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Abstract — Endophytic fungi are microorganisms that live in plant tissues without harming the host plant. One
of the plants that have potential as a host for endophytic fungi is the flower of the bitter plant (Andrographis
paniculata) which contained secondary metabolites and has biological activity. The purpose of this study was to
obtain fungal isolates and identify the content of secondary metabolites and their antibacterial activity. The
results of the isolation of endophytic fungi produced isolates of endophytic fungi with isolate code BS.
Microscopic observation of BS isolates belonging to Chrysosporium spp. The results of the phytochemical test of
the ethyl acetate extract were positive for terpenoid compounds marked with a pink color and the FTIR spectrum
containing a dimethyl gem group. BS extract also could inhibit the growth of all tested bacteria, namely E. coli

and S. aureus at concentrations of 1%, 3%, and 5%.
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. PENGANTAR

Resistensi bakteri terhadap obat-obatan belakangan ini
merupakan salah satu permasalahan yang menyebabkan
keterbatasan obat antimikroba [1]. Saat ini sumber senyawa
bioaktif dapat berasal dari tumbuhan obat. Akan tetapi
ketersediaan bahan baku obat-obatan yang berasal dari
tumbuhan alami tersebut sumbernya semakin menipis
sehingga perlu dicarikan penyelesaiannya. Upaya yang dapat
dilakukan vyaitu memanfaatkan jamur endofit yang
berkolonisasi pada tumbuhan.

Jamur endofit adalah mikroorganisme yang tumbuh
secara berkolonisasi dalam jaringan berbagai tumbuhan yang
secara umum tidak merugikan tumbuhan inangnya. Tumbuhan
inang dan jamur endofit mempunyai hubungan yang saling
menguntungkan. Tumbuhan inang akan memberikan suplai
nutrisi  yang diperlukan jamur untuk pertumbuhannya.
Sementara itu jamur akan memproduksi metabolit sekunder
yang dapat digunakan tumbuhan inang sebagai perlindungan
diri [2]. Berdasarkan hal tersebut, jamur endofit dapat
berpotensi dalam menghasilkan senyawa metabolit sekunder,
baik yang sama ataupun yang berbeda dengan tumbuhan
inangnya [3]. Kelebihan dari jamur endofit adalah mudah
dikembang biakkan dan mampu menghasilkan metabolit
sekunder dalam jumlah yang besar [4].

Tumbuhan yang memiliki potensi sebagai inang bagi
jamur endofit dalam memproduksi senyawa bioaktif yang
memiliki aktivitas antibakteri adalah tumbuhan sambiloto (A.
paniculata). Tumbuhan sambiloto memiliki habitat hidup di
berbagai negara seperti China, India, Indonesia, Ayurveda,
Thailand, Taiwan dan Malaysia [5]. Secara tradisional
tumbuhan ini banyak digunakan sebagai obat, seperti
mengatasi gangguan hati, keluhan pernafasan, flu dan

beberapa keluhan usus pada anak-anak [6]. Berdasarkan hal
tersebut tujuan penelitian ini adalah mengisolasi jamur
endofit, menganalisa kandungan metabolit sekunder dan
aktivitas antibakteri dari bunga tumbuhan sambiloto.

Il. METODE PENELITIAN

A. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian adalah cawan
petri, pinset, pisau bedah, bunsen, inkubator, peralatan gelas,
kertas saring, neraca analitik, rotary evaporator, laminar air

flow, mikroskop dan FTIR.

B. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
akuades, alkohol 70%, natrium hipoklorit, Potato Dextrose
Agar (PDA), beras, Mueller Hinton Agar (MHA), methylen
blue, etil asetat, kloramfenikol, DMSO, HCI p.a, H.SO4 p.a,
H2S04 2 N, FCl; 1%, asam asetat glasial, reagen dragendorf,
reagen mayer dan reagen wagner.

C. Prosedur Penelitian

1. Isolasi Jamur Endofit

Bunga sambiloto diperoleh dari kelurahan Dadok
Tunggul Hitam, kecamatan Koto Tangah. Bunga
tumbuhan sambiloto dicuci dengan air yang bertujuan
untuk membersihkan kotoran yang terdapat pada
permukaan jaringan bunga. Kemudian disterilisasi
permukaan menggunakan natrium hipoklorit (NaOCI)
3,5% selama 15 detik dan alkohol 70% selama 20 detik.
Proses ini bertujuan untuk menghilangkan mikroba epifit
pada permukaan [7]. Bunga steril diambil dan
ditempelkan pada media padat yaitu Potato Dextrose
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Agar (PDA) sebagai kontrol negatif. Proses isolasi
dilakukan dengan cara membelah jaringan bunga secara
vertikal dan bagian dalam ditempelkan pada media padat
PDA. Pemotongan jaringan tersebut bertujuan untuk
memudahkan jamur endofitik berpindah dari dalam
jaringan daun ke media padat PDA [8]. Kemudian
disimpan dalam inkubator dengan suhu 28° C. Setelah 5
hari, isolat jamur endofit di sub-kultur menggunakan
jarum ose ke media padat lainnya hingga diperoleh isolat
murni jamur endofit.

2. Pengamatan Makroskopis
Endofit
Pengamatan secara makroskopis yaitu dengan
mengamati ciri morfologi koloni jamur dari warna
koloni, bentuk koloni dan warna permukaan sebaliknya.
Pengamatan secara mikroskopis dianalisa dengan metode
Slide Culture (Riddel).

dan Mikroskopis Jamur

3. Optimasi Waktu Kultivasi Optimum

Isolat murni  jamur hasil dikultivasi dengan
memindahkan 1x1 cm jamur dari media padat ke dalam
16 buah erlenmeyer yang berisi media beras. Empat
erlenmeyer akan dipanen masing-masing setiap minggu
selama 4 minggu. Penentuan waktu optimasi kultivasi
jamur dilakukan dengan menganalisa massa ekstrak
organik yang dihasilkan.

Proses ekstraksi dilakukan dengan pelarut etil asetat
sebanyak 50 mL selama 3 hari. Kemudian ekstrak
disaring daan diuapkan menggunakan rotary evaporator
sehingga diperoleh ekstrak etil asetat. Ekstrak ini
kemudian diuji kandungan metabolit sekunder, FTIR dan
aktivitas antibakteri.

4. Uji Fitokimia

Steroid/Terpenoid

Ekstrak yang diperoleh dimasukkan dalam tabung
reaksi ditambah amoniak-kloroform dan H,SOs 2 N,
kemudian dikocok, diamkan hingga terdapat lapisan atas
dan lapisan. Lapisan bawah diambil dan dimasukkan ke
plat tetes, kemudian didiamkan hingga menguap dan
ditambahkan asam asetat anhidrat dan H,SO, p.a. Hasil
positif steroid dinyatakan dengan warna hijau-biru dan
terpenoid dinyatakan dengan warna merah [9].

Alkaloid

Lapisan asam pada uji  steroid/terpenoid
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambah
pereaksi Dragendorf, pereaksi Mayer dan pereaksi
Wagner. Secara berurutan hasil positif alkaloid adanya
endapan coklat, endapan putih dan endapan jingga [9].

Fenolik

Ekstrak yang diperoleh diletkkan pada plat tetes,
ditambahkan larutan FeClz 1%. Positif fenolik ditandai
dengan warna biru hitam [9].

5. FTIR
Ekstrak dianalisa dengan FTIR dengan bilangan
gelombang dimulai dari 400 hingga 4000 cm™.

6. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas menggunakan metode difusi cakram untuk
menentukan kemampuan ekstrak etil asetat dalam
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus.
Suspensi bakteri uji digoreskan pada permukaan media
MHA. Selanjutnya kertas cakram dengan konsetrasi ekstrak
1%, 3%, 5%, kontrol positf (kloramfenikol) dan kontrol
negatif (DMSO) diletakkan diatas media MHA. Cawan
petri diinkubasi selama 1x24 jam (37°C). Zona hambat
diamati dengan mengukur daerah bening disekitar kertas
cakram.

I1l. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Pengamatan Makroskopis dan Mikroskopis Jamur Endofit

Pengamatan makroskopis isolat BS pada Gambar 1(a)
memiliki koloni jamur bewarna putih, berbentuk melingkar
dan warna permukaan sebaliknya berwarna putih..
Pengamatan mikroskopis isolat BS pada Gambar 1(b)
memiliki spora dan hifa yang tidak bersekat.
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Gambar 1. Isolat BS Jamur endofit (a) makroskopis dan (b) mikroskopis

B. Optimasi Waktu Kultivasi Optimum

Kurva waktu optimasi pertumbuhan isolat jamur BS dapat
dilihat pada Gambar 2. Massa ekstrak yang diperoleh isolat
BS pada empat minggu secara berturut-turut yaitu 0,0948,
0,2929, 0,5419 dan 0,5413 g. Kondisi optimum terjadi pada
fase stationer didapatkan pada minggu ketiga dengan massa
ekstrak 0,5419 g.
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Gambar 2. Kurva Optimasi Kultivasi Isolat BS
C. Uji Fitokimia
Hasil uji kandungan metabolit sekunder menunjukan
ekstrak etil asetat BS positif mengandung senyawa terpenoid,
dapat dilihat pada Tabel 1. Pada uji terpenoid menggunakan

pereaksi Lieberman-burchard. Identifikasi senyawa terpenoid
ditandai dengan terbentuknya endapan warna merah.
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TABEL 1.
HASIL UJI FITOKIMIA EKSTRAK ETIL ASETAT ISOLAT BS
No Senyawa Hasil
1. Alkaloid
2. Terpenoid +
3. Steroid -
4. Fenolik -

Mekanisme reaksi terpenoid ialah terjadinya kondensasi,
lepasnya H,O dan penggabungan karbokation. Tahap awal
reaksi dimulai dengan gugus hidroksil yang mengalami
asetilasi  olen asam asetat anhidrat sehingga membentuk
ikatan rangkap. Kemudian ikatan rangkap berpindah yang
terjadi akibat proses pelepasan dari gugus hidrogen beserta
elektronnya. Senyawa akan beresonansi yang berperan sebagai
elektrofil. Serangan karbokation ini membuat adanya adisi
elektrofilik serta pelepasan hidrogen yang menyebabkan
terjadinya perpanjangan konjugasi sehingga menimbulkan
warna merah muda hingga ungu [10].

D. FTIR
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Gambar 3. Spektra FTIR Ekstrak Etil Asetat Isolat BS

Hasil spektrum pada Gambar 3 menunjukan serapan yang
menunjukan ciri-ciri senyawa triterpenoid berdasarkan hasil
identifikasi gugus fungsi. Serapan bilangan gelombang 2916
cm? dan 2855 cm™ yang merupakan vibrasi ulur C-H. Serta
terdapat vibrasi tekuk C-H pada bilangan gelombang 1385 cm-
! adanya gugus gem dimetil yang menjadi ciri khas senyawa
triterpenoid. Serapan tersebut menandakan bahwa gugus gem
dimetil dengan intensitas lemah. vibrasi C=0 ditunjukkan
pada serapan 1744 cm™[11]. Adanya vibrasi C=C pada 1603
cmt. Gugus =C-H siklik ditunjukkan pada 728 cm™.

E. Uji Aktivitas Antibakteri

Ekstrak etil asetat terhadap S. aureus memiliki aktivitas
antibakteri pada konsentrasi 3% dan 5%. Sedangkan untuk
bakteri E. coli terdapat aktivitas antibakteri pada konsentrasi
1%, 3% dan 5%. Hasil uji aktivitas antibakteriekstrak setil
asetat BS dapat dilihat pada Tabel 2. Peningkatan konsentrasi
ekstrak etil asetat berbanding lurus dengan besarnya diameter
zona hambat. Apabila konsentrasi ekstrak yang digunakan
semakin besar maka semakin bertambah pula kandungan
senyawa aktif, sehingga semakin besar kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri[8].

TABEL 2.
UJI AKTVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETIL ASETAT ISOLAT BS

Rata-rata diameter zona hambat (mm) + SD

Bakteri Uji

(+) (-) 1% 3% 5%
E. coli 14,40 £ 0 7,15+ 8,85+ 11,02 £

) 0,70 0,25 0,25 0,72
12,38 + 6,41 8,82 +

S. aureus 0,49 0 0+0 0,40 0,60

Mekanisme ekstrak etil asetat BS dalam penghambatan
bakteri yaitu adanya metabolit sekunder yang merusak
dinding sel bakteri atau peningkatan permeabilitas dinding
sel. Mekanisme terpenoid sebagai antibakteri dapat
meningkatkan membran sitoplasmik dari bakteri. Senyawa
terpenoid akan merusak protein transmembran (porin) yang
terletak pada membran luar, sehingga sel akan mengalami
kekurangan nutrisi  dan  menyebabkan terhambatnya
pertumbuhan bakteri[12][13].

IV. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulkan sebagai berikut :

1) Jamur endofit dari jaringan bunga sambiloto telah
berhasil diisolasi dengan kode isolat BS. Berdasarkan
bentuk spora dan hifa secara mikroskopis isolat jamur
BS mirip dengan Chrysosporium spp

2) Ekstrak etil asetat isolat jamur endofit BS jaringan

bunga sambiloto positif mengandung senyawa
terpenoid.

3) Ekstrak etil asetat isolat jamur endofit BS jaringan
bunga sambiloto memiliki kemampuan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S.
aureus.
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