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Peronema canescens atau sungkai merupakan tumbuhan obat yang digunakan 

oleh masyarakat sebagai sumber obat tradisional. Penelitian ini bertujuan 

mengisolasi fungi endofit yang berasosiasi pada daun sungkai; mengisolasi 

senyawa metabolit sekunder dari fungi endofit; melakukan uji bioaktifitas 

antibakteri dari ekstrak dan senyawa murni fungi endofit; serta karakterisasi 

senyawa. Penelitian ini telah berhasil mengisolasi delapan fungi endofit yang 

berasosiasi pada daun sungkai yang selanjutnya dikultur pada media PDB secara 

kultivasi dan ko-kulltivasi. Hasil kolom ekstrak fungi ADF41 menunjukkan fraksi 

8-12 positif terhadap reagen dragendorff, fraksi digabungkan dan diberi kode 

NV27. Karakterisasi fraksi NV27 dengan menggunakan LC-MS/MS 

menunjukkan ion puncak m/z 353.1971 sebagai C20H24N4O2. Konfirmasi gugus 

dilakukan dengan FTIR yang menunjukkan serapan 2922 cm-1 dan 2847 cm-1 

sebagai gugus C-C alifatik, 1700 cm-1 dan 1096 cm-1 sebagai gugus C=O dan C-

O, serta serapan C=C aromatik, dan C-N pada 1461 cm-1, 1290 cm-1 dan 1206 cm-

1. Fraksi NV27 diprediksi sebagai senyawa golongan alkaloid dengan jenis purin. 

Kata kunci: Endofit, Sungkai, Peronema canescens, Alkaloid 
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ISOLATION AND IDENTIFICATION BIOACTIVE COMPOUNDS OF 

ENDOPHYTIC FUNGI ASSOCIATED IN SUNGKAI PLANT  

(Peronema canescens) 

 

 

By  

 

 

 

Azizah Malik 

 

Peronema canescens or sungkai is a medicinal plant used by the community as a 

source of traditional medicine. This study aims to isolate endophytic fungi 

associated with sungkai leaves; isolating secondary metabolites from endophytic 

fungi; to test the antibacterial bioactivity of extracts and pure compounds of 

endophytic fungi; and characterization of compounds. This research has 

succeeded in isolating eight endophytic fungi associated with Sungkai leaves 

which were then cultured on PDB media by cultivation and co-cultivation. The 

results of the ADF41 fungus extract column showed positive fractions 8-12 to 

dragendorff reagent, the fractions were combined and coded NV27. 

Characterization of the NV27 fraction using LC-MS/MS showed the peak ion m/z 

353.1971 as C20H24N4O2. Group confirmation was carried out by FTIR which 

showed absorptions of 2922 cm-1 and 2847 cm-1 as aliphatic C-C groups, 1700 

cm-1 and 1096 cm-1 as C=O and C-O groups, as well as aromatic C=C absorption, 

and C-N at 1461 cm -1, 1290 cm-1 and 1206 cm-1. The NV27 fraction is predicted 

as an alkaloid compound with a purine type. 

Keywords : Endophytic, Sungkai, Peronema canescens, Alkaloids
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Di Indonesia penyakit akibat infeksi bakteri termasuk ke dalam sepuluh penyakit 

terbanyak yang sering terjadi. Pemakaian obat antibakteri yang cukup tinggi dan 

kurang bijak akan meningkatkan terjadinya resisten terhadap bakteri (Kemenkes 

RI., 2011). Pada penelitian terhadap bakteri P. aeruginosa, bakteri tersebut 

dilaporkan resisten terhadap beberapa jenis antibiotik sefalosporin seperti 

sefotaksim dan seftriakson, aminoglikosida, fluorokuinolon serta amikacin 

(Raakhee et al., 2014; Rustini et al., 2017). Resisten terhadap antibiotik menjadi 

salah satu masalah yang serius di berbagai negara yang dapat menyebabkan 

kematian, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk mencari sumber antibiotik 

baru. 

 

Sumber daya alam merupakan aset yang perlu diteliti, dikembangkan dan 

dioptimalkan pemanfaatannya. Kandungan senyawa bioaktif sangat beragam 

sesuai kondisi alam tempat tumbuhan tersebut hidup. Sumber daya alam yang 

sering digunakan masyarakat sebagai obat tradisional yaitu daun sungkai. Sungkai 

biasa dimanfaatkan masyarakat sebagai obat penurun panas serta obat malaria 

(Latief dkk., 2021). Menurut penelitian Yani et al. (2014) melaporkan bahwa 

ekstrak daun sungkai dapat digunakan sebagai antipiretik, imunitas sebagai daya 

tahan terhadap penyakit terutama pada gejala infeksi, antiplasmodium dan 

teratogenitas pada mencit dengan dosis tertentu. Penelitian baru-baru ini oleh  

Fransiska dkk. (2020) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun sungkai dapat 
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menghambat pertumbuhan bakteri Escherechia coli dengan konsentrasi efektif 

25% dan dengan diameter zona bening 3,75 mm. Sedangkan pada penelitian 

Muharni et al. (2021) menunjukkan bahwa ekstrak daun sungkai mengandung 

metabolit sekunder fenolik dan flavonoid, antioksidan, serta berpotensi sebagai 

antibakteri. 

 

Daun sungkai memiliki berbagai kandungan senyawa metabolit sekunder seperti 

golongan fenolik, tanin, alkaloid, steroid, saponin dan flavonoid 

(Fadlilaturrahman dkk., 2021). Proses isolasi senyawa bahan alam tersebut, 

dibutuhkan biomassa yang besar pada proses ekstraksi dan pemurnian. Jika hal ini 

sering dilakukan secara berlebih populasi tumbuhan dialam akan semakin 

menurun (Abdiyani, 2008). Sehingga diperlukan alternatif lain untuk 

menghasilkan senyawa metabolit sekunder tersebut tanpa membahayakan 

tumbuhan inang.  

 

Tumbuhan memiliki berbagai macam mikroorganisme yang terkandung di dalam 

maupun di luar jaringan, seperti fungi, bakteri, archaea dan protista. 

Mikroorganisme ini berpengaruh pada pertumbuhan dan produktivitas suatu 

tanaman (Hassani et al., 2018). Endofit merupakan mikroorganisme yang tumbuh 

dalam jaringan tanaman dan dapat memberikan efek ketahanan terhadap ancaman 

biotik atau abiotik (Busby et al., 2015). Mikroba endofit dapat menghasilkan 

senyawa yang mirip dengan tanaman inangnya. Berdasarkan penelitian Yan et al. 

(2019) interaksi fungi endofit dengan tanaman inang memberikan mekanisme 

pertahanan tambahan pada sistem kekebalan tanaman. Endofit dapat menginduksi 

produksi senyawa antimikroba berlebih pada tumbuhan seperti alkaloid menjadi 

fitohormon tidak langsung. Pada penelitian Ibrahim et al. (2019) melaporkan 

bahwa senyawa metabolit sekunder dari jamur endofit daun tumbuhan sungkai 

yaitu alkaloid, terpenoid, flavonoid dan polifenol. 

 

Penelitian mengenai senyawa metabolit sekunder dari tumbuhan sungkai telah 

banyak dilakukan, akan tetapi penelitian terhadap fungi endofit yang berasosiasi 

pada tumbuhan sungkai masih sangat terbatas. Berdasarkan pemaparan diatas, 
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akan dilakukan penelitian mengenai fungi endofit yang berasosiasi dengan daun 

tumbuhan sungkai (P. canescens) dan aktivitasnya sebagai antibakteri. Pengujian 

antibakteri terhadap ekstrak fungi endofit yang dihasilkan dilakukan terhadap 

bakteri P. aeruginosa. Ekstrak unggul tersebut kemudian diisolasi, dimurnikan 

dan dikarakterisasi untuk mengetahui kandungan senyawa.  

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Mengisolasi fungi endofit yang berasosiasi pada daun tumbuhan sungkai (P 

.canescens). 

2. Mengisolasi metabolit sekunder dari fungi endofit yang berasosiasi pada daun 

tumbuhan sungkai. 

3. Uji bioaktivitas antibakteri dari ekstrak dan senyawa murni fungi endofit hasil 

isolasi. 

4. Karakterisasi senyawa bioaktif dari fungi endofit daun tumbuhan sungkai. 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi awal terkait kajian potensi 

fungi endofit yang berasosiasi pada daun tumbuhan sungkai (P. canescens) serta 

aktivitasnya sebagai sumber antibakteri. 

 



II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1. Verbenaceae 

 

Verbenaceae merupakan salah satu famili dari ordo Lamiales, yang merupakan 

tumbuhan berkayu atau semak, dengan daun dan buah yang sedikit simetri corolla 

bilateral, memiliki buah dengan dua atau empat biji (Marx et al., 2010). 

Verbenaceae memiliki 2600 spesies yang dikelompokkan menjadi 100 genus,  

jumlah spesies paling signifikan ditemukan di Amerika Latin yang hidup 

diberagam ekosistem (Zamora et al., 2018). Famili ini terkenal sebagai verbena 

atau vervain dan glandularia. Salah satu spesies dari famili verbenaceae adalah 

Peronema canescens. 

 

2.2. Sungkai (P. canescens) 

 

P. canescens merupakan tumbuhan yang termasuk dalam famili verbenaceae. P. 

canescens dikenal juga dengan sebutan sungkai, sekai, sungkih, longkai, sungke 

dan jati sabrang, namun di Indonesia lebih dikenal dengan nama sungkai. 

Tumbuhan ini dapat tumbuh di dalam hutan hujan tropis dengan tipe iklim A-C, 

tanah kering atau sedikit basah dengan ketinggian sampai 0-600 meter dari 

permukaan laut. Tinggi pohon sungkai mencapai 20-25 meter, panjang batang 

cabang mencapai 15 meter, batang lurus dan sedikit berlekuk dangkal, tidak 

berbanir, ranting penuh dengan bulu halus kulit luar berwarna kelabu (Sinulingga 

et al., 2021). Tumbuhan sungkai dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

Sungkai merupakan salah satu tanaman asli Kalimantan, masyarakat suku Dayak 

Kalimantan Timur menggunakan jamu sebagai obat kesehatan, termasuk daun 



5 

 

 

sungkai. Sungkai digunakan oleh masyarakat sebagai obat demam, sakit perut, 

influenza, antiseptik dimulut dan perawatan kulit. Daerah Sumatera Selatan dan 

Provinsi Lampung, daun muda sungkai digunakan sebagai anti plasmodium dan 

demam (Yani et al., 2014). 

 

 

(a)   (b)         (c) 

 

Gambar 1. Tumbuhan sungkai (a) pohon; (b) daun; (c) batang (Sinulingga et al., 

2021) 

 

2.3. Fungi Endofit 

 

Endofit merupakan mikroorganisme yang kaya akan keanekaragaman hayati yang 

biasanya ditemukan dalam jaringan tanaman atau ruang antar sel tumbuhan. 

Endofit dapat mendorong pertumbuhan tanaman inang dengan memproduksi 

metabolit sekunder secara langsung, yang dapat meningkatkan ketahanan tanaman 

terhadap gangguan biotik dan abiotik (Wen et al., 2022). Mikroba endofit dapat 

berupa bakteri (actinomycetes atau mycoplasma) dan jamur, mikroba ini tumbuh 

dalam jaringan tanaman seperti daun, akar serta batang (Gouda et al., 2016). 

Setiap tanaman tingkat tinggi dapat menghasilkan beberapa mikroba endofit yang 

menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang mirip dengan inangnya. Hal ini 

dapat diduga dari transfer genetik dari tanaman inang ke mikroba endofit (Tan et 

al., 2001). Endofit dilaporkan menghasilkan sejumlah senyawa metabolit bioaktif 

yang berfungsi sebagai sumber obat yang baik untuk pengobatan terhadap 

berbagai penyakit serta aplikasinya dalam industri, pertanian, obat-obatan, 

makanan dan kosmetik. Jamur endofit dilaporkan menghasilkan beberapa obat 

antibakteri dan antikanker, seperti penicillenols yang diekstrak dari jamur 
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Penicillium sp, Taxol diisolasi dari Taxomyces andreanae merupakan obat 

antikanker yang paling efektif (Jalgaonwala et al., 2011). 

 

2.4. Mucor sp. 

 

Spesies mucor merupakan jamur saprofit yang terdapat di tanah, kotoran, dapat 

sebagai endofit serta parasit tanaman. Mucor adalah genus besar dalam mucorales 

yang dikenal sebagai agen infeksi pada manusia dan hewan (mucormycosis), 

dapat digunakan dalam produksi fermentasi pangan, bioteknologi sebagai 

biotransforman atau penghasil enzim dan keberagaman metabolisme (Wagner et 

al., 2020). Kolumela dari fungi mucor sp. dapat dilihat pada Gambar 2.  

 

Gambar 2. kolumela mucor pada ujung spongiofor (Hurdeal et al., 2021) 

 

2.5. Kandungan Senyawa Bioaktif P. canescens 

 

Sungkai merupakan salah satu tumbuhan tradisional yang memiliki potensi 

sebagai obat infeksi. Senyawa-senyawa tersebut diduga kuat memiliki peran 

penting dalam penyembuhan luka atau infeksi dan berfungsi pula sebagai agen 

antimikroba. Menurut Ahmad dkk. (2015) telah diketahui bahwa ekstrak daun 

sungkai memiliki aktivitas sitotoksik. Pengujian bioaktivitas ekstrak metanol dan 

n-heksana daun sungkai diuji terhadap larva udang (Artemia salina) diperoleh 

nilai LC50 387,257 μg/mL dan 107,399 μg /mL berturut-turut. Berdasarkan metode 

BSLT suatu ekstrak dikatakan aktif jika nilai LC50< 1000 μg /mL semakin kecil 

dari <1000 μg/mL ekstrak semakin bersifat sitotoksik (Meyer et al, 1982). 
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2.5.1. Flavonoid 

 

Flavonoid merupakan kelompok senyawa fenolik yang tersebar di alam, salah satu 

senyawa  flavonoid yang berhasil diisolasi yaitu glikosida (1). Flavonoid glikosida 

(Gambar 3) berhasil diisolasi dari ekstrak metanol daun tanaman sungkai 

(Simajuntak, 1996). 

OH O

OH

OH

H3CO

Glu-Arab

 

(1) 

Gambar 3. Senyawa flavonoid glikosida 

 

2.5.2. Terpenoid 

 

Senyawa diterpenoid telah berhasil diisolasi dari daun tumbuhan sungkai dan 

diberi nama peronemia A2 (2), A3 (3), B1 (4), B2 (5), B3 (6), C1 (7) dan D3 (8), 

struktur dari senyawa dapat dilihat pada Gambar 4 (Kitagawa et al., 1994). 
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Gambar 4. Struktur diterpen dari daun sungkai (P. canescens) (Kitagawa et al., 

1994). 

 

2.6. Media Potato Dextrose Agar (PDA) 

 

Media merupakan substrat makanan yang dibutuhkan untuk pertumbuhan dan 

perkembangan mikroba, selain faktor lingkungan seperti suhu dan pH, media 

menjadi salah satu faktor yang paling berpengaruh pada pertumbuhan mikroba. 

Mikroba membutuhkan nutrisi yang cukup untuk tumbuh diluar habitatnya. Media 

yang umum digunakan dalam laboratorium untuk pertumbuhan jamur adalah 

media PDA. Berdasarkan komposisinya, media PDA termasuk dalam media semi 
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sintetik karena mengandung bahan alami (kentang) dan bahan sintetik (dextrose 

dan agar) (Fletcher et al., 2019; Griffith et al., 2007). 

 

Media PDA dapat dibuat secara alami menggunakan ekstrak kentang dengan 

campuran dextrose dan agar-agar, selain itu PDA juga tersedia secara komersial. 

PDA secara komersial dapat mengandung sedikit perbedaan dalam segi nutrisi 

yang mempengaruhi ekspresi metabolit yang dihasilkan. Dalam penelitian ini 

menggunakan media PDA yang dibuat secara alami (Westphal et al., 2019). 

 

2.7. Kultivasi dan Ko-kultivasi 

 

Kultivasi merupakan suatu metode yang digunakan untuk menumbuhkan isolat 

dalam media buatan di luar habitat aslinya. Kultivasi berfungsi untuk 

memperbanyak jumlah mikroba dengan cara membiarkan mikroba tersebut 

memperbanyak diri dalam media biakan in vitro di laboratorium. Handayani dkk. 

(2019) melaporkan bahwa hasil kultivasi jamur endofit Trichoderma koningiopsis 

memiliki aktivitas antagonis terhadap bakteri E. coli dan diduga termasuk 

golongan terpenoid. Sedangkan pada penelitian lainnya melaporkan bahwa hasil 

kultivasi fungi endofit berpotensi memiliki senyawa metabolit alkaloid, flavonoid 

dan tanin (Bakhtra dkk., 2020). 

 

Ko-kultivasi merupakan metode untuk memperbanyak mikroba dengan cara 

mengkultur secara bersamaan antara mikroba endofit dan inokulum bakteri dalam 

satu media kultur tertentu. Ko-kultivasi dilakukan diruang gelap disesuaikan 

dengan kondisi fungi endofit  yang akan ditransformasi (Handayani, 2013). 

Teknik ko-kultivasi terhadap bakteri dapat mendorong fungi endofit 

mengeluarkan suatu zat yang mampu melindungi diri dari serangan bakteri 

maupun terjadinya kombinasi antara senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan 

dengan bakteri tersebut. Hal ini ditandai dengan terjadinya peningkatan maupun 

penurunan kandungan dari senyawa metabolit sekunder. Senyawa yang berhasil 

diisolasi dari hasil ko-kultivasi seperti cotteslosin C (9), 22-epi-aflaquinolone B 
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(10) dan dua antrakuinon baru (11 dan 12) (Abdel-Wahab et al., 2019). Berikut 

struktur senyawa dapat dilihat pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Struktur senyawa cotteslosin C (9); 22-epi-aflaquinolone B (10); dan 

antrakuinon (11 dan 12) (Abdel-Wahab et al., 2019). 

 

2.8. Ekstraksi 

 

Secara umum, ekstraksi merupakan proses pemisahan dimana distribusi analit 

antara dua fasa yang tidak bercampur dibuat untuk mencapai koefisien distribusi 

yang sesuai. Prosedur ekstraksi dilakukan secara berurutan dan sistematis 

menggunakan pelarut organik untuk mengekstrak senyawa. Salah satu metode 

ekstraksi secara tradisional disebut dengan ekstraksi cair-cair, metode ini 

membutuhkan banyak pelarut, sedangkan teknik ekstraksi secara modern seperti 

ekstraksi cairan superkritis, ekstraksi cairan bertekanan, ekstraksi dengan bantuan 

(9) (10) 

(11) (12) 



11 

 

 

gelombang mikro dan lainnya merupakan teknik ekstraksi modern yang 

digunakan sebagai alternatif untuk mengurangi penggunaan pelarut dan 

mempercepat proses ekstraksi (Garcia-Salas et al., 2010). 

 

Langkah pertama yang harus dilakukan untuk mendapatkan senyawa target yaitu 

pemilihan teknik ekstraksi. Ektraksi yang tepat harus mempertimbangkan 

beberapa hal, seperti sifat kimia zat, ukuran partikel sampel, adanya zat 

pengganggu, waktu ekstraksi, suhu, serta pemilihan pelarut ekstraksi adalah 

parameter penting yang mempengaruhi ekstraksi. Kelarutan suatu zat dapat 

dipengaruhi oleh waktu ekstraksi dan suhu. Temperatur yang lebih tinggi secara 

bersamaan meningkatkan kelarutan dan kecepatan perpindahan massa serta 

menurunkan viskositas dan tegangan permukaan pelarut yang berkontribusi pada 

laju ekstraksi yang lebih tinggi (Mojzer et al., 2016). 

 

2.8.1. Ekstraksi Konvensional 

 

Meskipun memiliki beberapa kelemahan, ekstraksi cair-cair dan padat cair 

merupakan prosedur ekstraksi yang paling umum digunakan. Ekstraksi secara 

konvensional memiliki kelebihan seperti kemudahan dalam penggunaannya, 

efisiensi dan penerapan yang luas. Proses ekstraksi melibatkan pelarut 

konvensional seperti metanol, etanol, aseton, dietil eter, etil asetat dan pelarut 

lainnya, serta sering dicampur dengan proporsi air yang berbeda. Metode ini 

membutuhkan pelarut organik yang mahal dan kemungkinan berbahaya bagi 

kesehatan, dapat menimbulkan degradasi. Faktor degradasi dapat disebabkan oleh 

faktor eksternal dan internal. Cahaya, udara dan suhu merupakan faktor penting 

yang menimbulkan reaksi degradasi. Secara umum, ekstraksi konvensional 

dilakukan pada suhu 20° C hingga 50° C (Garcia-Salas et al., 2010; Mojzer et al., 

2016). 

 

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstraksi cair-cair dengan 

menggunakan pelarut etil asetat. Etil asetat merupakan pelarut yang baik 

digunakan untuk ekstraksi karena mudah diuapkan, tidak higroskopis, memiliki 



12 

 

 

toksisitas yang rendah dan bersifat semi polar sehingga dapat melarutkan 

senyawa-senyawa yang relatif kurang polar. Pada penelitian Da-Silva et al, (2020) 

melaporkan bahwa ekstrak etil asetat fungi endofit berpotensi memiliki senyawa 

flavonoid, fenolik, saponin serta aktivitas antioksidan yang tinggi. Hasil analisis 

kromatografi fraksi etil asetat menghasilkan senyawa orcinol, sorbicilin, 

ergosterol dan 4-metoksimetilfenol. 

 

2.9. Bakteri Uji 

 

2.9.1. Pseudomonas aeruginosa 

 

P. aeruginosa merupakan bakteri oportunistik gram negatif yang memiliki 

kamampuan adaptasi yang baik, infeksi yang disebabkan oleh bakteri ini sulit 

diobati karena mikroorganisme ini menunjukkan resistensi yang tinggi (alami) 

terhadap banyak antibiotik seperti aminopenisilin, sefalosporin generasi pertama 

dan kedua serta kemampuan untuk mengembangkan resisten terhadap hampir 

semua obat antibakteri. P. aeruginosa tersebar luas di berbagai habitat seperti 

tanah, sungai, lingkungan rumah sakit dan tubuh manusia (Paprocka et al., 2022; 

Behzadi et al., 2021). P. aeruginosa merupakan spesies bakteri patogen yang 

menyebabkan infeksi dan penyakit pada tumbuhan dan hewan, termasuk beberapa 

penyakit terhadap manusia terutama pada pasien dan banyak indeksi yang didapat 

di rumah sakit (Azam et al., 2019). 

 

P. aeruginosa sering menyebabkan infeksi pada pasien onkologi terutama yang 

mengalami neutropenia. Bekteri ini mampu bertahan dalam lingkungan ekstrem, 

serta dapat bertahan hidup di lingkungan rumah sakit, menyebabkan infeksi dan 

wabah sporadis. P. aeruginosa juga dapat menyebabkan faktor virulensi yang 

merusak sel inang serta menghindari respon imun inang (Paprocka et al., 2022). 

Menurut Juan et al. (2017) melaporkan bahwa bakteri P. aeruginosa merupakan 

salah satu penyebab infeksi nosocomial, memperparah pasien dengan penyakit 

kritis, menyerang sistem kekebalan tubuh sehingga dapat menimbulkan kematian,  

menginfeksi sistem pernapasan, aliran darah, saluran kemih dan infeksi kulit. 
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Bakteri P. aeruginosa sensitif terhadap beberapa antibiotik seperti siprofloksasin 

(100%), kolistin (100%), sefepim (100%), dan piperasilin-tazobaktam (87%) 

(Dharmayanti dkk., 2019). Golongan senyawa yang diduga mempunyai aktivitas 

penghambat terhadap bakteri P. aeruginosa yaitu polifenol dan tanin (Setyowati 

dkk., 2019). 

 

2.9.2. Staphylococcus aureus 

 

Genus Staphylococcus termasuk dalam famili Staphylococcaceae yang mencakup 

45 spesies dan 24 subspesies, sebagian besar bersifat aerob atau anaerob 

fakultatif. S. aureus merupakan bakteri gram positif yang memiliki mekanisme 

patogen yang membuatnya efektif dalam menyebabkan penyakit serta merupakan 

spesies utama dan paling virulen. S. aureus dapat memproduksi pigmen 

karotenoid yang mengubah koloninya menjadi warna kuning pada media padat, 

ini juga ditandai dengan katalase positif, oksidase negatif dan toleran terhadap 

garam. Bakteri ini sering ditemukan pada kulit dan mukosa hidung, di mana S. 

aureus hidup dalam hubungan komensalisme atau mutualisme. Kondisi 

merugikan ketika terjadi gangguan keseimbangan, yang menyebabkan penyakit 

menular pada inang menjadi patogen kuat dengan kemampuan menyerang aliran 

darah atau jaringan internal. S. aureus juga dapat menyebabkan infeksi kulit, 

jaringan lunak hingga infeksi yang lebih serius, seperti pneumonia nekrotikans, 

endokarditis, dan osteomielitis (Silva et al., 2020). S. aureus mampu beradaptasi 

dengan baik terhadap beberapa antibiotik yang mengakibatkan terjadinya resisten. 

Beberapa antibakteri yang resisten terhadap S. aureus seperti semua jenis 

antibiotik penisilin, sefalosporin dan karbapenem, serta yang membuat -lactam 

armamentarium tidak efektif secara klinis (Gajdacs, 2019).  

 

2.9.3. Escherechia coli 

 

E. coli termasuk dalam famili Enterobacteriaceae yang merupakan penghuni 

paling umum dari saluran pencernaan manusia dan hewan berdarah panas. Dalam 

tubuh manusia sebagian besar bakteri E. coli yang hidup di usus mencegah 
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kolonisasi oleh bakteri patogen dan mendukung inang dalam memproduksi 

vitamin K dan B12, yang penting dalam proses pembekuan darah dan 

pembentukan sel darah merah. Namun, beberapa bakteri E. coli juga dapat 

menyebabkan infeksi usus atau ekstraintestinal seperti infeksi saluran kemih, 

miningitis serta sepsis neonatorum. Strain patogen ini memiliki beberapa faktor 

virulensi yang memungkinkan mereka berkoloni, menyerang dan menyebabkan 

kerusakan pada inang. Pada bakteri E. coli perolehan resistensi terhadap agen 

antimikroba tertentu dapat dikaitkan dengan penurunan tingkat mikroorganisme, 

seperti yang ditemukan pada galur uropatogenik E. coli. Strain ini memiliki faktor 

virulensi tertentu yang memungkinkan bekteri menjajah saluran kemih dan 

menghasilkan sistitis, pielonefritis dan prostatitis, bahkan dapat mencapai aliran 

darah (Allocati et al., 2013; Cepas et al., 2020). 

 

2.9.4. Bacillus sp. 

 

Bacillus sp. merupakan bakteri gram positif yang tersebar di berbagai kondisi 

lingkungan, di air, tanah serta berbagai produk makanan. Bakteri ini berbentuk 

batang, mampu menghasilkan spora dan bersifat aerobik atau anaerobik fakultatif. 

Sebagian besar spesies Bacillus tidak dianggap beresiko bagi manusia, sehingga 

digunakan untuk fermentasi beberapa makanan. Spesies Bacillus juga dapat 

sebagai patogen yang menyebabkan kontaminan makanan atau sebagai agen 

infeksi. Bacillus merupakan patogen oportunistik yang menyebabkan infeksi lokal 

atau sistemik yang parah seperti endoftalmitis dan seftikemia. Beberapa jenis 

spesies Bacillus seperti B. anthracis dapat menginduksi penyakit mematikan 

anthrax pada manusia dan hewan, B. cereus dan B. weihenstephanensis dapat 

memproduksi racun cereulide yang merupakan penyebab utama keracunan 

makanan melalui penghambatan sintesis RNA, ini menyebabkan perluasan 

mitokondria dan pembentukan vakuola dalam protoplasma sel target sehingga 

membawa opoptosis sel dan gagal hati fulminan (Hu et al., 2021; Romo-Barrera 

et al., 2021). 
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2.10. Antibakteri 

 

Antibiotik merupakan zat antimikroba yang memiliki kemampuan untuk 

menghambat pertumbuhan atau membunuh mikroorganisme. Zat ini banyak 

digunakan untuk menghambat infeksi bakteri pada manusia dan hewan. 

Penggunaan berlebih pada obat antibakteri dapat mengakibatkan terjadinya 

resisten obat pada strain bakteri, ini merupakan masalah global dan ancaman yang 

cukup berbahaya bagi kesehatan manusia (Serwecinska, 2020). Antibiotik yang 

sering digunakan yaitu -laktam seperti penisilin dan sefalosporin, yang memiliki 

mekanisme kerja dengan penghancuran dinding sel bakteri. Pada patogen 

monoderm (membran tunggal dan pewarnaan gram positif) seperti S. aureus, 

mekanisme resisten yang dominan terjadi yaitu respon dari enzim -laktam 

transpeptidase tidak reaktif, ini yang berfungsi dalam konstruksi dinding sel. 

Patogen diderma (membran ganda dan pewarnaan gram negatif) seperti P. 

aeruginosa, dengan mekanisme resisten yang dominan adalah ekspresi enzim 

hidrolitik yang menghancurkan cincin -laktam yang menyebabkan krisis 

antibiotik (Fisher et al., 2020). 

 

2.11. Uji Aktivitas Antibakteri 

 

Uji aktivitas antibakteri merupakan teknik yang digunakan dalam menentukan 

potensi suatu zat dalam menghambat pertumbuhan suatu bakteri. berbagai metode 

laboratorium dapat digunakan untuk mengevaluasi aktivitas antimikroba in vitro 

dari ekstrak atau senyawa murni. Metode yang paling mendasar yaitu metode 

difusi cakram dan metode pengenceran kaldu (metode mikrodilusi). Pada metode 

difusi efektifitas suatu senyawa antibakteri ditandai dengan adanya zona hambat 

yang terbentuk disekeliling disk setelah diinkubasi. Semakin besar zona 

hambatnya semakin besar kemungkinan senyawa tersebut sebagai agen 

antibakteri. Keuntungan dari metode difusi cakram yaitu metode yang sederhana, 

biaya yang rendah, kemampuan untuk menguji sejumlah besar mikroorganisme 

dan kemudahan untuk interpretasi data yang diperoleh. 
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Metode dilusi digunakan untuk mengukur aktivitas antibakteri in vitro secara 

kuantitatif. Metode ini biasanya untuk menentukan konsetrasi hambat minimum 

(KHM) dengan menggunakan mikrotiter plate 96 wells. Nilai konsentasi hambat 

minimum (KHM) yang diperoleh didefinisikan sebagai konsentrasi terendah zat 

antimikroba yang diuji dan dinyatakan dalam mg/L. Kelemahan utama dari 

metode mikrodilusi yaitu pekerjaan manual, resiko kesalahan dalam persiapan 

larutan antimikroba untuk setiap pengujian, serta jumlah reagen dan ruang yang 

dibutuhkan relatif besar (Balouiri et al., 2016). 

 

2.12. Kromatografi 

 

Kromatografi merupakan metode pemisahan yang melibatkan tiga komponen 

utama yaitu fase diam, fase gerak dan molekul atau zat yang terpisah (sampel). 

Fase diam selalu terdiri dari fase padat atau lapisan cairan yang teradsorpsi pada 

permukaan penyangga padat, fase gerak terdiri dari cairan (disebut sebagai 

kromatografi cair) sedangkan molekul yang dipisahkan adalah zat atau senyawa 

yang dipisahkan oleh interaksi antara fase gerak dan fase diam. Kromatografi cair 

biasa digunakan untuk sampel yang tidak stabil termal dan tidak mudah menguap, 

sedangkan gas kromatografi digunakan untuk sampel yang mudah menguap. 

Aplikasi metode kromatografi telah dikembangkan secara luas seperti diantaranya 

kromatografi kolom, kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi kertas, 

kromatografi gas, kromatografi penukar ion dan lain sebagainya (Ebere et al., 

2019).  

 

2.12.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Kromatografi lapis tipis merupakan kromatografi adsorpsi padat-cair, dimana fase 

diam adalah zat adsorben padat yang dilapisi oleh pelat kaca sedangkan fase gerak 

berupa pelarut yang bergerak ke atas melalui fase diam. Sampel yang ditotolkan 

pada bottom spot akan terdorong ke atas dengan laju aliran yang berbeda, 

sehingga pemisahan analit tercapai. Laju pemisahan ke atas berdasarkan pada 

polaritas bahan, fasa padat dan pelarut yang sesuai. Dalam kasus di mana molekul 

sampel tidak berwarna, floresensi, radioaktivitas atau zat kimia tertentu, dapat 
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divisualisasi dengan menggunakan produk rekatif berwarna yang terlihat sehingga 

dapat mengindentifikasi posisinya pada kromatogram, misalnya visualisasi 

dengan ninhidrin, dragendorff dan dapat divisualisasi di bawah cahaya ruang atau 

sinar UV. Posisi setiap molekul dalam campuran dapat diukur dengan menghitung 

rasio antara jarak yang ditempuh oleh molekul dan pelarut. Nilai pengukuran ini 

disebut mobilitas relatif dan dinyatakan dengan simbol Rf (retention factor). 

Rumus dalam menghitung nilai Rf sebagai berikut: 

 

  Jarak yang ditempuh solut (cm)    

Jarak yang ditempuh fase gerak (cm) 

 

Sensitivitas KLT cukup tinggi sehingga dapat digunakan untuk memeriksa 

kemurnian sampel. Selain itu, KLT  adalah teknik yang sederhana, hemat biaya 

dan mudah dioperasikan dalam kimia analitik dengan berbagai aplikasi yang 

digunakan dalam pengembangan obat baru atau berbagai jenis formulasi dari 

tanaman obat (Coskun, 2016; Ebere et al., 2019). 

 

2.12.2. Kromatografi Kolom 

 

Kromatografi kolom merupakan metode pemisahan senyawa berdasarkan 

polaritasnya. Kromatografi kolom memanfaatkan perbedaan kepolaran sampel 

dan dapat dengan mudah memisahkan senyawa dengan laju di mana senyawa 

melintasi fase diam kolom. Dalam kromatografi kolom, fase diam yang digunakan 

adalah padatan dan fase gerak berupa cairan atau campuran beberapa pelarut. 

Urutan kepolaran pelarut dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Persiapan dalam kromatografi kolom yaitu dengan mencampur fase diam dan fase 

gerak yang sesuai dan dituangkan ke dalam kolom kaca. Secara umum, metode 

yang digunakan pada kromatografi kolom dapat secara metode basah yaitu bubur 

silika dan pelarut disiapkan dan kemudian dituangkan secara bersama ke dalam 

kolom menggunakan corong sampai silika mengendap, sedangkan pada metode 

kering kolom diisi dengan silika bubuk kering, selanjutnya fasa gerak (pelarut) 

Rf = 



18 

 

 

yang sesuai dimasukkan ke dalam kolom sampai silika basah dan mengendap. 

Kemudian sampel dimasukkan ke dalam kolom kaca dan dialiri fase gerak. 

Campuran senyawa bergerak bersama dengan fase gerak melalui fase diam dan 

memisahkan sampel berdasarkan kepolarannya. Senyawa yang memiliki tingkat 

kepolaran yang lebih tinggi akan tertinggal pada fasa diam sedangkan senyawa 

dengan tingkat kepolaran rendah akan turun lebih dahulu (Ebere et al., 2019). 

 

Tabel 1. Urutan kepolaran pelarut (Polita et al., 2020). 

Sikloheksana 

Toluena 

Klorobenzena 

Kloroform 

Dietil eter 

THF 

EDC 

Sikloheksanon 

DMF 

Isopropanol 

DMSO 

Aseton 

Etanol 

Asetonitril 

Metanol 

Non-polar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Polar 

 

2.13. Karakterisasi Senyawa 

 

2.13.1. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 

 

LC-MS merupakan teknik kimia yang menggabungkan kemampuan pemisahan 

fisik kromatografi cair dengan kemampuan analisis massa. Spektrometer massa 

bekerja dengan mengionisasi molekul kemudian menyortir dan mengidentifikasi 

ion berdasarkan rasio massa terhadap muatan (m/z). MS dapat dibagi menjadi tiga 

bagian mendasar, yaitu sumber ionisasi, penganalisis dan detektor. Sampel 

dimasukkan ke dalam sumber ionisasi instrumen, selanjutnya molekul sampel 

terionisasi dan diekstraksi ke dalam daerah penganalisis spektrometer massa 

dimana sampel dipisahkan menurut rasio massa terhadap muatan (m/z). Ion-ion 
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yang terpisah dideteksi dan sinyal akan terkirim ke sistem data dimana rasio m/z 

disimpan bersama dengan kelimpahan relatif yang kemudian disajikan dalam 

bentuk spectrum m/z. Sistem LC-MS dapat memecah ion induk menjadi pola 

fragmentasi yang khas dan dapat memisahkan ion anak untuk identifikasi dan 

kuantisasi. Pola fragmentasi karakteristik dari setiap ion induk dapat diidentifikasi 

dengan membandingkan pola fragmentasi yang dihasilkan dengan database 

standar (McMaster, 2005; Tilvi et al., 2014). 

 

2.13.2. Fourier Transform Infrared (FT-IR) 

 

Spektroskopi inframerah merupakan metode untuk mengidentifikasi suatu gugus 

fungsi dan tipe ikatan tertentu pada suatu molekul. Metode ini didasarkan pada 

penyerapan atau adsorbsi energi radiasi inframerah yang menyebabkan terjadinya 

vibrasi atau getaran. Vibrasi yang terjadi bergantung pada kekuatan ikatan atau 

momen dipol. Suatu molekul yang memiliki momen dipol yang berbeda akan 

tervibrasi dan menghasilkan frekuensi yang berbeda (Fessenden, 1986).  

 

Daerah pada bilangan gelombang 400-4500 cm-1 merupakan daerah optimum 

untuk penyerapan sinar IR bagi ikatan-ikatan dalam senyawa organik. Suatu 

ikatan kimia dapat tervibrasi sesuai dengan level energinya sehingga memberikan 

level yang spesifik. Daerah inframerah terbagi menjadi sub daerah, yaitu 

inframerah dekat (14000-4000 cm-1), inframerah sedang (4000-400 cm -1) dan 

inframerah jauh (400-10 cm-1) (Stuart, 2004). 



III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan  September 2021 - September 2022 yang 

bertempat di Laboratorium Biopolimer Universitas Lampung. Identifikasi 

morfologi fungi secara mikroskopi menggunakan mikroskop axio Zeiss Al, uji 

antibakteri serta analisis spektrometri Fourier Transform Infrared (FT-IR) 

dilakukan di Unit Pelaksanaan Teknis (UPT) Laboratorium Terpadu dan Sentra 

Inovasi Teknologi (LTSIT) Universitas Lampung. Analisis liquid 

chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) dilakukan di Badan Reserse 

Kriminal Polri (Bareskrim) Pusat Labolatorium Forensik Sentul, Bogor. 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan yaitu pipet tetes, gelas kimia, Erlenmeyer, tabung reaksi, 

gelas ukur, cawan petri, kaca objek, corong pisah, cutter, kapas, kasa, karet 

gelang, tissue, pinset, jarum ose, botol vial, mikroskop axio Zeiss Al, autoclave 

Tomy SX-700, rotary evaporator Buchi/R 210, hospitex diagnostics, lampu UV 

Kohler/SN402006, incubator Memmert-Germany/INC-02, neraca analitik Wigen 

Houser, laminar air flow cabinet, satu set perlengkapan kromatografi lapis tipis 

(KLT), satu set perlengkapan kromatografi kolom, hot plate, mikropipet, 

microplate 96 wells, drying oven Jisico, Liquid Chromatography-Mass 

Spectrometry (LC-MS/MS) LC sistem: ACQUITY UPLC®H-Class system; LC 

kolom C18 (1,8 µm; 2,1x100 mm) dan spektrometer massa Xevo G2-S QTof 

(waters, USA) dan Fourier Transform Infrared (FT-IR). 
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Bahan-bahan yang digunakan yaitu kentang, agar-agar, dextrose, Tryptic Soy 

Broth (TSB), resazurin, aquades, alkohol 70%, plastik wrap, alumunium foil, 

pereaksi serium sulfat (Ce(SO4)2), pereaksi dragendorff, n-heksana destilasi, etil 

asetat (EtOAc) destilasi, metanol (MeOH) destilasi, aseton destilasi, MeOH (PA), 

antibiotik (ciprofloxacin dan chloramfenicol), metilen blue, plat KLT silika gel 60 

F254, silika gel Merck 60 (35-70 Mesh), bakteri E. coli dan Bacillus sp. diperoleh 

dari deposit yang ada di Labolatorium Biokimia Universitas Lampung, dan 

bakteri P. aeruginosa serta S. aureus diperoleh dari deposit yang ada di Unit 

Pelaksana Teknis Labolatorium Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-LTSIT) 

Universitas Lampung. 

 

3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1. Biomaterial 

 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu tumbuhan sungkai (P. 

canescens). Sampel tumbuhan sungkai diperoleh dari lingkungan Universitas 

Lampung, Bandar Lampung dengan titik koordinat 5o21’54,0 LS, 105o14’25,2 

BT. Sampel yang digunakan merupakan kandidat isolat dari hasil kerja 

sebelumnya.  

 

3.3.2. Tahapan Mendapat Isolat dan Peremajaan 

 

Mikroba endofit diisolasi dari daun tumbuhan sungkai. Bagian daun masing-

masing dipotong dengan menggunakan pisau steril menjadi empat bagian kecil 

(±1 cm). Selanjutnya, dicelupkan ke dalam larutan alkohol 70% untuk sterilisasi 

dan dibilas dengan akuades steril selama ± 1 menit untuk menghentikan sterilisasi. 

Selanjutnya, diletakkan ke dalam cawan petri yang berisi media PDA dengan 

menggunakan pinset steril, ditutup dan di simpan pada suhu ruang. Pengamatan 

secara makroskopik dilakukan setiap hari hingga mikroba endofit tumbuh. 

Mikroba yang menunjukkan sifat morfologi yang berbeda dipindahkan dengan 

menggunakan teknik gores pada media PDA baru (Chen et al., 2015). 
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Pembuatan media PDA merujuk pada (Griffith GW et al., 2007) dengan beberapa 

modifikasi. PDA dibuat dari 100 gram kentang yang direbus dalam 500 mL 

akuades, filtrat yang diperoleh diambil 100 ml ditambah 2% dextrose dan 2% 

agar-agar sambil dipanaskan. Setelah tercampur, disterilisasi dengan autoclave 

pada 1 atm, 121° C selama 15 menit. Penambahan antibiotik ciprofloxacin 50 

µg/mL dilakukan dalam keadaan steril di dalam laminar air flow cabinet. 

 

3.3.3. Kultivasi dan Ko-kuktivasi Mikroba Endofit 

 

Kultivasi dilakukan berdasarkan metode Trisuwan et al. (2008) dengan beberapa 

modifikasi. Mikroba endofit dikultivasi pada media cair potato dextrose broth 

(PDB) sebanyak 25 mL ekstrak kentang dan 2% dextrose. Media disterilisasi 

menggunakan autoclave pada suhu 121° C selama 15 menit, kemudian media 

diinokulasi dengan isolat fungi sebanyak 1-2 ose dan diinkubasi selama 7-14 hari 

pada temperatur ruang dalam keadaan statis. 

 

Ko-kultivasi dilakukan berdasarkan metode Ola et al. (2013) dengan beberapa 

modifikasi. Ko-kultivasi menggunakan media cair PDB sebanyak 25 mL (ekstrak 

kentang dan 2% dextrose dalam keadaan steril). 12,5 mL merupakan isolat fungi 

dan 12,5 mL isolat bakteri P. aeruginosa (yang ditumbuhkan pada media PDB 

dan diinkubasi selama 48 jam), kemudian kaldu fungi serta kaldu bakteri 

dicampurkan dan diinkubasi selama 14 hari dalam suhu ruang. 

 

3.3.4. Ekstraksi Cair-Cair 

 

Hasil kultivasi dan ko-kultivasi dari isolat fungi diekstraksi cair-cair dengan 

pelarut EtOAc, kemudian dipartisi menggunakan corong pisah. Larutan 

diguncangkan beberapa kali dan didiamkan hingga membentuk 2 fasa lalu 

dipisahkan sehingga diperoleh 2 fraksi yakni fraksi EtOAc dan fraksi H2O. Hasil 

dari partisi ditampung, diambil fraksi EtOAc untuk dipekatkan menggunakan 

evaporator hingga diperoleh ekstrak kasar, yang kemudian hasilnya digunakan 

untuk skrining bioaktivitas (Trisuwan et al., 2008). 
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3.3.5. Uji Skrining Bioaktivitas 

 

Ekstrak hasil kultur selanjutnya diuji skrining untuk mengetahui aktifitasnya. Uji 

skrining bioaktivitas dilakukan dengan metode dilusi menggunakan sumuran 

microtiter plate  96 wells (Balouiri et al., 2016) dengan beberapa modifikasi. 

Bakteri uji yang digunakan adalah P. aeruginosa, S. aureus, E.coli, dan Bacillus 

sp. 

 

3.3.5.1. Persiapan Bakteri 

 

Bakteri P. aeruginosa dan S. aureus yang dipakai dalam uji merupakan isolat dari 

labolatorium UPT-LTSIT, sedangkan E.coli dan Bacillus sp. merupakan isolat 

dari labolatorium Biokimia Universitas Lampung. Bakteri diremajakan dalam 

media Trypthic Soy Agar (TSA) dan diinkubasi selama 18 jam. 

 

3.3.5.2. Persiapan Ektrak Fungi Endofit 

 

Ekstrak fungi dan antibiotik disiapkan dalam konsentrasi 2000 ppm. Pada uji ini 

antibiotik yang digunakan adalah ciprofloxacin yang dilarutkan dalam metanol 

PA 12,5%. 

 

3.3.5.3. Skrining dengan Bakteri P. aeruginosa 

 

Uji skrining menggunakan microplate 96 wells dengan 3 kali pengulangan. Pada 

sumuran blanko ditambahkan 195 µL media TSB dan 25 µL inokulum bakteri. 

Kontrol negatif ditambahkan 145 µL media TSB, 50 µL pelarut metanol (MeOH 

PA 12,5%) dan 25 µL inokulum bakteri. Kontrol positif ditambahkan 145 µL 

media TSB, 50 µL antibiotik (ciprofloxacin) dan 25 µL inokulum bakteri. 

Sumuran sampel ditambahkan 145 µL media TSB, 50 µL sampel dengan 

konsentrasi 2000 ppm dan 25 µL inokulum bakteri. Kontrol media berisi 220 µL 

media TSB. Diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37° C dan ditambahkan 

larutan resazurin 30 µL pada semua kontrol dan sampel, kemudian diinkubasi 
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kembali selama 4 jam serta diukur nilai OD600 nm dengan menggunakan hospitex 

diagnostic (Elshikh et al., 2016). 

 

3.3.6. Ko-kultivasi Fungi Endofit (Scalling up) 

 

Ko-kultivasi dilakukan dengan mencampurkan strain fungi endofit dengan 

inokulum bakteri P. aeruginosa. Ko-kultivasi di lakukan dalam botol gelap 2,5 L 

yang berisi 250 mL stain fungi endofit yang ditumbuhkan dalam ekstrak kentang 

dan 2% dextrose dalam keadaan statis. Inokulum bakteri di tumbuhkan dalam 

botol gelap 2,5 L yang berisi 250 mL ekstrak kentang dan 2% dextrose dan 

diinkubasi selama 48 jam. Kaldu fungi 250 mL selanjutnya dicampurkan dengan 

kaldu bakteri P. aeruginosa dan diinkubasi selama 14-21 hari dalam kondisi 

statis. Ko-kultivasi dilakukan dengan 3 kali pengulangan, kemudian hasil ko-

kultur diekstraksi dengan pelarut etil asetat dan dipekatkan dengan ratory 

evaporator (Ola et al., 2013). 

 

3.3.7. Analisis Morfologi Fungi secara Mikroskopis 

 

Identifikasi fungi dilakukan dengan metode slide culture. Metode ini dilakukan 

dengan cara menempelkan coverslip pada media agar dengan sudut 45°, kemudian 

isolat yang terpilih diinokulasi berdekatan dengan coverslip. Setelah 2-3 hari, 

coverslip diambil dari media dan ditambahkan methylene blue. Coverslip 

diletakkkan pada kaca preparat dan diamati di bawah mikroskop (Mcclenny, 

2015). 

 

3.3.8. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Kromatografi Lapis Tipis dilakukan untuk mengetahui pola pemisahan senyawa 

yang terdapat pada sampel. Ekstrak kasar yang diperoleh selanjutnya dilakukan 

uji KLT, menggunakan plat silika gel F254 sebagai fasa diam dan sebagai fasa 

gerak menggunakan campuran beberapa pelarut. Eluen yang digunakan 

merupakan campuran dari beberapa pelarut dengan perbandingan tertentu. 

Selanjutnya dilakukan elusi terhadap plat KLT, bercak atau noda dilihat dibawah 
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sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. Hasil kromatogram 

disemprot dengan menggunakan pereaksi serium sulfat untuk mengetahui 

kandungan senyawa organik ditandai dengan adanya noda berwarna coklat 

kehitaman dan pereaksi dragendorff  untuk mengetahui kandungan alkaloid 

(gugus N tersier) yang ditandai dengan adanya noda berwarna merah jingga 

(orange) pada kromatogram KLT (Fathoni et al., 2021). 

 

3.3.9. Pemurnian Menggunakan Kolom Kromatografi 

 

Ekstrak yang telah diketahui sifat bioaktivitasnya kemudian difraksinasi lebih 

lanjut menggunakan kolom kromatografi (KK). Fraksinasi dengan kromatografi 

kolom menggunakan fase diam silika gel dan fase gerak dengan beberapa sistem 

gradien pelarut (polar dan non-polar). Silika gel dimasukkan perlahan ke dalam 

kolom kaca kemudian dielusi dengan pelarut sebagai fase gerak. Setelah kolom 

siap, sampel dimasukkan ke dalam kolom dan fase gerak di alirkan melalui 

kolom. Pita senyawa linarut bergerak melalui kolom dengan laju yang berbeda, 

memisah dan dikumpulkan berupa fraksi (Gritter et al., 1991). 

 

3.3.10. Karakterisasi Senyawa 

 

Fraksi unggul selanjutnya dikarakterisasi dengan menggunakan instrumen Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS/MS) untuk mengetahui kandungan 

senyawa dan konfirmasi gugus fungsi dilakukan dengan Fourier Transform-

Infrared (FT-IR). 



V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1. Simpulan 

 

Adapun simpulan yang dapat diperoleh dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Telah berhasil diisolasi 8 fungi endofit yang berasosiasi dengan daun 

tumbuhan sungkai. 

2. Hasil skrining bioaktivitas menggunakan bakteri P. aeruginosa terhadap 

masing-masing ekstrak kultivasi dan ko-kultivasi tidak menunjukkan 

adanya aktivitas sebagai antibakteri. 

3. Hasil visualisasi fraksi-fraksi kolom dengan pereaksi dragendorff 

menunjukkan hasil positif pada fraksi 8 sampai 12. 

4. Hasil karakterisasi fraksi NV27 menggunakan LC-MS/MS pada waktu 

retensi 14.59 menit dengan ion molekul [M+H]+ pada m/z 353.1971 

memiliki formula molekul C20H24N4O2 dengan prediksi senyawa golongan 

alkaloid sebagai turunan purin. 

 

5.2. Saran 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, hasil uji antibakteri terhadap sampel 

fungi endofit dari daun tumbuhan sungkai tidak menunjukkan adanya aktivitas 

sebagai antibakteri. Analisis lebih lanjut pada fraksi NV27 (positif pereaksi 

dragendorff) dengan menggunakan LC-MS/MS, hasil analisis diprediksi sebagai 

golongan senyawa alkaloid dengan turunan purin. Menurut penelitian, turunan 

purin dapat berpotensi sebagai antiplasmodium dan antioksidan. 
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Berdasarkan pemaparan diatas, untuk lebih lanjut peneliti menyarankan: 

1. perlu dilakukan pengujian lebih lanjut terhadap fraksi NV27 seperti uji 

aktivitas antiplasmodium dan antioksidan. 

2. Perlu dilakukan analisis lebih lanjut dengan menggunakan nuclear 

magnetic resonance (NMR). 

3. perlu dilakukan identifikasi morfologi terhadap semua isolat fungi yang 

telah diisolasi. 
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