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KATA PENGANTAR

Kegiatan Seminar dan Rapat Tahunan Bidang MIPA tahun 2014 (Semirata-2014
Bidang MIPA) Badan Kerja Sama Perguruan Tinggi Negeri Wilayah Barat (BKS-PTN Barat)
yang diamanahkan kepada FMIPA-IPB sebagai penyelenggara telah dilaksanakan dengan
sukses pada tanggal 9-11 Mei 2014 di IPB International Convention Center dan Kampus IPB
Baranagsiang, Bogor. Salah satu program utama adalah Seminar Nasional Sains dan
Pendidikan MIPA dengan tema: “Integrasi sains MIPA untuk mengatasi masalah pangan,
energi, kesehatan, dan lingkungan’.

Dalam sesi pleno seminar telah disampaikan pemaparan materi oleh satu pembicara
utama dan empat pembicara undangan yang berasal dari beragam institusi dan profesi. Dari
sesi pleno ini, diharapkan peserta dapat menambah wawasan dan pemahaman tentang
pengembangan dan pemanfatan IPTEK, khususnya Bidang MIPA, sehingga sains dan
pendidikan MIPA terus berkembang dan dapat berkontribusi nyata untuk kemajuan dan
kemakmuran bangsa Indonesia.

Kegiatan yang tidak kalah pentingnya dalam seminar ini adalah sesi paralel karena
telah memberi kesempatan kepada peserta untuk melakukan presentasi dan komunikasi
ilmiah secara langsung dengan sesama kolega yang mempunyai minat yang sama dalam
mengembangkan Sains dan atau Pendidikan MIPA. Dalam kegiatan sesi paralel ini
dipresentasikan secara oral 592 judul makalah hasil penelitian yang disampaikan dalam 37
ruang seminar secara paralel, dan juga dipresentasikan 120 poster ilmiah. Dalam kegiatan
komunikasi ilmiah secara langsung ini juga telah dimanfaatkan untuk menjalin jejaring agar
lebih bersinergi dalam pengembangan Sains dan Pendidikan MIPA ke depannya. Supaya
komunikasi ilmiah yang baik ini dapat juga tersampaikan ke komunitas ilmiah lain yang tidak
dapat hadir pada kegiatan seminar, panitia memfasilitasi untuk menerbitkan makalah dalam
bentuk Prosiding. Panitia juga tetap memberi kesempatan kepada peserta yang akan
menerbitkan makalahnya di jurnal ilmiah, sehingga tidak seluruh materi yang disampaikan
pada seminar diterbitkan dalam prosiding ini.

Dalam proses penerbitan prosiding ini, panitia telah banyak dibantu oleh Tim
Reviewer dan Tim Editor yang dikoordinir oleh Ali Kusnanto yang telah dengan sangat intensif
mencurahkan waktu, tenaga dan pikiran. Untuk itu, panitia menyampaikan terima kasih dan
penghargaan. Panitia juga menyampaikan terima kasih dan penghargaan kepada seluruh
penulis makalah yang telah merespon dengan baik hasil review artikelnya. Namun, panitia
juga menyampaikan permohonan ma’af karena dengan sangat banyaknya makalah yang
akan diterbitkan dalam prosiding ini, waktu yang dibutuhkan dalam proses penerbitan
prosiding ini mencapai lebih dari empat bulan, dan penerbitan prosiding tidak dilakukan dalam
satu buku tetapi dalam tujuh buku prosiding. Semoga penerbitan prosiding ini selain
bermanfaat bagi para pemakalah dan penulis, juga dapat bermanfaat dalam pengembangan
Sains dan Pendidikan MIPA.

Bogor, September 2014
Semirata-2014 Bidang MIPA BKS-PTN Barat

Dr. Ir. Sri Nurdiati, MSc. Ence Darmo Jaya Supena
Dekan FMIPA-IPB Ketua Panitia Pelaksana
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ISOLASI METABOLIT SEKUNDER DARI JAMUR ENDOFITIK AKAR TUMBUHAN
SAMBILOTO (Andrographis paniculata Nees)

ISOLATION OF SECONDARY METABOLITE FROM THE ENDOPHYTIC FUNGI FROM
THE ROOT OF SAMBILOTO (Andrographis paniculata Nees)
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ABSTRACT

Endophytic fungi are important sources of bioactive natural products with enormous potential
for the discovery of new molecules for drug discovery, industrial use and agricultural
applications. This study was conducted on the isolation of secondary metabolite from the
endophytic fungi of selected plants sambiloto. Three endophytic fungi from root of sambiloto
were isolated and purified. One of the Unidentified fungi (Sb-1) was cultured in 5L Potato
Dextrose Broth (PDB) medium at room temperature (no shaking) for 8 weeks. The culture
broth was filtered to remove mycelia. The culture media was then extracted in 5 L ethyl
acetate (2 times), followed by filtration and then taken to evaporation. The extract was
separated into the fractions by column chromatography (CC) on silica gel. The fractions was
further separated by silica gel column chromatography to give one aromatic compound. The
molecular structure was identified on the basis of spectroscopic UV analysis.

Keyword: secunder metabolite, endophytic fungi, sambiloto
ABSTRAK

Jamur endofitik merupakan sumber penting untuk menghasilkan senyawa bioaktif alami yang
sangat potensial dalam penemuan senyawa baru dalam bidang obat-obatan, industri, dan
aplikasi bidang agrikultural. Pada penelitian ini telah dilakukan isolasi metabolit sekunder dari
jamur endofitik dari tumbuhan sambiloto. Tiga jamur endofitik dari akar sambiloto telah
diisolasi dan dimurnikan. Satu jamur endofitik Unidentified fungi (Sh-1) telah dikultur dalam 5L
media PDB pada temperatur kamar, dalam keadaan statis selama 8 minggu. Setelah selesai
masa inkubasi, kultur disaring untuk memisahkan miselia. Media kultur selanjutnya
diekstraksi dengan 5L etil asetat dengan dua kali pengulangan, selanjutnya disaring dan
dievaporasi. Ekstrak pekat dipisahkan ke dalam fraksi kolom dengan kromatografi kolom fasa
diam silika gel. Fraksi kolom kembali dipisahkan dengan rekromatografi kolom hingga
menghasilkan satu senyawa aromatik. Struktur molekul diidentifikasi berdasarkan analisis
spektroskopi UV.

Kata kunci: metabolit sekunder, jamur endofitik, sambiloto
PENDAHULUAN

Herba sambiloto (Andrographis paniculata Nees) adalah satu dari tanaman obat yang
terdapat hampir di seluruh daerah Indonesia [1]. Andrographis paniculata yang juga dikenal
sebagai “King of Bitters” adalah sejenis tumbuhan family Acanthaceae yang telah digunakan
selama beberapa abad di Asia untuk mengobati beberapa penyakit termasuk malaria sebagai
analgesik, antibakteri, memperbaiki imunitas, antipiretik, antidiare, antiinflamasi, antimalaria,
dan antiviral [2, 3]. Daun sambiloto mengandung saponin, flavonoid, alkaloid, tannin, dan



turunan fenolat lainnya. Daun dan cabang sambiloto mengandung diterpen lakton yang terdiri
dari andrographolida, neoandrographolida, 14-deoksi-11,12 dedihydro-andrographolida,
14-deoksiandrographolida, 14-deoksi-11-hydroandrogra-pholid dan andrographosida [4].
Kandungan lain yaitu, andrographolida ,1 %, kalmegin (zat amorf), dan hablur kuning (yang
memiliki rasa pahit). Di samping itu juga mengandung seskuiterpena lakton yaitu panikulida A
dan B, serta logam alkali [5].

Berdasarkan studi literatur dari senyawa yang dihasilkan dari jamur endofitik
ditemukan struktur yang unik dengan kerangka yang khas serta senyawa yang dihasilkan
tidak terkait dengan jalur biosintesis senyawa inangnya, contohnya senyawa kakadumisin
dari jamur Streplomyces pada tumbuhan Grevillea pteridifolia aktif sebagai antibakteri dan
antijamur yang tidak diketahui jalur biosintesisnya. Keunikan struktur yang dihasilkan menjadi
harapan baru bagi peneliti untuk menemukan bahan aktif obat salah satunya untuk mengatasi
penggunaan antibiotik yang telah resisten. Kelebihan lainnya melalui jalur jamur endofitik ini
tidak memerlukan sampel yang banyak sehingga cara ini dapat digunakan untuk menjaga
kelestarian tumbuhan [6].

Tumbuh-tumbuhan yang telah digunakan sebagai obat tradisional dan telah terbukti
khasiatnya melalui berbagai penelitian, diyakini menjadi tempat tumbuh jamur endofitik yang
dapat menghasilkan senyawa bioaktif tertentu seperti yang dihasilkan oleh inangnya [7].
Penelitan  sebelumnya telah  diisolasi senyawa alkaloid antimalaria  yaitu
7-hidroksipiranopiridin-4-on dari jamur endofitik Aspergillus flavus tumbuhan sambiloto [8].
Untuk melengkapi kandungan kimia dari jamur endofitik tumbuhan sambiloto, maka pada
makalah ini dilaporkan metabolit sekunder dari jamur endofitik Unidentified fungi (Sb-1) yang
termasuk golongan aromatik.

METODE PENELITIAN

2.1 Bahan

Bahan penelitian adalah akar sambiloto, aquades, alkohol 70%, HgCI2 5%(b/v),
potato dextrose agar (PDA), potato dextrose broth (PDB), pelarut teknis (n-heksan, etil asetat,
metanol), plat KLT kiessel gel 60 F2540,25 mm, 20 x 20 cm. Silica gel G 60 (70-230 mesh).
Alat-alat yang digunakan dalam penenelitian ini antara lain: autoklaf,inkubator, laminar air
flow, cawan petri, bunsen, aluminium foil, pinset, spatula, jarum ose, magnetic stirrer,
hotplate, shaker, seperangkat alat destilasi, seperangkat alat evaporasi, chamber,
kromatografi kolom gravitasi, neraca analitis, corong pisah, seperangkat alat—alat gelas dan
spektrofotometer UV dan FTIR.

2.2 Pengambilan Sampel
Akar sambiloto yang sudah tua berwarna gelap diambil + 5 cm. Akar sambiloto
kemudian dipotong menjadi 2 bagian selanjutnya dilakukan proses sterilisasi.

2.3 Sterilisasi Sampel dan Isolasi Jamur Endofitik

Sampel berupa akar sambiloto dicuci dengan air mengalir sampai bersih. Kemudian
dilakukan sterilisasi permukaan sampel dengan diolesi alkohol 70 % selama * 4 menit
dengan menggunakan kapas, dibilas dengan akuades steril, diolesi dengan HgCI2 5% (b/v)
secukupnya selama + 1 menit, dibilas akuades steril. Sampel akar sambiloto yang telah
disterilisasi pada permukaannya, dipotong membujur menjadi dua bagian. Selanjutnya
ditanam pada cawan petri yang berisi media PDA. Diinkubasi pada suhu 370C selama 2 x 24
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jam. Pengamatan dilakukan setiap hari berkisar 3-7 hari sampai tampak jamur yang tumbuh
[9, 10].

2.4 Pemurnian Jamur Endofitik

Koloni jamur yang tumbuh menunjukan sifat morfologi yang berbeda (bentuk, warna
dan ukuran) selanjutnya di murnikan. Pemurnian dilakukan dengan memindahkan koloni ke
media PDA yang baru dengan cara cawan gores (streak plate), diinkubasi pada suhu 370C
selama 2 x 24 jam. Koloni jamur yang telah murni lalu dibuat kultur kerja dan stok dengan
cara menumbuhkan pada media PDA miring [9, 10].

2.5 Identifikasi
Identifikasi isolat jamur endofitik yang diperoleh dilakukan di sekolah Ilmu dan
Teknologi Hayati ITB bandung.

2.6 Kultur Jamur Endofitik

Suspensi jamur endofitik dibuat dengan cara mengambil dua ose jamur endofitik
dimasukkan kedalam 10 ml aquades steril dishaker hingga homogen. Suspensi
diinokulasikan ke dalam 500 ml media PDB (Potato Dextrose Broth) yang ditempatkan pada
botol 1 liter. Volume kultur dibuat sebanyak 5L yang ditempatkan dalam 10 botol ukuran 1L
yang masing-masing berisi 500 ml. Inkubasi dilakukan pada suhu kamar selama 8 minggu
[11].

2.7 Ekstraksi Metabolit Sekunder dari media kultur

Setelah masa inkubasi selesai, miseliumnya diangkat menggunakan pinset lalu media
kultur disaring. Media kultur yang telah mengandung metabolit sekunder diekstraksi dengan
etil asetat, lalu dipisahkan antara medium dan pelarut menggunakan corong pisah sehingga
didapatkan ekstrak etil asetat. Selanjutnya ekstrak etil asetat dievaporasi menggunakan alat
rotary evaporator hingga didapatkan ekstrak pekat etil asetat [12].

2.8 Isolasi dan Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder dari medium kultur

Ekstrak pekat etil asetat dianalisis kualitatif dengan kromatografi lapis tipis (KLT)
menggunakan plat KLT Silika Gel G60 F254. Masing-masing sampel sebanyak 5 mg
dilarutkan dalam 1 ml etil asetat. Sampel ditotolkan pada pelat KLT menggunakan pipet
kapiler dan dielusi dalam suatu bejana berisikan larutan eluen tertentu untuk melihat
bercak/pemisahan noda terbaik.

Penotolan dilakukan pada jarak 0,5 cm dari garis batas bawah dengan jarak antar
totolan + 0,7 cm. Setelah eluen sampai pada garis batas atas (0,5 cm dari batas atas)
dengan jarak eluen 4 cm maka elusi dihentikan dan plat diangkat dari chamber lalu dikering
anginkan. Senyawa metabolit sekunder dilihat menggunakan Lampu UV dengan panjang
gelombang 254 nm. Ekstrak yang berpotensi mengandung metabolit sekunder dilakukan
pemisahan dengan menggunakan teknik kromatografi kolom gravitasi.

Ekstrak pekat etil asetat selanjutnya dilakukan pemisahan dengan menggunakan
teknik kromatografi kolom gravitasi menggunakan fasa diam silika gel G 60 (70-230 mesh)
dengan perbandingan 1 :10. Sampel yang sudah disiapkan secara preabsorpsi,
dimasukkan ke dalam kolom kromatografi secara merata dan dielusi menggunakan eluen
secara bergradien. Eluat ditampung dalam vial, dan masing-masing vial dianalisa dengan
kromatografi lapis tipis untuk mengelompokkan fraksi kolom. Fraksi kolom yang mengandung
metabolit sekunder direkromatografi kolom hingga didapatkan senyawa murni. Senyawa
murni yang diperoleh diidentifikasi dengan metode spektroskopi UV.



HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi jamur endofitik dari akar sambiloto diperoleh isolat jamur endofitik dengan
koloni bewarna putih. Identifikasi yang dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Sekolah Iimu
dan Teknologi Hayati, ITB berdasarkan: A. Pengamatan morfologi: Koloni berwarna putih.
Spora seperti kapas, pertumbuhan sedang, bagian belakang media agar (reverse) tidak
berwarna (colorless). B. Pengamatan mikroskopis: Hifa tidak bersepta. Cleistothecia,
Sclerotia, Coremia, Penicilli, Konidiofor, Spora aseksual /konidia, dan Klamidospora tidak
ada. Spora seksual ada, yaitu zigospora. Sporangiofor tegak. Ujung sporangiofor
menggembung (swelling) membentuk sporangium. Sporangium berbentuk pyriform. Di dalam
sporangium terdapat spora. Hasil identifikasi menunjukkan bahwa jamur endofitik termasuk
Unidentified fungi (Sb-1). Tahapan hasil yang diperoleh, tertera pada Gambar 1.

Koloni jamur Kultur jamur
Sambiloto sebelum dimumikan E kstraksi

Isolasidan

Remurnian

Senyaw a murni E lsakli tOAC danKLT

Gambar 1. Tahapan isolasi senyawa metabolit sekunder dari jamur endofitik akar tumbuhan
sambiloto

Hasil evaporasi ekstrak etil asetat diperoleh 1,9 g ekstrak pekat. Ekstrak etil asetat
pada analisis KLT menunjukkan adanya satu noda ungu yang dominan sehingga dilanjutkan
ke tahap isolasi dan pemurnian.

Ekstrak etil asetat (1,9 g) dipreabsorbsi dan dikromatografi kolom gravitasi
menggunakan eluen n-heksan-etil asetat secara bergradien dan ditampung dalam 32 vial
masing-masing berisi 10 mL. Setelah dilakukan analisis KLT maka eluat tersebut dapat
dikelompokkan menjadi tiga fraksi kolom (F1-F3). Fraksi F2 menunjukkan noda potensial
sehingga direkromatografi kolom menggunakan eluen n-heksan-etil asetat (6:4) hingga
diperoleh 16 vial dan di KLT. Vial nomor 7-13 menunjukkan noda tunggal pada KLT namun
masih meninggalkan jejak pada jalan nodanya sehingga senyawa berupa kristal kecoklatan
tersebut dibilas dengan campuran n-heksan-etil asetat 1:1 sehingga dihasilkan senyawa
murni merupa kristal bewarna putih kekuningan seberat 28 mg dengan noda tunggal
berwarna ungu pada KLT. Noda berwarna ungu pada plat KLT dengan penampak noda
lampu UV pada panjang gelombang 254 nm mengindikasikan bahwa senyawa murni hasil
isolasi merupakan senyawa aromatik.

Spektrum UV senyawa murni dalam pelarut metanol menunjukkan serapan
maksimum pada Amaks pada 216 dan 261 nm (Gambar 2). Serapan maksimum pada Amaks
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216 nm berasal dari pelarut metanol. Serapan maksimum pada Amaks 261 nm
menunjukkan adanya transisi elektronik m — m* aromatik.

204
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Gambar 2. Spektrum UV senyawa murni dalam pelarut MeOH dengan pereaksi geser NaOH

Penambahan pereaksi geser NaOH tidak menyebabkan terjadinya pergeseran
panjang gelombang yang ditunjukkan dengan serapan maksimum tetap pada Amaks 216
dan 261 nm. Hal ini mengindikasikan tidak adanya gugus hidroksil yang terikat pada cincin
aromatik.

KESIMPULAN

Akar tumbuhan sambiloto merupakan inang tempat hidupnya jamur endofitik yang
diidentifikasi sebagai unidentified fungi. Jamur endofitik ini menghasilkan metabolit
sekunder ekstraseluler yang diekstraksi dalam pelarut etil asetat. Senyawa tersebut
diidentifikasi sebagai senyawa aromatik.
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