pigmen 
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karotenoid ditunjukkan pada Gambar 5, hal ini yang membedakannya 

dari spesies Staphylococcus lain yang mungkin tidak berpigmen.  Pada 

agar darah, koloni Staphylococcus aureus sering menunjukkan 

hemolisis beta, yaitu zona penuh penghancuran sel darah merah di 

sekitar koloni, memberikan tampilan bening atau kehijauan, seperti 

pada Gambar 6.  Pertumbuhan ini biasanya cepat dan membentuk 

biofilm yang lengket, memungkinkan koloni menempel kuat pada 

permukaan media, dan dapat diamati tanpa alat mikroskop, meskipun 

identifikasi pasti memerlukan konfirmasi mikroskopis atau biokimia.  

Ciri ini penting dalam diagnostik laboratorium untuk membedakan 

Staphylococcus aureus dari patogen lain (De Vos et al., 2009). 

 

Gambar 5. Morfologi Makroskopis Staphylococcus aureus pada 

Media MSA (Lasmini et al., 2022) 

 

 

Gambar 6. Morfologi Makroskopis Staphylococcus aureus pada 

Media Agar Darah (Wardani et al., 2023) 
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2.3.2 Klasifikasi Staphylococcus aureus 

Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus menurut De Vos et al.  

(2009) diuraikan sebagai berikut: 

Domain : Bacteria 

Kingdom : Eubacteria 

Filum : Firmicutes 

Class : Bacilli 

Ordo : Bacillales 

Family : Staphylococcaceae 

Genus : Staphylococcus 

Spesies : Staphylococcus aureus 

 

2.4 Mekanisme Penghambatan Bakteri oleh Senyawa Bioaktif 

Mekanisme penghambatan pertumbuhan bakteri oleh senyawa bioaktif 

melibatkan gangguan pada komponen struktural maupun fungsional sel 

bakteri.  Secara umum, senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, tanin, 

alkaloid, dan terpenoid bekerja melalui beberapa jalur utama: gangguan pada 

permeabilitas membran sel, inaktivasi enzim esensial, dan penghambatan 

sintesis asam nukleat (Cushnie and Lamb, 2005).  Flavonoid, misalnya, 

diketahui mampu membentuk kompleks protein terlarut dengan dinding sel 

yang menyebabkan kerusakan pada membran sitoplasma, sehingga memicu 

kebocoran metabolit penting keluar dari sel (Xie et al., 2015). 

Selain itu, senyawa alkaloid bekerja dengan cara menghambat sintesis 

peptidoglikan yang merupakan komponen utama penyusun dinding sel 

bakteri.  Gangguan pada pembentukan dinding sel ini mengakibatkan sel tidak 

mampu menahan tekanan osmotik internal, yang pada akhirnya memicu lisis 

sel (Tiwari et al., 2011).  Senyawa terpenoid dan minyak atsiri, yang dominan 

ditemukan pada genus Zingiber, memiliki sifat lipofilik yang 

memungkinkannya berpenetrasi ke dalam lapisan fosfolipid membran sel, 

sehingga meningkatkan fluiditas membran dan merusak sistem transpor 
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elektron (Sivaranjani et al., 2014).  Secara spesifik, setiap golongan senyawa 

bioaktif yang terkandung dalam ekstrak Lempuyang memiliki target seluler 

yang berbeda-beda dalam menghambat aktivitas mikroba.  Perbedaan target 

serangan ini memungkinkan terjadinya efek sinergis dalam menekan 

pertumbuhan bakteri patogen.  Ringkasan mengenai target seluler dan 

mekanisme aksi dari masing-masing senyawa bioaktif tersebut disajikan 

secara rinci pada Tabel 1. 

Tabel 1.  Mekanisme Kerja Senyawa Bioaktif 

Jenis 

Senyawa 

Target 

Seluler 
Mekanisme Penghambatan Referensi 

Flavonoid 
Membran 

Sitoplasma 

Mendenaturasi protein sel dan 

membentuk kompleks dengan protein 

terlarut, menyebabkan kebocoran sel. 

Xie et al.  

(2015) 

Alkaloid Dinding Sel 

Menghambat sintesis peptidoglikan dan 

mengganggu komponen penyusun 

dinding sel sehingga memicu lisis. 

Tiwari et al.  

(2011) 

Tanin 
Enzim & 

Protein 

Menginaktivasi enzim pemanen energi 

dan mengikat protein permukaan sel 

bakteri. 

Daglia (2012) 

Terpenoid 
Lapisan 

Fosfolipid 

Bereaksi dengan lemak membran sel 

(sifat lipofilik), meningkatkan 

permeabilitas, dan merusak transpor 

ion. 

Sivaranjani et 

al.  (2014) 

Saponin 
Membran  

Sel 

Bertindak sebagai polimer yang 

merusak tegangan permukaan 

membran, menyebabkan lisis sel. 

Cushnie and 

Lamb (2005) 
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Mekanisme ini juga mencakup penghambatan fungsi asam nukleat.  Beberapa 

senyawa bioaktif dapat berinterkalasi ke dalam untai DNA bakteri atau 

menghambat enzim DNA girase, yang berakibat pada kegagalan replikasi dan 

transkripsi genetik (Daglia, 2012).  Melalui kombinasi berbagai jalur 

penghambatan tersebut, ekstrak tanaman obat seperti Lempuyang mampu 

memberikan efek bakteriostatik (menghambat pertumbuhan) maupun 

bakterisida (membunuh bakteri) terhadap patogen seperti Staphylococcus 

aureus. 

 

2.5 Pengujian Antibakteri  

Pengujian aktivitas antibakteri merupakan langkah penting dalam menilai 

potensi suatu senyawa atau ekstrak tanaman sebagai agen antimikroba.  Secara 

umum, pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan suatu bahan 

dalam menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri penyebab infeksi.  

Metode pengujian antibakteri dapat dilakukan dengan berbagai teknik, antara 

lain metode difusi cakram (disk diffusion), metode dilusi (dilution method), 

dan metode spektrofotometri seperti ELISA.  Metode difusi cakram sering 

digunakan karena sederhana dan cepat, dimana bahan uji ditempatkan pada 

media agar yang telah diinokulasi bakteri, kemudian diamati zona hambat 

pertumbuhan bakteri di sekitar bahan uji.  Metode dilusi, baik secara cair 

maupun padat, digunakan untuk menentukan konsentrasi minimum bahan 

yang dapat menghambat (Minimum Inhibitory Concentration/MIC) atau 

membunuh bakteri (Minimum Bactericidal Concentration/MBC).  Sementara 

itu, metode spektrofotometri memungkinkan pengukuran pertumbuhan bakteri 

secara kuantitatif dengan mengukur kekeruhan atau absorbansi suspensi 

bakteri setelah perlakuan dengan bahan uji.  Pemilihan metode pengujian 

antibakteri disesuaikan dengan tujuan penelitian dan jenis bahan uji yang 

digunakan.  Secara keseluruhan, pengujian antibakteri memberikan informasi 

penting mengenai efektivitas dan potensi bahan alami sebagai alternatif 
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pengobatan infeksi bakteri, terutama dalam menghadapi masalah resistensi 

antibiotik yang semakin meningkat (Nurhayati et al., 2020). 

 

2.5.1 Pengujian Antibakteri Metode Kirby-Bauer 

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan teknik 

Kirby-Bauer menggunakan metode cawan sebar (Spread Plate 

Method).  Pertama-tama, media MHB dimasukkan ke dalam cawan 

petri dan dibiarkan hingga mengeras atau menguat.  Setelah itu, bakteri 

disebar secara merata di atas media MHB menggunakan mikropipet 

100 mikroliter.  Disiapkan patch yang mengandung empat formula 

ekstrak metanol dari rimpang lempuyang (Zingiber zerumbet), salep 

kloramfenikol sebagai kontrol positif, dan patch tanpa ekstrak metanol 

dari rimpang lempuyang (Zingiber zerumbet) sebagai kontrol negatif.  

Selanjutnya, patch tersebut dicetak dengan cetakan berdiameter 6 mm 

dan ditempatkan di atas media agar.  Proses inkubasi dilakukan pada 

suhu 37°C selama 24 jam di dalam inkubator.  Setelah itu, diameter 

zona hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus diamati dan 

diukur secara visual menggunakan jangka sorong (Maddeppungeng et 

al., 2023). 

 

2.5.2 Pengukuran MIC Menggunakan ELISA Reader 

Penentuan Minimum Inhibitory Concentration (MIC) adalah langkah 

krusial dalam mikrobiologi klinis dan penelitian antimikroba untuk 

mengukur konsentrasi terendah dari agen antimikroba yang dapat 

menghambat pertumbuhan mikroorganisme secara kasat mata.  Secara 

tradisional, MIC ditentukan melalui metode Kirby-Bauer makro atau 

mikro yang melibatkan pengamatan visual kekeruhan tabung atau 

sumur.  Namun, dengan kemajuan teknologi, penggunaan ELISA 
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reader telah menjadi metode yang lebih efisien, objektif, dan 

kuantitatif untuk menentukan MIC, terutama dalam skala tinggi (high-

throughput screening) (Visakhadevi et al., 2023). 

Metode penentuan MIC menggunakan ELISA reader didasarkan pada 

prinsip pengukuran absorbansi atau kekeruhan suspensi 

mikroorganisme dalam sumur-sumur mikrotiter.  Pertama, serangkaian 

dilusi agen antimikroba disiapkan dalam sumur-sumur pelat mikrotiter 

96-sumur atau 384-sumur.  Kemudian, suspensi mikroorganisme 

standar (dengan konsentrasi tertentu) diinokulasikan ke dalam setiap 

sumur yang telah berisi agen antimikroba dan kontrol pertumbuhan 

(tanpa antimikroba) serta kontrol sterilitas (medium saja).  Pelat 

diinkubasi pada kondisi yang sesuai (suhu dan waktu) untuk 

memungkinkan pertumbuhan mikroorganisme.  Selama inkubasi, 

mikroorganisme akan tumbuh di sumur-sumur dimana konsentrasi 

antimikroba tidak cukup untuk menghambat pertumbuhannya, 

menyebabkan peningkatan kekeruhan (Syarif et al., 2020). 

Setelah inkubasi, pelat mikrotiter dibaca menggunakan ELISA reader.  

ELISA reader mengukur absorbansi cahaya pada panjang gelombang 

tertentu (misalnya, 630 nm) yang berbanding lurus dengan kekeruhan 

atau biomassa mikroorganisme dalam setiap sumur.  Semakin tinggi 

absorbansi, semakin banyak pertumbuhan mikroorganisme yang 

terjadi.  Data absorbansi dari setiap sumur kemudian dianalisis.  Sumur 

kontrol pertumbuhan (tanpa antimikroba) akan menunjukkan 

absorbansi tertinggi, menandakan pertumbuhan maksimal.  

Sebaliknya, sumur kontrol sterilitas akan memiliki absorbansi yang 

sangat rendah, mendekati nol.  MIC ditentukan sebagai konsentrasi 

terendah agen antimikroba dimana absorbansi sumur tersebut secara 

signifikan lebih rendah dibandingkan dengan kontrol pertumbuhan, 

dan mendekati absorbansi kontrol sterilitas, menunjukkan tidak adanya 

pertumbuhan mikroorganisme yang signifikan (Evangelina et al., 

2021). 
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Menurut Penelitian Nurniza et al.  (2023), keuntungan utama 

penggunaan ELISA reader untuk penentuan MIC meliputi objektivitas 

dan kuantifikasi hasil, eliminasi bias pengamatan visual, peningkatan 

throughput yang memungkinkan pengujian banyak sampel secara 

bersamaan, serta kemampuan untuk mengidentifikasi efek subletal atau 

parsial dari antimikroba yang mungkin tidak terlihat secara visual.  

Meskipun demikian, penting untuk memastikan kalibrasi yang tepat 

dari ELISA reader dan standardisasi inokulum serta kondisi inkubasi 

untuk mendapatkan hasil yang akurat dan dapat direproduksi.  Metode 

ini telah menjadi alat yang tak ternilai dalam penelitian obat baru, 

pengawasan resistensi antimikroba, dan pengembangan strategi 

pengobatan infeksi. 

 

2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik amplifikasi DNA 

yang dikembangkan oleh Kary Mullis pada tahun 1983, yang kemudian 

mendapat Penghargaan Nobel dalam Kimia pada tahun 1993.  Teknik ini 

memungkinkan penggandaan spesifik fragmen DNA dalam jumlah besar 

dari sampel yang sangat sedikit, sehingga menjadi alat fundamental dalam 

bidang biologi molekuler, genetika, forensik, diagnostik medis, dan 

penelitian filogenetik.  PCR bekerja berdasarkan prinsip replikasi DNA 

alami yang terjadi dalam sel, namun dilakukan secara in vitro dengan 

kontrol yang tepat untuk menghasilkan jutaan salinan DNA target dalam 

waktu singkat (Farisi et al., 2020). 

Menurut penelitian Setiawan et al.(2025) prinsip dasar PCR melibatkan 

tiga tahapan utama yang berulang dalam siklus: denaturasi, annealing 

(penempelan primer), dan elongasi (pemanjangan).  Pada tahap denaturasi, 

DNA template dipanaskan hingga suhu tinggi yaitu 94-95°C untuk 

memisahkan kedua untai DNA menjadi untai tunggal.  Selanjutnya, pada 

tahap annealing, suhu diturunkan menjadi 50-65°C sehingga primer 
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oligonukleotida spesifik dapat menempel pada urutan komplementer pada 

untai DNA template.  Tahap elongasi dilakukan pada suhu optimal enzim 

polimerase yaitu 72°C, dimana enzim DNA polimerase menambahkan 

nukleotida ke untai baru yang sedang terbentuk, menghasilkan salinan 

DNA yang lengkap.  Siklus ini diulang sebanyak 20-40 kali, sehingga 

jumlah DNA target meningkat secara eksponensial (2^n, dimana n adalah 

jumlah siklus).  Reaksi berantai ini ditunjukkan pada Gambar 7.   

 

Gambar 7. Reaksi Berantai Polimerase (Suwardji et al., 2023) 

 

Keunggulan PCR meliputi sensitivitas tinggi, spesifisitas, kecepatan, dan 

kemampuan mengamplifikasi DNA dari sampel terdegradasi.  Namun, 

keterbatasannya termasuk risiko kontaminasi, kesalahan amplifikasi, dan 

ketergantungan pada kualitas primer serta template DNA.  Dalam 

penelitian ini, langkah-langkah sterilisasi dan kontrol kualitas DNA 

dengan Nanophotometer dilakukan untuk meminimalkan kesalahan.  

Dengan demikian, PCR menjadi pondasi utama dalam penelitian 

molekuler ini, memungkinkan validasi identitas genetik lempuyang lokal 

melalui analisis filogenetik berbasis sekuens rbcL.  Teknik ini tidak hanya 

mendukung eksplorasi keanekaragaman hayati tetapi juga aplikasi praktis 

dalam pengembangan produk herbal (Rahmayani et al., 2021). 
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2.6.1 Primer rbcL 

Salah satu alasan mengapa rbcL sangat efektif untuk analisis 

filogenetik adalah karena gen ini terlibat dalam proses fotosintesis, 

yang merupakan fungsi penting bagi semua tanaman.  Gen rbcL 

memiliki laju mutasi yang relatif lambat, sehingga memberikan 

informasi yang cukup untuk membedakan spesies dalam tingkat 

taksonomi yang lebih tinggi, seperti genus dan famili.  Penggunaan 

sekuens rbcL pada analisis filogenetik Lempuyang dapat 

membantu mengidentifikasi hubungan evolusi antara spesies 

lempuyang dengan spesies lain dalam keluarga Zingiberaceae, 

serta memberikan wawasan tentang diversifikasi dan adaptasi 

tanaman ini di berbagai habitat (Rahmayani et al., 2021). 

Primer rbcL yang paling umum digunakan adalah primer universal 

yang dikembangkan oleh berbagai peneliti, seperti yang 

direkomendasikan oleh Consortium for the Barcode of Life 

(CBOL) untuk DNA barcoding tumbuhan.  Primer Forward (rbcL-

aF) dengan sekuens: 5'-

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3' yang memiliki 

panjang 26 basa, dengan fungsi untuk mengikat pada ujung 5' dari 

gen rbcL, memulai amplifikasi dari arah forward.  Primer Reverse 

(rbcL-aR) dengan sekuens: 5'-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3' 

(dimana R = A atau G, untuk degenerasi), dengan panjang 20 basa, 

uang berfungsi untuk mengikat pada ujung 3' dari gen rbcL, 

memulai amplifikasi dari arah reverse yaitu arah 3' ke 5', yang 

kemudian dibalik dalam PCR.  Primer ini menghasilkan produk 

amplifikasi sekitar 600-700 basa, tergantung pada spesies 

(Corvalan et al.,2025). 

Proses analisis filogenetik menggunakan sekuens rbcL dimulai 

dengan pengambilan sampel DNA dari spesimen tanaman yang 

akan diteliti.  Setelah itu, DNA diekstraksi dan sekuens gen rbcL 
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diisolasi menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction).  

Sekuens yang dihasilkan kemudian dianalisis menggunakan 

perangkat lunak bioinformatika untuk membangun pohon 

filogenetik.  Metode seperti Maximum Likelihood atau Bayesian 

Inference sering digunakan untuk menentukan hubungan antar 

spesies berdasarkan sekuens yang diperoleh.  Hasil analisis ini 

dapat memberikan gambaran yang jelas tentang hubungan evolusi 

antara lempuyang dan spesies lain, serta membantu dalam 

klasifikasi taksonomi yang lebih tepat (Sagala, 2021). 

Selain itu, analisis filogenetik menggunakan sekuens rbcL juga 

dapat memberikan informasi penting mengenai sejarah evolusi dan 

penyebaran spesies lempuyang.  Dengan memahami hubungan 

filogenetik, peneliti dapat mengidentifikasi spesies yang memiliki 

potensi untuk dikembangkan lebih lanjut dalam bidang pertanian 

atau pengobatan.  Misalnya, jika sekuens rbcL menunjukkan 

bahwa lempuyang memiliki hubungan dekat dengan spesies lain 

yang memiliki sifat-sifat unggul, maka spesies tersebut dapat 

dijadikan sebagai sumber genetik untuk pemuliaan tanaman.  

Dengan demikian, penggunaan sekuens rbcL dalam analisis 

filogenetik tidak hanya memberikan wawasan tentang hubungan 

evolusi, tetapi juga membuka peluang untuk pengembangan 

aplikasi praktis dalam bidang pertanian dan konservasi (Sagala, 

2021). 

 

2.6.2 Metode Sekuensing: Sanger Sekuensing 

Metode sekuensing Sanger, yang juga dikenal sebagai metode 

terminasi rantai, merupakan teknik klasik dan fundamental dalam 

penentuan urutan basa pada molekul DNA.  Dikembangkan oleh 

Frederick Sanger pada tahun 1977, metode ini menjadi terobosan 

besar dalam bidang genetika karena memungkinkan penentuan 
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urutan nukleotida secara akurat dan sistematis.  Prinsip dasar 

metode ini adalah penggunaan dideoksinukleotida (ddNTP) yang 

berfungsi sebagai terminator rantai selama proses sintesis DNA.  

Dalam reaksi sekuensing, campuran nukleotida normal (dNTP) dan 

dideoksinukleotida yang diberi label radioaktif atau fluorescent 

dicampurkan bersama dengan template DNA, primer, dan enzim 

DNA polimerase.  Ketika ddNTP terinkorporasi ke dalam rantai 

DNA yang sedang tumbuh, sintesis rantai berhenti karena ddNTP 

tidak memiliki gugus 3'-OH yang diperlukan untuk penambahan 

nukleotida berikutnya.  Akibatnya, terbentuk fragmen DNA 

dengan panjang yang bervariasi, masing-masing berakhir pada 

posisi dimana ddNTP terinkorporasi.  Fragmen-fragmen ini 

kemudian dipisahkan berdasarkan ukuran menggunakan 

elektroforesis gel poliakrilamida, dan urutan basa dapat dibaca dari 

pola fragmentasi tersebut (Suwardji et al., 2023). 

Proses pemisahan fragmen DNA yang dihasilkan dalam metode 

Sanger sangat penting untuk menentukan urutan nukleotida.  

Setelah reaksi terminasi rantai selesai, campuran fragmen DNA 

yang berukuran berbeda-beda tersebut dimasukkan ke dalam gel 

poliakrilamida dan dikenakan medan listrik untuk elektroforesis.  

Fragmen-fragmen yang lebih pendek akan bergerak lebih cepat 

melalui gel dibandingkan fragmen yang lebih panjang, sehingga 

fragmen-fragmen tersebut terpisah berdasarkan ukuran.  Dengan 

menggunakan label radioaktif atau fluorescent pada ddNTP, 

fragmen-fragmen ini dapat dideteksi secara visual.  Pada metode 

klasik, hasil elektroforesis dibaca secara manual dengan melihat 

pola pita pada film autoradiografi.  Namun, dengan kemajuan 

teknologi, saat ini digunakan sequencer otomatis yang 

memanfaatkan label fluorescent berbeda untuk setiap jenis ddNTP 

(A, T, G, C), sehingga pembacaan urutan DNA dapat dilakukan 

secara cepat dan akurat melalui deteksi sinyal fluorescent yang 
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dihasilkan oleh fragmen-fragmen DNA yang terpisah (Azizi et al., 

2021). 

Meskipun metode Sanger telah banyak digantikan oleh teknologi 

sekuensing generasi baru (Next-Generation Sequencing/NGS) yang 

menawarkan kecepatan dan kapasitas yang jauh lebih besar, 

metode ini tetap menjadi standar emas dalam banyak aplikasi.  

Metode Sanger sangat berguna untuk verifikasi urutan DNA hasil 

sekuensing NGS, analisis mutasi spesifik, dan sekuensing fragmen 

DNA pendek dengan tingkat akurasi yang sangat tinggi.  

Keunggulan utama metode ini adalah kemampuannya 

menghasilkan data sekuens dengan tingkat kesalahan yang sangat 

rendah dan kemudahan interpretasi hasil.  Namun, keterbatasan 

metode ini terletak pada waktu dan biaya yang relatif tinggi jika 

digunakan untuk sekuensing genom besar, serta kapasitas 

throughput yang terbatas (Tasma, 2015). 



 
 

 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November - Januari di Laboratorium 

Botani 1, Laboratoirum Biologi Molekuler, dan Laboratoirum Mikrobiologi 

Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Lampung, serta Laboratorium INA LAB DNA. 

 

3.2 Bahan dan Alat 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu tanaman lempuyang 

yang berasal dari petani Lampung Barat koleksi pribadi Bapak Wawan 

Abdullah Setiawan, sampel isolat Staphylococcus aureus koleksi dari UPT 

LTSIT Universitas Lampung, alkohol, tisu, aquades, media Natrium agar 

(NA), media Mueller Hinton agar (MHA), ethanol murni, kit ekstraksi DNA 

intron, kit pereaksi PCR, primer rbcL, kit elektroforesis intron, agarose 

seakem, red safe, size marker, DMSO 10%, dan Ciprofloxacin (kontrol 

positif), dan microplate ELISA. 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu mortar, alu, gelas ukur, 

tabung reaksi, cawan petri, jarum ose, mikropipet, wrap, neraca analitik, 

bunsen, mistar, microplate, laminar air flow, tap spin, magic stirrer, heating 

block freezer, autoclave, vortex, centrifuge, freezer, hot plate, electroforesis 
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gel, Thermocycler (Sensoquest, Jerman), Nanophotometer (IMPEN, Jerman), 

dan ELISA Reader. 

 

3.3 Rancangan Percobaan 

Penelitian ini merupakan penelitian faktorial dengan dua faktor menggunakan 

rancangan acak lengkap (RAL).  Faktor 1 yaitu filogenetik dari tanaman 

Lempuyang (Zingiber zerumbet) yang berasal dari petani Lampung Barat 

dianalisis menggunakan primer Ribulose-1,5-Bisphosphate 

Carboxylase/Oxygenase large subunit (rbcL).  Faktor 2 yaitu aktivitas 

antibakteri dari ekstrak Lempuyang terhadap Staphylococcus aureus yang 

diujikan dengan metode Kirby bauer dengan tiga pengulangan untuk melihat 

secara kualitatif dan Minimum inhibitory concentrate (MIC) dengan menguji 5 

macam konsentrasi yaitu 10.000, 5.000, 2.500, 1.250, dan 625 ppm masing-

masing konsentrasi diulang sebanyak tiga kali untuk memverifikasi secara 

kuantitatif.  Rancangan percobaan dirincikan dalam tabel-tabel berikut. 

Tabel 2.  Rancangan Percobaan Faktor 1 

Variabel 

Bebas 

Sampel lempuyang (Zingiber zerumbet) dari petani Lampung Barat 

(sebagai subjek utama); perbandingan dengan spesies serupa dari 

NCBI. 

Variabel 

Terikat 

Pohon filogenetik (hubungan kekerabatan sampel lokal dengan 

spesies NCBI berdasarkan sekuens rbcL); keberhasilan amplifikasi 

DNA (ukuran fragmen ~300-600 bp); konsentrasi DNA (ng/μL); 

dan kemurnian DNA (rasio A260/A280). 

Variabel 

Kontrol 

Suhu PCR (95°C denaturasi, 54°C annealing, 72°C elongasi); siklus 

PCR (30 kali); primer rbcL; metode sekuensing Sanger; dan 

database NCBI sebagai sumber referensi. 
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Tabel 3.  Rancangan Percobaan Faktor 2 

Variabel 

Bebas 

Konsentrasi ekstrak etanol lempuyang (10.000 ppm untuk metode 

Kirby-Bauer; 10.000 ppm, 5.000 ppm, 2.500 ppm, 1.250 ppm, 625 

ppm untuk metode MIC). 

Variabel 

Terikat 

Zona hambat (diameter dalam mm); MIC (konsentrasi terendah 

penghambatan); persentase penghambatan bakteri (% berdasarkan 

absorbansi OD630). 

Variabel 

Kontrol 

Suhu inkubasi (37°C); waktu inkubasi (24 jam); media MHA; 

inokulum bakteri (0.5 McFarland); kontrol positif (Ciprofloxacin); 

kontrol negatif (tanpa ekstrak); kontrol sterilitas (media saja). 

 

3.4 Metode 

Metode kerja pada penelitian ini dilakukan dengan sepuluh tahapan yaitu: 

3.4.1 Sterilisasi  

Alat glass dibersihkan dari kotoran dan sisa bahan dengan air 

mengalir dan deterjen, kemudian dibilas dengan air bersih hingga 

tidak ada sisa deterjen.  Setelah itu, dikeringkan sebelum proses 

sterilisasi, lalu alat glass di bungkus dengan kertas dan plastik tahan 

panas.  Setelah itu, dimasukkan ke autoclave, dan diatur autoclave 

pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi selama 15-20 menit.  

Lalu,dinyalakan siklus autoklaf sesuai standar.  Setelah selesai, 

dibiarkan terlebih dahulu alat hingga mendingin di dalam autoklaf 

sebelum dikeluarkan untuk menghindari kontaminasi ulang 

(Paputungan et al., 2019).   

Alat logam disterilisasi dengan dipanaskan menggunakan oven pada 

suhu 160-180°C selama 1-2 jam.  Setelah proses selesai, dibiarkan 

terlebih dahulu alat mendingin di dalam oven sebelum digunakan.  

Alat yang tidak tahan panas disterilisasi dengan cara dilap 

menggunakan tisu yang disemprot menggunakan alkohol.  Selain itu, 
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sterilisasi alat tidak tahan panas seperti alat disposable dilakukan 

dengan ditempatkan di bawah sinar UV di ruang khusus selama 20 

menit (Sriana et al., 2022). 

 

3.4.2 Ekstraksi DNA Lempuyang  

Proses ekstraksi DNA mengikuti protokol kit Ekstraksi DNA iNtRON 

i-genomic Plant.  Tahapan diawal dengan pengambilan sampel bagian 

daun muda lempuyang diambil dan disterilkan menggunakan alkohol 

dan dikeringkan menggunakan tisu.  Setelah itu, dimasukkan ke 

dalam mortar dengan berat  ± 1 gram, lalu digerus selama 30 menit, 

dan ditambahkan 50mL buffer PG setiap 10 menit.  Setelah hasil 

gerusan berbentuk serbuk, ditambahkan 100μL buffer PG dan 

homogenkan dengan hasil tumbukkan, lalu hasil gerusan dipindahkan 

ke dalam microtube steril 2mL.  Kemudian ditambahkan 200μL 

buffer PG dan 2 butir Tissuelyser beads (Qiagen, Hilden, Jerman), 

lalu dihomogenkan dengan vortex selama 5 menit.  Setelah itu 

disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit.  

Supernatan dipindahkan ke microtube steril baru ukuran 2 mL.  

Kemudian ditambahkan 15μL proteinase-K, lalu dihomogenkan 

dengan vortex selama 2 menit.  Setelah itu, diinkubasi selama 45 

menit pada suhu 65˚C dan sesekali lakukan homogenisasi dengan di 

kocok pelan.  Setelah itu, dikeluarkan dari oven dan didiamkan 

hingga suhu ruang. 

 

Kemudian ditambahkan 100μL buffer PPT, lalu dihomogenkan 

dengan insersi, lalu diinkubasi di dalam es selama 5 menit.  Setelah 

itu, disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 7 menit, lalu 

supernatan diambil kemudian dimasukkan ke microtube steril 1,5 mL.  

Kemudian ditambahkan 650μL buffer PB dan lakukan insersi hingga 

homogen.  Setelah itu, pindahkan sebanyak 650μL campuran ke 

dalam spin column, lalu disentrifugasi dengan kecepatan 10.000rpm 
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selama 2 menit.  Kemudian keluarkan cairan yang ada pada collection 

tube, lalu pasang kembali.  Sisa cairan pada microtube dimasukkan ke 

spin column, lalu disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 

2 menit.  Kemudian keluarkan lagi cairan yang berada di collection 

tube, lalu pasangan collection tube  baru, kemudian dimasukkan 

700μL buffer PWA.  Setelah itu, disentrifugasi dengan kecepatan 

10.000 rpm selama 2 menit, kemudian dikeluarkan cairan pada 

collection tube, lalu pasang kembali.  Lalu masukkan 700μL buffer 

PWB, setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 

2 menit, lalu buang collection tube dan ganti dengan yang baru.  

Setelah itu, disentrifugasi kembali dengan kecepatan 10.000 rpm 

selama 2 menit, tanpa penambahan apapun.  Lalu spin column 

dipindahkan ke microtube 1,5mL, kemudian dimasukkan 20μL buffer 

PE ke dalam spin column dan didiamkan selama 1 menit.  Setelah itu, 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit, 

lalu dimasukkan 15μL buffer PE ke dalam spin column, kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit.  Setelah 

itu, didiamkan selama 1 menit lalu spin column dilepaskan dan lid 

microtube 1,5mL ditutup rapat.  Kemudian hasil ekstraksi disimpan 

pada suhu -4˚C (Sanjaya dan Ratnawati, 2017).   

 

3.4.3 Analisis Kemurnian dan Konsentrasi DNA Hasil Ekstraksi 

Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi dianalisis dengan 

Nanophotometer (IMPEN, Jerman).  Nanophotometer menunjukkan 

konsentrasi DNA dalam satuan nanogram/mikroliter (ng/μL).  

Absorbansi A260/A280 sebagai rasio absorbansi asam nukleat dengan 

protein, serta A260/A280 sebagai adanya indikasi keberadaan 

komponen lain atau pengotor.  Untuk analisis tersebut, sampel 

diteteskan sebanyak 1,5 μL pada kuvet cell kemudian diletakkan pada 

cell holder.  Sampel DNA yang murni ditunjukkan dengan nilai 

absorbansi A260/A280 direntang 1.8-2.0.  DNA dengan kemurnian 
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1.8-2.0 dan konsentrasi ≥50ng/μl dapat dilanjutkan ke proses 

amplifikasi dengan Polymerase Chain Reaction (Sembiring et 

al.,2023). 

 

3.4.4 Amplifikasi Gen rbcL dengan metode PCR 

Hasil ekstraksi DNA yang telah didapat dilakukan uji PCR 

dengan cara dicampurkan setiap pereaksi PCR yang terdiri dari 10 μL 

mastermix MyTaqTM HS Red Mix, 0,25 μL primer rbcL yang terdiri 

dari forward, 0,25 μL primer reverse, 4,5 μL ddH2O, dan 5 μL DNA 

template.  Proses pencampuran pereaksi PCR ini dilakukan di dalam 

laminar..  Pereaksi PCR kemudian dimasukkan kedalam microtube 

berukuran 0,2 μL.  Microtube yang berisi sampel ekstraksi dan 

pereaksi PCR dimasukkan ke dalam alat  Thermocycler (Sensoquest, 

Jerman), lalu diatur program thermocycling yang terdiri dari 6 

tahapan, yaitu tahap denaturasi awal (95°C selama 5 menit), tahap 

denaturasi (95°C selama 1 menit), tahap penempelan primer atau 

annealing (54°C selama 1 menit), tahap pemanjangan atau elongasi 

(72°C selama 1 menit), tahap post elongasi (72°C selama 5 menit), 

dan tahap pendinginan (20°C selama 10 menit).  Siklus diulang 

sebanyak 30 kali.  Sampel hasil PCR selanjutnya disimpan di lemari 

pendingin bersuhu 4°C agar menjaga DNA dari kerusakan 

(Kolondam et al., 2012).. 

3.4.5 Visualisasi Hasil Amplifikasi DNA dengan Elektroforesis 

DNA hasil PCR divisualisasi dengan elektroforesis gel agarosa 1,5%.  

Gel agarosa dibuat dengan cara 0,48 g gel agarosa dilarutkan dalam 

40 mL buffer TAE 1x lalu dimasak hingga mendidih dan homogen 

yang ditandai dengan larutan menjadi bening.  Setelah didinginkan 

selama + 10-15 menit, larutan gel agarosa ditambahkan 2 μL larutan 

redsafe, lalu dihomogenkan.  Selanjutnya larutan tersebut dituang ke 

dalam tray elektroforesis dan dipasangkan comb.  Setelah gel 
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memadat, dimasukkan DNA marker sebanyak 7 μL ke dalam 

sumuran tengah dari gel agarosa lalu 5 μL DNA hasil PCR 

dimasukkan ke dalam sumuran gel agarosa lainya.  Alat Mupid-Exu 

di atur untuk Proses elektroforesis selama 35 menit dengan arus listrik 

100 Volt.  Setelah migrasi DNA selesai, pita-pita DNA pada gel 

diamati menggunakan sinar ultraviolet pada gel doc (Putri et al., 

2016). 

 

3.4.6 Sekuensing Amplikon Hasil PCR 

Hasil PCR yang telah tervisualisasi adanya pita amplikon 

pada pengamatan gel doc lalu di sekuensing dengan metode Sanger 

melalui penyedia jasa sekuensing, yaitu PT Genetika Science.  

Sampel yang akan dikirimkan berupa produk hasil PCR dan satu set 

primer yang digunakan dalam microtube 0,2 mL.  Sampel dikemas di 

dalam kotak yang ditambahkan gel es agar menjaga suhu tetap rendah 

pada proses pengiriman (Sjafaraenan et al., 2018).   

 

3.4.7 Ekstraksi Lempuyang dengan Etanol 100% 

Rimpang dan daun tua lempuyang dikeringkan menggunakan oven 

dengan suhu 50˚C selama 24 jam, lalu dihaluskan dengan 

menggunakan blender setelah itu ditumbuk menjadi simplisia 

menggunakan mortar dan alu, setelah itu dimaserasi menggunakan 

EtOH dengan perbandingan 1:10 selama 24 jam dan dilakukan 

pengulangan sebanyak 3 kali, tahapan ini berfungsi agar pelarut dapat 

menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang 

mengandung berbagai komponen zat aktif.  Filtrat yang diperoleh 

disaring untuk menghilangkan komponen yang tidak diinginkan.  

Kemudian filtrat dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada 

suhu 40˚ C dan tekanan 60 mbar.  Ekstrak yang diperoleh disimpan 

dalam kulkas hingga diperlukan (Asworo dan Widwiastuti, 2023). 



36 
 

 
 

3.4.8 Peremajaan Bakteri Staphylococcus aureus 

Isolat Staphylococcus aureus diremajakan pada media NA.  Media 

NA dibuat dengan cara 10g NA dilarutkan dalam 100 mL aquades, 

kemudian dipanaskan dengan hot plate  hingga mendidih.  Media 

yang telah mendidih dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan 

disterilisasi dengan di masukkan ke autoclave selama 20 menit pada 

suhu 121˚C.  Media yang telah steril ditunggu hingga hangat kuku, 

lalu dituang ke tabung reaksi dan diposisikan miring dan ditunggu 

hingga padat.  Setelah itu, isolat diinokulasikan ke media NA dengan 

metode streak, lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam 

(Triatmoko et al., 2018). 

 

3.4.9 Pengujian Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus Metode 

Kirby-Bauer 

Media cair Mueller Hinton Broth  dibuat dengan cara ditimbang 2,1g 

media, dan dilarutkan dalam aquades steril 100mL.  Media Mueller 

Hinton Agar (MHA) dibuat dengan cara 2,1g MHB ditambah dengan 

1,5g agar dilarutkan pada aquades steril 100mL, lalu dipanaskan 

hingga mendidih.  Tandai cawan petri dibagi menjadi 4 bagian untuk 

uji ekstrak yang dilarutkan dengan DMSO 10% (Uji) dengan 

konsentrasi ekstrak sebesar 10.000ppm, ekstrak yang dilarutkan 

dengan air (L+ Air) dengan konsentrasi ekstrak sebesar 10.000ppm, 

kontrol positif (+) menggunakan Ciprofloxacin dengan konsentrasi 

2.000ppm, dan kontrol negatif (-), setelah media hangat kuku, media 

dituang ke cawan petri dan ditunggu hingga mengeras.  Hasil 

inokulasi Staphylococcus aureus koloni tunggal kemudian diambil 

dan disuspensikan dalam media cair Mueller Hinton Broth  hingga 

mencapai kekeruhan standar yang setara dengan 0.5 McFarland 

(sekitar 1.5/10^8 CFU/mL).  Kemudian hasil pengenceran 10^8 

CFU/mL diinokulasikan pada media Mueller Hinton Agar (MHA) 

yang berada di cawan petri dengan metode spread  diratakan hingga 
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memenuhi media.  Setelah itu, didiamkan selama 5 menit, kemudian 

dilakukan pelubangan media sebanyak 4 lubang menggunakan 

mikrotip steril.   

Ekstrak Uji dimasukkan kedalam sumuran yang telah ditandai pada 

media agar sebanyak 50 μL, ekstrak dengan pelarut air dimasukkan 

kedalam sumuran yang telah ditandai pada media agar sebanyak 50 

μL, kontrol positif menggunakan Ciprofloxacin dengan konsentrasi 

2.000ppm dimasukkan kedalam sumuran yang telah ditandai pada 

media agar sebanyak 50 μL, kontrol negatif menggunakan aquades 

steril dimasukkan kedalam sumuran yang telah ditandai pada media 

agar sebanyak 50 μL .  Lalu diinkubasi selama 24- 48 jam.  Setelah 

inkubasi diamati zona hambat yang terbentuk di sekitar sumuran dan 

dibandingkan dengan hasil kontrol positif dan kontrol negatif 

(Zanuba, et al., 2024). 

 

3.4.10 Pengukuran Aktivitas Antibakteri dengan ELISA Reader 

Prosedur penentuan Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

dilakukan dengan menggunakan metode mikro dilusi, yang 

merupakan teknik standar untuk mengukur aktivitas antimikroba 

suatu sampel.  Pada metode ini, pengenceran serial dari sampel 

dilakukan dalam microplate steril yang terdiri atas 12 kolom dan 8 

baris wells, yang memungkinkan pengujian berbagai konsentrasi 

secara simultan.  Setiap kelompok sampel diuji pada satu lempeng 

microplate, seperti yang ditunjukkan pada Tabel 1, untuk memastikan 

konsistensi dan efisiensi pengujian.   
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Tabel 4.  Data Map Sampel pada Microplate Reader 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A CP1 CP1 CP1  PC1 PC1 PC1   NC1  SC 

B CP2 CP2 CP2  PC2 PC2 PC2   NC2  SC 

C CP3 CP3 CP3  PC3 PC3 PC3   NC3  SC 

D CP4 CP4 CP4  PC4 PC4 PC4   NC4  SC 

E CP5 CP5 CP5  PC5 PC5 PC5   NC5  SC 

F          

G             

H GC GC GC GC GC   KU KU KU KU KU 

Keterangan: 

 GC  = Kontrol Pertumbuhan  PCn = Kontrol Positif  

 NCn = Kontrol negatif  CPn  = Kelompok Uji  

SC = Kontrol steril   KU = Kontrol Uji  

 

Pengujian diawali dengan sterilisasi alat, bahan, dan tempat kerja.  

Kemudian pembuatan media Mueller Hinton Broth dengan cara 

ditimbang media MHB sebanyak 0,7g dilarutkan dalam 35mL 

aquades steril, lalu dipanaskan hingga larut.  Setelah itu, pembuatan 

pelarut DMSO 10% dengan cara 100μL DMSO dilarutkan dalam 

900ml aquades steril.  Setelah itu, persiapan larutan stok ekstrak 

lempuyang dengan konsentrasi 10.000ppm dengan diambil ekstrak 

sebanyak 0,01g dilarutkan dalam 1mL DMSO 10%.  Kemudian 

persiapan antibiotik Ciprofloxacin dengan konsentrasi 2.000ppm 

dilarutkan dalam DMSO 10% sebanyak 1mL. 
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Isolat Staphylococcus aureus yang sudah ditumbuhkan pada media 

agar Mueller Hinton Agar selama 18-24 jam pada suhu 37°C diambil 

koloni tunggal kemudian disuspensikan dalam media cair Mueller 

Hinton Broth hingga mencapai kekeruhan standar 0.5 McFarland 

(sekitar 1.5/10^8 CFU/mL) dengan diukur menggunakan absorbansi 

Elisa reader dengan panjang gelombang 630nm hingga menunjukkan 

nilai rata-rata suspensi dikurangi rata-rata media berada pada rentang 

0.8 hingga 0.1, setelah itu, suspensi bakteri dibuat dengan 

perbandingan 1:1000, dimana inokulum bakteri yang telah diukur 

diambil sebanyak 10μL kemudian dilarutkan dalam media MHB 

sebanyak 9.990μL. 

Mikroplate steril yang sudah ditandai sesuai dengan data map sampel 

disiapkan, kemudian dimasukkan media MHB sebanyak 100μL pada 

tiap sumuran uji.  Setelah itu, sumuran kontrol negatif ditambahkan 

DMSO 10% sebanyak 100μL dan dilakukan dilusi hingga sumuran 

kontrol negatif ke-5, pada sumuran ke-5 dibuang 100μL hasil inversi.  

Sumuran uji ekstrak akan diuji dengan lima konsentrasi ekstrak 

lempuyang yang berbeda, pengujian dilakukan mulai dari konsentrasi 

awal 10.000 ppm sebanyak 100μL, kemudian dilakukan pengenceran 

serial dua kali lipat pada sumuran uji sehingga diperoleh konsentrasi 

berturut-turut sebesar 10.000 ppm (P1); 5.000 ppm (P2); 2.500 ppm 

(P3); 1.250 ppm (P4); 625 ppm (P5).  Sumuran P5 dibuang 100μL 

hasil inversi, tahapan pengujian ekstrak diulangi sebanyak 3 kali.  

Sumuran kontrol positif ditambahkan antibiotik Ciprofloxacin 

2.000ppm sebanyak 100μL dan dilakukan dilusi hingga sumuran 

kontrol positif ke-5 dan dibuang 100μL, tahapan kontrol positif 

diulangi sebanyak 3 kali.  Sehingga, kontrol positif menggunakan 

variasi konsentrasi diantaranya 2.000 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 250 

ppm, dan 125 ppm.  Setelah itu, dimasukkan ekstrak pada sumuran 

Kontrol Uji (KU) dan dilakukan dilusi sehingga menghasilkan 

konsentrasi ekstrak yang sama dengan uji.  Setelah itu, sumuran yang 
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akan diujikan ditambahkan suspensi bakteri Staphylococcus aureus 

sebanyak 100μL tiap sumuran, kecuali pada sumuran kontrol steril. 

Kontrol Pertumbuhan (Growth Control) adalah sumur yang hanya 

berisi media pertumbuhan sebanyak 100μL dan inokulum bakteri 

(tanpa ekstrak) 100μL akan disiapkan untuk memverifikasi 

pertumbuhan bakteri yang optimal.  Kontrol Sterilitas (Sterility 

Control) adalah sumur yang hanya berisi media pertumbuhan (tanpa 

ekstrak dan tanpa bakteri) sebanyak  100 μL akan disiapkan untuk 

memverifikasi sterilitas media dan tidak adanya kontaminasi.  

Kelompok uji (Solvent Group) adalah sumur yang berisi media 100 

μL, inokulum bakteri 100 μL, dan ekstrak dengan pengenceran serial 

dua kali lipat, masing-masing konsentrasi diuji secara triplo.  Kontrol 

Antibiotik Positif (Positive Antibiotic Control) adalah sumur yang 

berisi media 100 μL, inokulum bakteri 100 μL, dan antibiotik 

(Ciprofloxacin) dengan pengenceran serial dua kali lipat, yang 

berfungsi untuk memvalidasi sensitivitas bakteri dan kinerja 

pengujian.  Kontrol uji (KU) adalah sumuran berisi media dan ekstrak 

yang memiliki konsentrasi sama seperti sumuran uji, berfungsi untuk 

standar perbandingan untuk memastikan nilai OD ekstrak tidak lebih 

dari kelompok uji. 

Mikroplate kemudian akan diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 

jam.  Setelah inkubasi, mikroplate akan ditempatkan pada ELISA 

reader.  ELISA reader akan mengukur absorbansi setiap sumur pada 

panjang gelombang yang sesuai untuk kekeruhan bakteri 630 nm.  

Data absorbansi dari setiap sumur akan dicatat.  MIC didefinisikan 

sebagai konsentrasi terendah ekstrak lempuyang dimana tidak ada 

pertumbuhan bakteri yang terlihat (yaitu, absorbansi sumur tersebut 

mendekati absorbansi kontrol sterilitas dan secara signifikan lebih 

rendah dari kontrol pertumbuhan).  Secara kuantitatif, MIC seringkali 

ditentukan sebagai konsentrasi terendah yang menghasilkan 

penurunan absorbansi sebesar 90% atau 99% dibandingkan dengan 
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kontrol pertumbuhan.  Data dari 3 pengulangan untuk setiap 

konsentrasi akan dianalisis secara statistik untuk mendapatkan nilai 

MIC yang representatif dan memastikan konsistensi hasil (Prakasita et 

al., 2015). 

 

3.4.11 Analisis Filogenetik 

Hasil sekuensing dianalisis menggunakan perangkat lunak MEGA-X.  

Urutan DNA yang dihasilkan diselaraskan menggunakan perangkat 

lunak MUSCLE yang tertanam dalam MEGA X, dipangkas dan diedit 

secara manual untuk mendapatkan urutan yang lengkap.  Pencarian 

homologi dilakukan menggunakan program BLASTn terhadap NCBI.  

GenBank basis data (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ).  Model 

substitusi DNA yang tepat untuk gen rbcL dinilai menggunakan 

fungsi "find best DNA/Protein Models" yang tertanam dalam 

perangkat lunak MEGA X.  Selanjutnya, metode statistik 

kemungkinan maksimum (ML) digunakan untuk menguji kesesuaian 

terhadap berbagai model evolusi.  Berdasarkan nilai estimasi semua 

parameter untuk setiap model, model yang paling sesuai dengan 

dataset dari sekuens rbcL adalah model reversibel waktu umum (K2) 

dan model terdistribusi gamma ( K2+G) dengan situs invarian (+I) 

(=K2+G+I).  Pohon ML dibangun menggunakan MEGA X dengan 

semua posisi yang mengandung celah dan data yang hilang 

dimasukkan untuk analisis (Setiawan et al., 2022).   

 

3.4.12 Analisis Hasil Aktivitas Antibakteri 

Data uji Kirby bauer digunakan untuk melihat kualitas dari aktivitas 

antibakteri ekstrak Lempuyang (Zingiber sp.) dengan rumus 

perhitungan diameter zona hambat: 

(Dv − Dc) + (Dh − Dc)

2
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Keterangan : 

Dv : Diameter vertikal  

Dh : diameter horizontal 

Dc : Diameter cakram/sumuran 

 

Kekuatan daya hambat dapat dilihat berdasarkan diameter zona 

hambat yang terbentuk.  Ukuran diameter ≤ 5 mm (lemah), 6-10 mm 

(sedang), 11-20 mm (kuat) dan ≥ 21 mm (sangat kuat).  Jika 

didapatkan ukuran diameter zona hambat ≥6 mm, maka dinyatakan 

ekstrak memiliki aktivitas antimikroba (Zanuba, et al., 2024). 

Data uji Minimum Inhibitory Concentrate (MIC) digunakan untuk 

menentukan nilai konsentrasi terkecil yang masih aktif menghambat 

pertumbuhan bakteri, microplate akan menerima sinar tampak 630 

nm kemudian ELISA reader akan memberikan nilai optical density 

(OD) pada tiap well.  Nilai OD dicatat untuk semua sumuran, 

termasuk semua konsentrasi ekstrak, pengulangan, serta kontrol 

(Growth Control, Sterility Control, Positive Control, Negative 

Control).  Hitung rata-rata absorbansi dari triplo pengulangan untuk 

setiap konsentrasi ekstrak.  Hitung standar deviasi (SD) untuk menilai 

variasi data antar pengulangan.  Growth Control (GC) sebagai 

representasi pertumbuhan bakteri tanpa penghambatan.  Sterility 

Control (SC) sebagai baseline tanpa pertumbuhan bakteri.  

Normalisasi absorbansi setiap sampel dengan rumus % penghambatan 

bakteri sebagai berikut.   

%Penghambatan Bakteri = 1 −
OD P − OD KU 

OD NC − OD PC 
 𝑥 100% 

Keterangan : 

OD P : Nilai Optical Density Ekstrak Uji  

OD KU : Nilai Optical Density Kontrol Ekstrak  

OD NC : Nilai Optical Density Kontrol Negatif 

OD PC : Nilai Optical Density Kontrol Positif 
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MIC ditentukan sebagai konsentrasi dimana persentase pertumbuhan 

bakteri ≤ 10% (atau ≥ 90% penghambatan) dibandingkan dengan 

kontrol pertumbuhan.  Hasil nilai MIC yang didapat dianalisis secara 

statistik dengan One Way ANOVA untuk membandingkan efektivitas 

berbagai konsentrasi (Savitri et al., 2020). 

 

3.5 Diagram Alir Penelitian 

Diagram alir penelitian ini disajikan dalam Gambar 8.  sebagai berikut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8.  Diagram Alir Penelitian 
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V. PENUTUP 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Identifikasi molekuler menggunakan primer gen rbcL menunjukkan bahwa 

Lempuyang asal Lampung Barat memiliki kedekatan taksonomi dengan 

spesies Zingiber zerumbet, yang terbukti melalui posisi filogenetiknya 

yang berada dalam satu klad dengan sekuens pembanding dari database 

GenBank, sehingga sampel ini diberi nama Zingiber zerumbet Unila. 

2. Ekstrak Lempuyang  (Zingiber zerumbet Unila) memiliki aktivitas 

antibakteri yang signifikan terhadap Staphylococcus aureus terbukti 

dengan adanya korelasi positif antara peningkatan konsentrasi ekstrak 

dengan penurunan nilai Optical Density (OD), dengan didapatkan nilai 

Minimum Inhibitory Concentrate (MIC) sebesar 2.500 ppm yang 

memberikan penghambatan pertumbuhan bakteri di atas 90%. 

 

5.2 Saran 

Adapun saran untuk penelitian selanjutnya adalah: 

1. Disarankan untuk menggunakan marka DNA lain yang lebih bervariasi 

(seperti ITS atau matK) sebagai pembanding marka rbcL untuk 

mendapatkan resolusi filogenetik yang lebih mendalam pada tingkat 

varietas atau kultivar.
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2. Perlu dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap variasi bakteri 

patogen lain, baik Gram- positif maupun Gram-negatif, untuk mengetahui 

spektrum hambatan ekstrak secara luas. 
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