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PENDAHULUAN (Pratiwi, 2017). Salah satu upaya dalam mengatasi
resistensi antibiotik ini adalah dengan pencarian
metabolit sekunder yang memiliki aktivitas
antibakteri. Salah satu sumber yang berpotensi
menghasilkan senyawa antibakteri tersebut adalah
jamur endofitik (Chin, 2015).

Resistensi obat terhadap berbagai jenis
mikroba menjadi salah satu permasalahan yang
cukup mengkhawatirkan di dunia kesehatan.
Kondisi ini disebabkan oleh penyalahgunaan
antibiotik dalam spektrum yang cukup luas
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Jamur endofitik merupakan salah satu
mikroorganisme bersifat non patogenik yang hidup
dalam berbagai jaringan tumbuhan dan pada
umumnya membentuk simbiosis mutualisme
dengan inangnya (Fitriana et al., 2013; Pratiwi,
2017). Tanaman inang akan memberikan nutrisi
kepada jamur endofitik dari hasil metabolisme dan
metabolit sekunder yang dibutuhkan tanaman inang
untuk menjaganya dari berbagai serangan penyakit
akan dihasilkan oleh jamur endofitik (Sulistiyono &
Mahyuni, 2019). Lebih lanjut, jamur endofitik
dilaporkan dapat menghasilkan beragam metabolit
sekunder dengan berbagai kerangka dan aktivitas
biologis (Bakhtra et al., 2020).

Pada umumnya, jamur endofitik dapat
diidentifikasi pada hampir semua jenis tanaman
(Manganyi & Ateba, 2020). Salah satu tumbuhan
obat yang dilaporkan sebagai inang untuk jamur
endofitik ialah Andrographis paniculata (Burm.f.)
Nees atau yang dikenal dengan sambiloto (Al
Khairi et al., 2021). Tumbuhan sambiloto memiliki
peran sebagai obat berbagai jenis penyakit seperti
diabetes, asam lambung, asma, Kolesterol, dan
diabetes (Yunita, 2021). Penelitian sebelumnya
berhasil mengidentifikasi jamur endofitik yang
diisolasi dari bunga sambiloto, yaitu jamur Xylaria
sp. yang memiliki aktivitas antibakteri (Suryelita et
al.,, 2021). Jamur endofitik juga berhasil
diidentifikasi dari ranting sambiloto dan dilaporkan
memiliki aktivitas antibakteri (Riga et al., 2022).
Kajian fitokimia dari jamur endofitik yang hidup
dalam bunga, ranting, batang dan daun tumbuhan
sambiloto  menunjukkan  berbagai metabolit
sekunder dengan beragam aktivitas farmakologis
berupa antibakteri dan antimalaria (Al Khairi et al.,
2021; Suhanah et al., 2021; Suryelita et al., 2021).

Pada penelitian ini dilakukan fraksinasi dari
ekstrak etil asetat jamur endofitik dari bunga
sambiloto menggunakan Kromatografi Vakum Cair
(KVC). Fraksinasi dilakukan untuk memisahkan
senyawa hasil  ekstraksi  jamur  endofitik
berdasarkan tingkat kepolarannya (Mukhtarini,
2014). Selanjutnya, hasil fraksinasi diuji sifat
antibakteri dan kandungan fitokimianya untuk
mengetahui aktivitas daya hambat terhadap bakteri
dan golongan senyawa dari fraksi jamur endofitik
pada bunga sambiloto. Kajian tentang sifat
antibakteri dan kandungan fitokimia dari hasil
fraksinasi ekstrak jamur endofitik dari bunga
sambiloto (Andrographis paniculata (Burm.f.)
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Nees) merupakan pertama kali dilakukan pada
penelitian ini.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan adalah bunga
sambiloto (Andrographis paniculata (Burm.f.)
Ness), etanol teknis 96%, aquades, penisilin,
natrium hipoklorit, Potato Dextrose Agar (PDA),
Mueller ~ Hinton Agar (MHA), DMSO,
kloramfenikol, streptomisin sulfat, beras, n-
heksana, kloroform, metanol, etil asetat, aseton,
larutan H,SO4 p.a, reagen Wagner, reagen Mayer,
reagen Dragendroff, FeCl; 1%, amoniak dan silika
gel 60 (0,063-0,200 mm). Alat-alat yang digunakan
yaitu laminar air flow, sarung tangan, pinset, cawan
petri, bunsen, pisau bedah, inkubator, jarum ose,
autoclave, erlenmeyer 250 mL, seperangkat alat
kromatografi cair vakum, detektor, chamber
(bejana kromatografi), pipa kapiler, lampu UV,
seperangkat alat destilasi, dan rotary evaporator.

Metode
Persiapan Sampel Tumbuhan

Bunga sambiloto (Andrographis paniculata
(Burm.f.) Nees) diperoleh dari Kelurahan Dadok
Tunggul Hitam, Kecamatan Koto Tangah, Kota
Padang. Untuk menghilangkan kotoran di
permukaan jaringan bunga, bunga sambiloto dicuci
dengan air mengalir selama 1 menit. Kemudian,
bunga disterilisasi menggunakan natrium hipoklorit
3,5% selama 15 detik dan dilanjutklan dengan
pembilasan menggunakan aquades. Selanjutnya,
bunga direndam kembali dengan alkohol 70%
selama 20 detik dan dibilas dengan aquades.

Isolasi Jamur Endofitik

Bunga Sambiloto yang telah disterilisasi
permukaanya ditempelkan di atas media padat PDA
yang berfungsi sebagai kontrol negatif. Selanjutnya
bunga dipotong menjadi berukuran 0,5 cm dan
bagian dalamnya ditempelkan ke cawan petri yang
berisi media padat PDA. Cawan petri disimpan
dalam inkubator pada suhu 28°C. Setelah 5 hari
diinkubasi, isolat jamur endofitik terbentuk dan di
sub-kultur menggunakan jarum ose ke media padat
PDA lain hingga diperoleh isolat murni jamur
endofitik (Suhanah et al., 2021).
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Kultivasi

Isolat murni jamur endofitik dikultivasi skala
kecil dengan memindahkan jamur (1x1 cm) dari
media padat ke dalam Erlenmeyer 250 mL yang
berisi media nasi. Empat erlenmeyer dipanen
masing-masing pada minggu pertama, kedua,
ketiga dan keempat untuk mengidentifikasi waktu
optimumnya. Penentuan waktu optimasi kultivasi
dianalisa berdasarkan massa ekstrak yang
dihasilkan. Selanjutnya,jamur endofitik dikultivasi
skala besar ke dalam 25 buah Erlenmeyer 250 mL
selama waktu optimumnya (Suhanah et al., 2021;
Suryelita et al., 2021).

Ekstraksi

Setelah dikultivasi, jamur endofitik dipanen
dan diekstraksi menggunakan pelarut etil asetat.
Setiap erlenmeyer dimaserasi dengan menam-
bahkan pelarut etil asetat teknis sebanyak 50 mL.
Kemudian, diaduk secara perlahan sehingga jamur
terendam oleh pelarut selanjutnya didiamkan
selama 24 jam. Proses ekstraksi dilakukan sebanyak
3 kali. Ekstrak yang diperoleh kemudian dipekatkan
ekstrak menggunakan rotary evaporator pada suhu
60°C dan dihasilkan ekstrak pekat etil asetat
(Ningsih et al., 2020; Suhanah et al., 2021).

Fraksinasi

Ekstrak pekat kemudian difraksinasi dengan
metode Kromatografi Cair Vakum (KCV)
menggunakan  eluen dengan  perbandingan
bertingkat. ~ Perbandingan  yang  digunakan
disesuaikan dengan tingkat kepolaran senyawa,
sehingga diperoleh hasil pemilihan eluen yang
dapat digunakan untuk proses fraksinasi seperti
pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil pemilihan eluen untuk proses fraksinasi

Kromatografi Cair Vakum (KCV) digunakan
untuk mengfraksinasi ekstrak pekat etil asetat.
Sampel dimasukkan dalam bentuk telah terserap ke
dalam silika gel 60. Untuk satu kali elusi
membutuhkan 120 mL total pelarut yang kemudian
hasil KCV ditampung dalam botol vial. Setelah
didapatkan eluatnya dianalisis dengan KLT. Hasil
uji KLT dapat diamati dan dilakukan
pengelompokkan fraksi menurut pola noda pada
kromatogram.

Uji Fitokimia

Uji alkaloid dilakukan dengan menambahkan
ekstrak dengan H,SO4 2 N dan amoniak-kloroform
yang akan membentuk dua lapisan sesudah dikocok
dan didiamkan. Lapisan bagian atas dipindahkan ke
3 buah tabung reaksi kemudian masing-masing
tabung ditambahkan reagen Wagner, reagen Mayer,
dan reagen Dragendorf secara berurutan. Jika
berturut-turut  menghasilkan endapan  jingga,
endapan putih, dan endapan cokelat, maka ekstrak
menganduk senyawa alkaloid (Suhanah et al.,
2021).

Uji terpenoid dan steroid dilakukan dengan
menggunakan lapisan bawah pada uji alkaloid
sebelumnya. Lapisan bawah dipindahkan ke plat
tetes dan dibiarkan mengering, setelah itu asam
asetat anhidrat dan H.SO. p.a diteteskan pada plat.
Hasil positif mengandung terpenoid, yaitu adanya
perubahan warna merah-coklat dan perubahan
warrna hijau-biru menandakan positif mengandung
steroid (Suhanah et al., 2021).

Uji fenolik dilakukan dengan menambahkan
larutan FeCl; 1% pada ekstrak. Jika terdapat
perubahan warna menjadi merah muda, maka
ekstrak mengandung senyawa fenolik (Suhanah et
al., 2021).

No Pelarut Perbandingan Pelarut Banyaknya Elusi
1 Heksana 100% 2 kali
2 Heksana:Etil asetat 95%:5% 2 kali
3 Heksana:Etil asetat 90%:10% 2 kali
4 Heksana:Etil asetat 75%:25% 2 kali
5 Heksana:Etil asetat 50%:50% 2 kali
6 Heksana:Etil asetat 25%:75% 2 kali
7 Etil asetat 100% 2 kali
8 Aseton 100% 1 kali
9 Metanol 100% 2 kali
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Uji Antibakteri

Metode difusi cakram Kirby-Bauer digunakan
untuk uji aktivitas antibakteri pada fraksi jamur
endofitik bunga sambiloto. Dalam metode ini,
kertas cakram yang digunakan berfungsi untuk
menentukan kemampuan fraksi dalam menghambat
pertumbuhan bakteri. Bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli merupakan bakteri
yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri.
Secara merata suspensi bakteri digoreskan ke
permukaan media MHA menggunakan lidi kapas
steril. Kontrol positif menggunakan Kloramfenikol
dan kontrol negatif menggunakan DMSO.
Kemudian, kertas cakram steril ditetesi larutan uji
dengan konsentrasi 5% diletakkan diatas media
MHA. Selama 1x24 jam cawan petri ditutup dan
diinkubasi di suhu 37°C. Aktivitas antibakteri
diamati dari ukuran diameter daerah hambat atau
daerah bening yang terbentuk disekeliling kertas
cakram. Uji dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali
(triplo) (Riga et al., 2021; Wijaya & Syahputra,
2020).

Keterangan :

= = = = =Kertas Cakram
= Daerah Hambat
________ = Cawan Petri

Gambar 1. Diagram pengukuran daerah hambat

Gambar 2. Morfologi Jamur BS

Daerah bening menunjukkan kepekaan bakteri
pada bahan antibakteri yang digunakan sebagai
bahan uji dan dinyatakan dengan diameter daerah

e | 137

hambat. Daerah hambat yang terbentuk diukur
dalam satuan milimeter pada diameter vertikal (Dv)
dan diameter horizontal (Dx) menggunakan jangka
sorong yang diilustrasikan pada Gambar 1 (Pormes
et al., 2016).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Jamur Endofitik

Isolasi jamur endofitik dimulai dengan proses
sterilisasi pada permukaan bunga sambiloto
menggunakan natrium hipoklorit dan alkohol
karena memiliki efektivitas tinggi untuk desinfeksi
berbagai mikroorganisme yang ada pada
permukaan bunga sambiloto. Bunga yang telah
steril di tempelkan pada media PDA yang telah
ditambah antibiotik sebagai kontrol negatif untuk
menjadi pembanding dalam pertumbuhan jamur
endofitik (Lestari et al., 2019). Media PDA pada
isolasi  jamur endofitik digunakan karena
merupakan salah satu media yang baik untuk jamur.
Adanya kandungan ekstrak umbi kentang dari
media PDA, memicu jamur memecah pati yang
terdapat pada kentang sehingga dapat berguna
sebagai sumber energi bagi jamur endofitik
(astanto, 2020). Hasil isolasi dari sub-kultur diberi
kode isolat BS (Bunga Sambiloto). Pengamatan
makroskopis isolat BS pada Gambar 2 memiliki
koloni jamur berwarna putih, berbentuk melingkar
dan warna permukaan sebaliknya berwarna putih.

Kultivasi dan Ekstraksi

Isolat BS dikultivasi dalam skala kecil agar
mengetahui waktu optimum jamur tersebut dalam
memperolen metabolit sekunder (Wantini &
Octavia, 2018). Massa ekstrak jamur BS yang
diperoleh pada minggu pertama hingga minggu
keempat  dianalisis  kandungan  metabolit
sekundernya. Massa ekstrak yang dihasilkan isolat
BS pada minggu pertama, kedua, ketiga dan
keempat secara berurutan yaitu 0,0948, 0,2929,
0,5419, 0,5413 g. Berdasarkan massa ekstraknya,
minggu ketiga merupakan waktu optimum jamur
BS dalam menghasilkan senyawa. Pertumbuhan
jamur BS dimulai dari fase lag yang terjadi
penyesuaian dengan lingkungan pada media baru
yang terjadi pada minggu pertama. Selanjutnya,
minggu kedua masuk ke fase eksponensial dengan
bertambahnya massa ekstrak seperti yang terlihat
pada Gambar 3. Fase eksponensial adalah fase
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dimana sel mengalami peningkatan jumlah yang
berbanding lurus dengan aktivitas sel yang
meningkat. Minggu ketiga dan keempat merupakan
fase stasioner pada grafik pertumbuhan jamur yang
ditampilkan pada Gambar 3. Fase stasioner
merupakan fase terjadinya penumpukan hasil
metabolit sekunder karena jamur endofitik akan
bertahan hidup dengan cara mengeluarkan
metabolit sekundernya (Iglima et al., 2017,
Rosalina et al., 2018).

Kultivasi isolat BS dilakukan dalam skala
besar selama 3 minggu pada media nasi sesuai
waktu kultivasi optimumnya yang ditunjukkan
dalam grafik pada Gambar 3. Kultivasi dilakukan
agar memperbanyak jamur sehingga diperoleh
massa ekstrak dan metabolit sekunder (Wantini &
Octavia, 2018). Media nasi digunakan karena
mengandung karbohidrat yang dapat dimanfaatkan
sebagai sumber nutrisi untuk pertumbuhan jamur.
Hasil panen isolat jamur BS di ekstraksi dengan
metode remaserasi karena membutuhkan alat yang
sederhana dan kandungan kimia yang terdapat
dalam jamur endofitik akan tertarik dengan aman
karena tidak menggunakan pemanasan (Ningsih et
al., 2020). Pelarut etil asetat digunakan karena
tergolong dalam senyawa semipolar yang mampu
menarik senyawa polar dan non polar (Sukmawaty
etal., 2021). Ekstrak etil asetat dari hasil remaserasi
diuapkan sehingga menjadi ekstrak pekat etil asetat.

\

Massa ekstrak (gram)

S
@
8

AN\

%

7 I

Minggu 1

Minggu 1 Minggu 3

Waktu

Gambar 3. Grafik Waktu Kultivasi Isolat BS

Fraksinasi

Metode Kromatografi Cair Vakum (KCV)
yang digunakan pada fraksinasi menggunakan
silika gel 60 pada fase diam dan eluen heksana serta
etil asetat dengan kepolaran yang meningkat pada
fase gerak. Fraksinasi bertujuan untuk memisahkan
senyawa yang telah di ekstrak berdasarkan tingkat
kepolarannya. Fraksinasi ekstrak menggunakan
KCV menghasilkan 17 fraksi (Gambar 4) yang

kemudian diuapkan. Fraksi yang telah pekat
dianalisis dengan KLT yang bertujuan untuk
mengetahui pola noda pada hasil KCV sehingga
dapat digabungkan menjadi beberapa fraksi. Fraksi
dikelompokan berdasarkan kemiripan pola noda
pada kromatogram sehingga diperoleh 7 fraksi yang
tersaji pada Tabel 2.

Gambar 4. Profil KLT Hasil KCV

Tabel 2. Penggabungan fraksi setelah dianalisis

dengan KLT
No  Fraksi Fraksi yang digabungkan

1 A 1

2 B 2-5

3 C 6-7

4 D 8-9

5 E 10-12

6 F 13-15

7 G 16-17

Berdasarkan tabel diatas terdapat tujuh fraksi
yang telah digabungkan berdasarkan kemiripan
pola. Pola noda yang mirip berarti memiliki sebaran
komponen senyawa pada rentang daerah serapan
yang sama, sehingga kemungkinan merupakan
senyawa yang sama. Penggabungan ini bertujuan
untuk memudahkan identifikasi senyawa.

Ketujuh fraksi tersebut kemudian dianalisis
kembali dengan KLT menggunakan pelarut
heksana:etil asetat (8:2) untuk fraksi A, B, C, D dan
E, sedangkan pelarut kloroform:metanol (6:4)
untuk fraksi F dan fraksi G. Perbedaan pelarut yang
digunakan bertujuan untuk memisahkan senyawa
secara optimal. Pelarut heksana-etil asetat yang
memiliki polaritas lebih rendah jika dibandingkan
dengan pelarut Kkloroform-metanol. Pemilihan
pelarut ditinjau dari tingkat kepolaran fraksi,
dimana fraksi F dan G memiliki tingkat kepolaran
lebih tinggi sehingga senyawa akan terelusi pada
plat KLT dengan pelarut yang bersifat polar.
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arhar 5. Profil KLT Hasil Fraksi'PenggabUngan
Tabel 3. Hasil uji fitokimia dari penggabungan fraksi
NoO Ui Fraksi Fraksi  Fraksi  Fraksi Fraksi  Fraksi  Fraksi
) A B C D E F G
1  Alkaloid
a. Mayer - - - - - - -
b. Wagner - - - - - - -
c. Dragendorff - - - - - - -
2 Terpenoid + + + + + - -
3  Steroid - - + + - - -
4 Fenolik - - - - - - -

Hasil Uji Fitokimia

Uji Fitokimia dilakukan untuk mengetahui
golongan senyawa dalam fraksi. Uji fitokimia dari
fraksi A sampai fraksi G secara lengkap dapat
dilihat pada Tabel 3.

Berdasarkan Tabel 3, terdapat golongan
senyawa terpenoid pada fraksi A, B, C, D dan E,
kemudian golongan senyawa steroid terdapat pada
fraksi C dan fraksi D, dan tidak ditemukan
golongan senyawa alkaloid dan fenolik pada
seluruh fraksi. Keberadaan senyawa tersebut
dikonfirmasi dengan adanya perubahan warna.
Terdapat perubahan warna dimana warna merah-
coklat pada uji terpenoid, sedangkan warna hijau-
biru pada uji steroid. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan (Bhernama, 2020),
dimana uji terpenoid yang menghasilkan warna
merah-coklat dengan digunakannya pereaksi asam
asetat anhidrat-H,SO, p.a, sedangkan warna hijau-
biru dihasilkan oleh uji steroid. Hal tersebut
menunjukkan bahwa hasil uji pada penelitian ini
mengandung senyawa terpenoid dan steroid. Pada
uji fenolik dan alkaloid tidak didapatkan perubahan

warna, maka dapat disimpulkan bahwa seluruh
fraksi tidak mengandung senyawa fenolik dan
alkaloid.

Uji Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri tujuh fraksi dari jamur
endofitik BS dilakukan terhadap bakteri E. coli dan
S. aureus yang menggunakan metode difusi
cakram. Pemilihan metode tersebut bertujuan klinis
dengan mempertimbangkan teknis yang sederhana
dan ketelitiannya. Pengujian aktivitas antibakteri
fraksi ekstrak jamur BS diperoleh dari pengamatan
inkubasi selama 1x24 jam serta dilakukannya triplo
atau tiga kali pengulangan kepada masing-masing
bakteri (Pelealu et al., 2021).

Aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan
munculnya daerah hambat (daerah bening) di
sekeliling kertas cakram terhadap kontrol positif,
yaitu bahan antibakteri atau antibiotik. Hasil uji
antibakteri fraksi jamur endofitik BS terhadap
bakteri E. coli dan S. aureus dengan konsentrasi 5%
terdapat pada Tabel 4. Berdasarkan hasil tersebut
diketahui bahwa fraksi B hingga fraksi F efektif
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menghambat pertumbuhan dari bakteri E. coli
(Gram negatif). Sementara itu, ketujuh fraksi efektif
menghambat pertumbuhan dari bakteri S. aureus
(Gram positif). Aktivitas daya hambat dikelompok-
kan berdasarkan daerah bening pada kertas cakram.
Menurut Muharni et al., (2017) aktivitas daya
hambat pada kategori lemah berukuran 6 hingga 10
mm, kategori aktif pada ukuran 11 hingga 20 mm,
dan kategori aktif pada ukuran 1 hingga 30 mm atau
lebih.

Berdasarkan Tabel 4 diketahui bahwa aktivitas
daya hambat untuk ketujuh fraksi tergolong lemah.
Akan tetapi, pada fraksi C, D dan E yang
merupakan fraksi semipolar lebih  efektif
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S.
aureus. Kemampuan senyawa semipolar yang telah
dilaksanakan oleh Jayanti et al., (2018) bahwa
fraksi semipolar dari daun sirsak (Annona muricata
L.) mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Klebsiella  pneumonia dan  Staphylococcus
epidermidis. Penelitian lain yang dilakukan oleh
Tumiar Pakpahan, (2020) menunjukkan bahwa
fraksi etil asetat yang bersifat semipolar paling aktif

dalam  menghambat  pertumbuhan  bakteri
Propionibacterium acnes dan Staphylococcus
epidermidis.

Fraksi C, D dan E terdapat senyawa terpenoid
dan steroid yang memberikan daerah hambat untuk

Tabel 4. Daerah hambat fraksi jamur endofitik BS

semua bakteri dengan diameter daerah hambat yang
berbeda-beda.  Terpenoid  berkerja  sebagai
antibakteri melalui interaksi dengan porin pada
membran luar dinding sel bakteri. Selanjutnya,
terbentuk ikatan polimer yang kuat sehingga
mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri yang
berakibat pada terhambatnya pertumbuhan bakteri
(Wulansari et al., 2020). Berbeda dengan terpenoid,
steroid mampu bereaksi dengan membran
fosfolipid sel yang sifatnya permeabel terhadap
senyawa lipofilik. Sehingga mengakibatkan
integritas membran sel menjadi lisis dan rapuh
(Madduluri et al., 2013).

KESIMPULAN
Fraksi dari ekstrak etil asetat jamur endofitik
BS dari bunga sambiloto efektif menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus juga
diduga mengandung senyawa terpenoid dan steroid.
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Diameter Daerah Hambat*

Bakteri Uji Fraksi

Konsentrasi 5% (mm)

Kontrol (+)

E. coli

S. aureus

O T Mmoo ®WX»OTMUOUOT>

0
6,67+0,42
9,17+0,32
5,17+0,15
6,17+0,15
4,37+0,06

0
3,03+0,31
7,13+0,21
9,93+0,15

4,2+0,27
7,9+0,27
5,1+0,17
2,4+0,27

13,87+0,21

16,03+0,21

*Daerah hambat+standar deviasi
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