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Abstrak

Andrographis paniculata yang dikenal dengan tumbuhan sambiloto dilaporkan menghasilkan berbagai
metabolit sekunder dengan aktivitas antibakteri. Potensi senyawa antibakteri dari tumbuhan ini dapat
dikaji lebih lanjut dari jamur yang berasosiasi dengan tumbuhan sambiloto. Tujuan dari studi ini
adalah menganalisis potensi jamur endofitik yang berasosiasi dengan ranting tumbuhan sambiloto.
Hasil inokulasi terhadap tumbuhan sambiloto menghasilkan jamur endofitik dengan kode RS-2. Uji
aktivitas antibakteri terhadap ekstrak jamur RS-2 mengindikasikan bahwa jamur RS-2 mampu
menghambat pertumbuhan dua bakteri uji dengan konsentrasi 1%, 3%, dan 5%. Studi lebih lanjut
terkait senyawa bioaktif yang berkontribusi dalam aktivitas antibakteri jamur RS-2 perlu dilanjutkan.

Kata kunci: Andrographis paniculata, antibakteri, jamur endofitik, RS-2
Abstract

Andrographis paniculata known as Sambiloto reportedly produces a variety of secondary metabolites
with anti-bacterial activity. The potential of antibacterial compounds from this plant can be studied
further from endophytic fungus associated with sambiloto. The aim of the study was to analyze the
potential of endophytic fungi associated with the twigs of the sambiloto. Inoculation of sambiloto
yielded endophytic fungi with the code RS-2. An anti-bacterial activity test against RS-2 fungal
extract indicates that RS-2 fungus is able to inhibit the growth of two test bacteria with concentrations
of 1%, 3%, and 5%. Further studies of bioactive compounds that contribute to RS-2 fungal anti-
bacterial activity need to continue.
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dengan aktivitas

antibakteri adalah

Pada tahun 2019 WHO merilis data terkait
beragam ancaman kesehatan dalam satu dekade
terakhir. Salah satu ancaman kesehatan tersebut
adalah resistensi bakteri terhadap berbagai
antibiotik yang ada. Fenomena ini menjadi fokus
penelitian di berbagai belahan dunia untuk
menemukan beragam senyawa bioaktif sebagai
lead compound untuk antibakteri (Wang et al.,
2018; Windels et al., 2019). Salah satu
tumbuhan obat yang banyak dilaporkan
memproduksi beragam metabolit sekunder

Andrographis paniculata.

Tanaman A. paniculata juga dikenal
dengan nama sambiloto atau empedu tanah
merupakan salah satu genus tumbuhan yang
penting dari famili Achantaceae. Berbagai
jaringan tumbuhan ini telah banyak digunakan
secara tradisional untuk mengobati bermacam-
macam penyakit seperti masuk angin, radang
amandel, radang wusus besar dan demam
(Suhanah et al., 2021; Silalahi, 2020). Kajian
fitokimia terhadap berbagai jaringan tumbuhan
A. paniculata (sambiloto) menunjukkan bahwa
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metabolit sekunder yang pernah diisolasi dari
tumbuhan ini antara lain senyawa fenolik dan
non fenolik (Chao & Lin, 2010; Gajalakshmi et
al., 2012; Jeeva, 2014). Metabolit sekunder hasil
isolasi tersebut juga dilaporkan mempunyai
beragam bioaktivitas, termasuk antibakteri
(Singha et al., 2003). Hasil penelitian tersebut
menunjukkan bahwa tumbuhan A. paniculata
memiliki potensi besar sebagai sumber lead
compound antibiotik. Selain dari tumbuhannya,
senyawa bioaktif dari A. paniculata juga dapat
diperoleh dari jamur endofitiknya.

Jamur endofitik secara umum dapat
didefiniskan sebagai jamur yang hidup dalam
berbagai jaringan tumbuhan. Jamur endofitik
dilaporkan  memiliki  hubungan  simbiosis
mutualisme dengan tumbuhan inangnya (Riga et
al., 2019a, 2019b; 2019c). Jamur endofitik akan
memproduksi berbagai senyawa bioaktif untuk
memberikan perlindungan atau proteksi bagi
tumbuhan inangnya. Beragam senyawa yang
pernah diisolasi dari jamur endofitik antara lain
senyawa golongan non fenolik (terpenoid,
steroid) dan fenolik (alkaloid, antrakuinon).
Senyawa tersebut juga dilaporkan memiliki
aktivitas antibakteri (Liu et al., 2008).

Riset tentang kajian biologi dari jamur
endofitik yang berasosiasi dengan batang, akar,
bunga dan daun tumbuhan tumbuhan A.
paniculata telah pernah dilaporkan sebelumnya.
Lebih lanjut, penelitian tentang kajian fitokimia
dan sifat antibakteri dari jamur endofitik yang
diisolasi dari daun dan bunga tumbuhan A.
paniculata juga telah pernah dilaporkan
(Suhanah et al., 2021; Suryelita et al., 2021).
Hasil penelitian tersebut dijadikan dasar dalam
melakukan riset lebih lanjut terkait sifat
antibakteri dari ekstrak organik jamur endofitik
yang berasosiasi dengan ranting tumbuhan A.
paniculata. Berdasarkan hal tersebut, riset ini
akan menggali potensi terkait kandungan
metabolit sekunder dari jamur endofitik yang
berasal dari ranting tumbuhan A. paniculata dan
berpotensi dimanfaatkan sebagai lead compound
antibakteri.

METODE PENELITIAN
Inokulasi Jamur Endofitik

Tumbuhan A. paniculata diperoleh dari
Tabing Banda Gadang, Padang, Indonesia.
Ranting segar tumbuhan A. paniculata dipotong
menjadi berukuran 2x2 cm dan kemudian dialiri
dengan air bersih. Strelisasi permukaan
dilakukan dengan merendamnya dalam larutan
etanol 70% (45 detik) dan larutan NaOCI 3,5%

(30 detik). Ranting yang telah steril kemudian
ditempelkan pada media padat PDA sebagai
kontrol negatif. Ranting selanjutnya dipotong
(Ix1 cm) dan diinokulasi di atas media padat
PDA dan diinkubasi pada suhu 28 °C selama 7
hari. Jamur endofitik yang tumbuh dipindahkan
ke media PDA lainnya sehingga diperolah isolat
tunggal jamur endofitik.

Identifikasi Mikroskopik Jamur Endofitik

Isolat tunggal jamur hasil isolasi ini
kemudian diidentifikasi secara mikroskopis
melalui metode pewarnaan. Pengamatan secara
mikroskopis dilakukan dengan melakukan
pewarnaan jamur endofit menggunakan metode
slide culture. Metode ini digunakan untuk
mempermudah ~ dalam  melihat  ciri-ciri
mikroskopis dari jamur sehinga jamur lebih
mudah dapat teridentifikasi.

Optimasi Waktu Kultivasi Jamur Endofitik
Waktu kultivasi isolat tunggal jamur
endofitik dalam  memproduksi  metabolit
sekunder dilakukan optimasi. Jamur endofitik
(2x2 cm) dari media padat dipindahkan ke
dalam sembilan media beras pada Erlenmeyer
250 mL. Tiga erlenmenyer pada minggu kedua,
ketiga dan keempat dipanen dan diekstraksi
dengan pelarut etil asetat hasil destilasi sehingga
didapatkan ekstrak pekat. Ekstrak pekat
dianalisis berdasarkan massa yang diperoleh
untuk menentukan waktu kultivasi optimumnya.

Kultivasi Jamur Endofitik

Kultivasi terhadap isolat tunggal jamur
dilakukan dalam Erlenmeyer yang berisi 100 mL
media beras dan kemudian diinkubasi pada suhu
28 °C selama waktu kultivasi optimumnya.
Kemudian kultivar jamur endofitik diekstraksi
padat-cair dengan etil asetat sebanyak tiga kali
sehingga diperoleh ekstrak pekat EtOAc.
Ekstrak pekat EtOAc ini kemudian digunakan
dalam uji aktivitas antibakteri dan uji kandungan
metabolit sekunder.

Uji Aktivitas Antibakteri

Ekstrak pekat jamur endofitik  diuji
aktivitas antibakterinya menggunakan metode
difusi cakram (Suryelita et al., 2021). Bakteri uji
yang digunakan adalah Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. 20 pL ekstrak pekat
pada berbagai konsentrasi (1%, 3%, dan 5%
(pelarut: DMSQ)), kontrol positif dan kontrol
negatif diteteskan pada kertas cakram yang
terletak diatas inokulan masing-masing bakteri



uji. Kontrol positif yang digunakan adalah
amoksilin.  Setelah diinkubasi  1x24  jam,
aktivitas antibakteri masing-masing ekstrak
diukur dan dinyatakan dalam zona hambat.
Aktivitas antibakteri dilakukan sebanyak triplo.

Uji Kandungan Metabolit Sekunder

Uji kandungan metabolit sekunder yang
meliputi terpenoid/steroid, alkaloid dan senyawa
fenolik dilakukan terhadap ekstrak pekat jamur
endofitik yang diisolasi dari ranting A.
paniculata. Metode yang digunakan untuk uji
fitokimia mengikuti prosedur yang telah
dilaporkan sebelumnya (Suryelita et al., 2021).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan mengeksplorasi
sifat antibakteri jamur yang diisolasi dari ranting
tumbuhan A. paniculata (sambiloto). Selama ini,
tumbuhan A. paniculata telah  banyak
dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh
masyarakat. Kajian etnobotani inilah yang
menjadi dasar pemilihan sampel tumbuhan
inang pada penelitian ini. Analisis ini didukung
oleh data kemampuan tumbuhan sebagai obat-
obatan dipengaruhi oleh kapasitasnya dalam
memproduksi senyawa biokatif (Jarukamjorn &
Nemoto, 2008). Kajian tentang aktivitas ekstrak
organik dan senyawa murni dari jamur endofitik
yang berasosiasi dalam berbagai tumbuhan
inang telah banyak dilaporkan. Meskipun
demikian, penelitian terkait sifat antibakteri dari
jamur endofitik yang diisolasi dari ranting A.
paniculata masih sangat terbatas.

Tahapan awal dalam riset ini yaitu
inokulasi jamur endofitik dari ranting tumbuhan
A. paniculata. Ranting A. paniculata dicuci
dengan air mengalir untuk mengeliminasi
pengotor yang terdapat di  permukaan
rantingnya. Mikroba epifit permukaan ranting A.
paniculata dihilangkan melalui proses sterilisasi
menggunakan etanol 70% dan NaOCI 3,5%.
Tahapan ini bertujuan untuk mengkomfirmasi
bahwa jamur yang tumbuh pada media PDA
adalah jamur endofitik atau jamur yang berasal
dari jaringan dalam ranting A. paniculata.
Ranting steril selanjutkan diinokulasi  di
permukaan media PDA yang telah ditambahkan
antibiotik. Penambahan antibiotik bertujuan
untuk mengeliminasi bakteri endofitik yang
berasal dari jaringan tumbuhan yang sama.
Cawan petri kemudian diinkubasi selama tujuh
hari dan jamur yang hidup dipindahkan ke
media agar PDA lainnya dan didapatkan dua
isolat tunggal jamur endofitik. Jamur endofitik
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(kode RS-2) dipilih untuk dilanjutkan pada
proses berikutnya berdasarkan pengamatan
morfologi jamur yang meliputi bentuk dan
warna koloni (Gupta et al., 2020).

Gambar 1. Jamur RS-2

Warna koloni dari isolat jamur RS-2
(Gambar 1) adalah hijau tua. Sedangkan bentuk
koloni dari jamur RS-2 adalah bulat dan
membentuk koloni yang memusat. Jamur
dengan morflogi makroskopik seperti jamur RS-
2 belum pernah dilaporkan dari tumbuhan A.
paniculata. Isolat tunggal hasil isolasi ini
kemudian diidentifikasi secara mikroskopis
melalui metode pewarnaan di Laboratorium
Kesehatan  Daerah  (Labkesda)  Padang.
Pengamatan secara mikroskopis dilakukan
dengan melakukan pewarnaan jamur endofitik
menggunakan metode slide culture. Metode ini
digunakan untuk mempermudah dalam melihat
ciri-ciri mikroskopis dari jamur sehinga jamur
lebih  mudah dapat teridentifikasi. Secara
mikroskopis isolat RS-2 memiliki ciri-ciri hifa
bercabang dan berwarna biru setelah dilakukan
pewarnaan dengan methylene blue (Gambar 2).

Jamur RS-2 kemudian dikultivasi skala
kecil untuk menentukan waktu Kkultibasi
optimum jamur dalam menghasilkan metabolit
sekunder. Massa esktrak etil asetat jamur RS-2
pada minggu Kkedua, ketiga dan keempat
dianalisis untuk mengetahui waktu kultivasi
optimumnya.  Metabolit  sekunder  akan
dihasilkan oleh jamur endofitik pada tahap
stasioner. Pada tahap ini terjadi keseimbangan
antara kecepatan pertumbuhan dan kematian sel.
Tahap stasioner suatu jamur akan terjadi saat
nutrisi pada media pertumbuhan menipis.
Kondisi ini mengakibatkan enzim-enzim yang
berkontribusi dalam menghasilkan senyawa
akan terakumulasi sehingga kuantitas senyawa
akan semakin banyak (Manoharachary &
Nagaraju, 2016). Tabel 1 terkait ekstrak jamur
RS-2 pada berbagai minggu Kultivasi
menunjukkan bahwa perbedaan massa ekstrak
pada minggu dua, tiga dan empat tidak
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mengalami perubahan yang cukup signifikan
sehingga dapat dinyatakan bahwa minggu kedua
adalah fase stasioner dari jamur tersebut. Hasil
ini mengindikasikan bahwa waktu Kkultivasi
optimum jamur RS-2 adalah dua minggu.

Gambar 2. Hasil Pewarnaan Jamur RS-2

Berdasarkan data tersebut, jamur RS-2
kamudian dikultivasi skala besar ke dalam 15
Erlenmeyer yang berisi media beras. Kultivasi
skala besar ini bertujuan untuk memperoleh
massa ekstrak dalam kuantitas yang lebih
banyak. Hasil ekstraksi jamur RS-2 setelah
dikultivasi selama dua minggu dipekatkan untuk
menghasilkan ekstrak pekat EtOAc. Ekstrak
pekat EtOAc jamur RS-2 tersebut selanjutnya
diuji sifat antibakterinya. Dua bakteri uji yang
digunakan  untuk  menganalisis  aktivitas
antibakteri jamur RS-2 adalah E. coli dan S.
aureus. Ekstrak jamur RS-2 yang digunakan
terdiri dari tiga variasi konsentrasi, yaitu 1%,
3% dan 5%. Adapun kontrol positif yang
digunakan pada uji antibakteri ini adalah
amoksilin. Uji aktivitas antibakteri ini dilakukan
secara triplo dan hasil uji dinyatakan sebagai
zona hambat yang ditampilkan pada Tabel 2.

Uji aktivitas penghambatan antibakteri
menunjukkan bahwa diameter zona hambat
ekstrak terhadap bakteri Gram positif (S. aureus)
lebih kuat dibandingkan terhadap bakteri Gram
negatif (E. coli). Hasil ini sesuai dengan sifat
dinding sel yang dimiliki bakteri tersebut.
Bakteri Gram negatif memiliki struktur dinding
sel yang lebih kompleks dibandingkan struktur
dinding sel bakteri Gram positif. Struktur
dinding sel bakteri Gram negatif yang relatif
kompleks akan mengakibatkan  senyawa
antibakteri lebih sukar masuk ke dalam sel
(Singha et al., 2003).

Tabel 1. Optimasi Kultivasi Jamur Endofitik

ranting A. paniculata mempunyai kemampuan
menghambat pertumbuhan kedua bakteri uji.
Zona hambat pada tabel 2 juga mengindikasikan
bahwa kemampuan antibakteri ekstrak jamur
RS-2 berkorelasi positif dengan konsentrasi
ekstrak tersebut. Fakta ini dipengaruhi oleh
jumlah senyawa aktif dalam ekstrak yang juga
semakin banyak.

Tabel 2. Data Zona Hambat Ekstrak EtOAc

. Bakteri Uji
Konsentrasi -
E. coli S. aureus
1% 3,67 +0,58 3,67+1,15
3% 4000 6,00 + 2,65
5% 5,67 + 0,58 7,33+1,53
Kontrol (+) 10,67 £ 0,58 11,33 £ 0,58

Aktivitas antibakteri dari ekstrak EtOAc
jamur RS-2 menunjukkan kehadiran metabolit
sekunder yang mempunyai aktivitas biologi.
Berdasarkan hal tersebut, ekstrak EtOAc jamur
RS-2 diuji kandungan metabolit sekunder
(alkaloid, terpenoid, steroid, dan fenolik). Hasil
uji fitokimia ekstrak EtOAc jamur RS-2 dapat
dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil uji kandungan metabolit sekunder
ekstrak EtOAC jamur RS-2

Uji Metabolit Sekunder Hasil Uji
Terpenoid/Steroid +
Alkaloid +
Fenolik +

Minggu
Jamur > 3 7
RS-2 253mg 246mg 24,0mg

Tabel 2 tersebut mengindikasikan bahwa
ekstrak EtOAc jamur RS-2 yang diperoleh dari

Senyawa golongan alkaloid dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara
merusak komponen penyusun peptidoglikan
pada sel bakteri. Sementar itu, mekanisme
senyawa terpenoid sebagai antibakteri adalah
dengan mengganggu sintesis membran atau
dinding sel sehingga dinding atau membran sel
tidak akan terbentuk dengan optimal. Sifat
antibakteri senyawa fenolik didukung oleh
faktor lipofilisitas, sifat elektronik dan muatan
polifenol yang dapat mengahmbat kerja enzim
reverse transkripsi dan DNA topoisomerase
(Suhanah et al., 2021). Riset tentang metabolit
sekunder yang berkontribusi dalam sifat
antibakteri pada jamur RS-2 perlu dilakukan
secara komprehensif di masa depan sehingga
dapat memperoleh senyawa yang dapat berperan
sebagai lead compound antibakteri.

KESIMPULAN

Aktivitasi antibakteri dari ekstrak EtOAc
jamur endofitik RS-2 yang berasosiasi dengan
ranting A. paniculata menunjukkan hasil yang



positif terhadap dua bakteri uji, yaitu E. coli dan
S. aureus. Hal ini mengindikasikan bahwa jamur
RS-2 memiliki potensi dalam menghasilkan
senyawa yang dapat dimanfaatkan sebagai lead
compound antibakteri.
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