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ABSTRACT 
Tunjuk Langit Plant (Helminthostachys zeylanica (L.) Hook) contains a lot of 
secondary metabolite compounds, one of which is found in the root which 
contain the flavonoids ugonin and quercetin. The purpose of this study was to 
determine the antibacterial activity of compound 4 isolates IFATL-05 
endophytic fungi from Tunjuk Langit (Helminthostachys zeylanica (L.) Hook) 
root against bacterial gastrointestinal tract infection. The results of 
purification of endophytic fungi with IFATL-05 code on macroscopic 
examination showed blackish-white fungus color, round with scalloped colony 
shapes, wavy edges and drop-like elevation angles. The process of separating 
the compounds using KLTP with n-hexane:ethyl acetate (1:1) as an eluent 
resulted in four bands of active compounds in UV lamps of 254 and 366 nm 
(TL-1, TL-2, TL-3 and TL-4). Test results for compound 4 isolates of IFATL-
05 endophytic fungi from Tunjuk Langit root (Helminthostachys zeylanica (L.) 
Hook) using the Bioautographic TLC method using n-hexane:ethyl acetate 
(6:1) as eluent on Escherichia coli, Salmonella thypi, Shigella dysenteriae and 
Vibrio cholerae with Rf value = 0.90. 
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PENDAHULUAN  

Infeksi saluran pencernaan masih menjadi 

salah satu masalah kesehatan yang besar di 

Indonesia, terutama didaerah dengan 

tingkat sanitasi yang rendah dan jumlah 

populasi yang sangat padat. Infeksi saluran 

pencernaan disebabkan oleh 

mikroorganisme patogen salah satunya 

ialah bakteri. Penyakit ini seiring waktu 

semakin meningkat, dibuktikan dengan 

tingginya prevalensi penyakit diare.1 

Beberapa bakteri yang dapat menyebabkan 

penyakit diare antara lain bakteri 

Escherichia coli, Salmonella, Shigella, 

Vibrio, Clostridia perfringens, dan 

Staphylococcus aureus.2 

Dalam dua dekade terakhir fungi endofit 

menjadi salah satu sumber penghasil 

antibakteri. Mikroba endofit adalah 

mikroba yang hidup didalam suatu jaringan 

tanaman dengan periode tertentu dan 

mampu hidup dengan membentuk koloni 

dalam jaringan tanaman tanpa 

membahayakan inangnya.3 Fungi endofit 
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memilki kemampuan untuk memproduksi 

senyawa bioaktif, baik yang sama maupun 

tidak sama dengan inangnya tetapi 

seringkali memilki aktivitas biologis yang 

serupa dengan senyawa bioaktif yang 

diproduksi inangnya. Hal ini menunjukkan 

senyawa bioaktif tidak hanya didapatkan 

pada kandungan tanaman obat saja. Bahkan 

senyawa yang dihasilkan oleh fungi endofit 

seringkali memiliki aktivitas yang lebih 

besar dibandingkan aktivitas senyawa 

tumbuhan inangnya.4 Isolasi fungi endofit 

dapat dilakukan dari tumbuhan yang 

potensial untuk dijadikan sebagai senyawa 

antibakteri salah satunya tumbuhan Tunjuk 

Langit (Helminthostachys zeylanica (L.) 

Hook). 

Ekstrak etanol dari tumbuhan Tunjuk 

Langit (Helminthostachys zeylanica (L.) 

Hook) menunjukkan aktivitas 

penghambatan pada bakteri Bacillus cereus 

dengan diameter zona bening yang cukup 

besar sedangkan pada kontrol negatif tidak 

menunjukkan efek penghambatan. Analisis 

komponen menunjukkan bahwa ekstrak 

tumbuhan Tunjuk Langit 

(Helminthostachys zeylanica (L.) Hook) 

kaya akan flavonoid.  Flavonoid 

bertanggung jawab atas aktivitas 

antimikroba dari beberapa ekstrak tanaman, 

dikarenakan senyawa ini dapat 

menghancurkan protein pada membran sel 

bakteri.5 Chang Wu et al (2017) dalam 

penelitiannya menyatakan bahwa senyawa 

flavonoid yang terdapat pada akar Tunjuk 

Langit (Helminthostachys zeylanica (L.) 

Hook) adalah ugonin dan kuersetin.6 

Isolat fungi endofit akar Tunjuk Langit 

(Helminthostachys zeylanica (L.) Hook) 

berdasarkan hasil isolasi fungi endofitnya 

diperoleh 8 isolat dengan isolat yang paling 

aktif adalah isolat IFATL-05 dan hasil 

isolasi senyawa kimia aktif secara 

preparatif diperoleh 4 isolat yaitu isolat TL-

1, TL-2, TL-3 dan TL-4. Hasil aktivitas 

antibakteri isolat TL-1, TL-2 dan TL-3 

memberikan aktivitas terhadap bakteri 

Escherichia coli, Shigella dysenteriae, 

Vibrio cholerae dan Salmonella typhi.7 

Berdasarkan uraian tersebut dilakukan 

penelitian untuk menguji aktivitas senyawa 

TL-4 isolat IFATL-05 fungi endofit dari 

akar Tunjuk Langit (Helminthostachys 

zeylanica (L.) Hook) yang berpotensi 

sebagai antibakteri terhadap bakteri 

penyebab infeksi saluran pencernaan. 

METODE 

Alat yang digunakan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini 

adalah alat-alat gelas, autoklaf (Smic®), 

batang pengaduk, cawan petri (Normax), 

corong pisah, gelas erlenmeyer, gelas 

kimia, gelas ukur,  inkubator (Memmert®), 

jarum ose, LAF (Laminar Air Flow), lampu 

spirtus, lampu UV 254 dan 366 nm 

(Philips), mikropipet dan tip, oven 

(Memmert®), pipa kapiler, shaker, 
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seperangkat alat KLT, tabung reaksi, 

timbangan analitik (Chyco®).  

Bahan yang digunakan 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini 

adalah aquadest, bakteri uji (Escherichia 

coli, Salmonella thypi, Shigella dysenteriae 

dan Vibrio cholerae), etanol 70%, etil 

asetat, Maltosa Yeast Broth (MYB), 

Nutrient Agar (NA), n-heksan, Potato 

Dextrosa Agar (PDA), dan sampel senyawa 

TL-4 dari isolat fungi endofit IFATL-05. 

Pemeriksaan makroskopik 

Pemeriksaan makroskopik bertujuan untuk 

membedakan isolat fungi yang murni. 

Pemeriksaan makroskopiknya meliputi 

permukaan koloni, bentuk koloni, tepi, dan 

sudut evalensinya.8 

Fermentasi dan ekstraksi sampel isolat 

aktif fungi endofit 

Diambil isolat aktif menggunakan ose bulat 

yang telah dipotong secara merata 1,5 cm x 

1,5 cm lalu dimasukkan  ke dalam gelas 

erlenmeyer yang berisi 1000 mL medium 

MYB (Maltosa Yeast Broth) yang dibagi 

rata kedalam dua erlenmeyer masing-

masing 500 mL, selanjutnya dilakukan 

fermentasi menggunakan rotary shaker 

dengan kecepatan 200 rpm pada suhu 25oC 

selama 3 minggu hingga diperoleh 

fermentat berupa supernatan dan miselia.9 

Fermentat supernatan yang diperoleh 

diekstraksi dengan ekstraksi cair-cair 

sebanyak 3 kali dengan 1 Liter etil asetat. 

Pelarut kemudian diuapkan dengan rotary 

evaporator lalu dimasukkan kedalam cawan 

penguap yang sudah ditara, sampai 

diperoleh ekstrak kering.10 

Identifikasi Kromatografi Lapis Tipis 

Preparatif (KLTP) 

Pelat KLTP sebelum digunakan diaktivasi 

terlebih dahulu dengan cara 

memanaskannya didalam oven pada suhu 

100OC selama beberapa menit untuk 

menghilangkan kadar air/kelembapan.  

Ekstrak isolat supernatan IFATL-05 yang 

akan ditotolkan pada pelat KLTP terlebih 

dahulu dilarutkan kedalam sedikit pelarut 

etil asetat. Konsentrasi sampel yang 

digunakan sebaiknya hanya 5-10%. Sampel 

yang ditotolkan harus berbentuk pita yang 

sesempit mungkin pada lempeng KLTP 

berukuran 20 x 20 cm. Penotolan dilakukan 

dengan tangan menggunakan pipa kapiler, 

dapat juga menggunakan alat penotol 

otomatis. Kemudian dielusi dengan 

menggunakan fase gerak n-heksan : etil 

asetat (1:1) dan lempeng dimasukkan 

kedalam chamber. Lempeng lalu 

dikeluarkan dan diangin-anginkan, 

selanjutnya diamati pada lampu UV 254 

dan 366 nm. Pita senyawa TL-4 isolat 

IFATL-05 yang kedudukannya telah 

diketahui, dikerok dari pelat dan diekstraksi 

dengan pelarut etil asetat.11 

Identifikasi Kromatografi Lapis Tipis 

(KLT) 

Lempeng kromatografi lapis tipis 

diaktifkan terlebih dahulu dengan 
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pemanasan menggunakan oven pada suhu 

100ºC selama 30 menit. Ekstrak etil asetat 

senyawa TL-4 isolat IFATL-05 hasil KLT 

Preparatif kemudian ditotolkan pada 

lempeng KLT berukuran 7x1 cm 

menggunakan pipa kapiler. Kemudian 

dielusi dengan menggunakan fase gerak n-

heksan : etil asetat (6:1) dan lempeng di 

masukkan kedalam chamber. Lempeng 

kemudian dikeluarkan dari chamber dan 

diangin-anginkan sehingga cairan 

pengelusinya menguap. Kromatogram 

yang diperoleh dilakukan pengamatan 

bercak pada sinar UV 254 nm dan 366 nm.9 

Pengujian secara KLT-Bioautografi 

Hasil identifikasi KLT menggunakan n-

heksan : etil asetat dilanjutkan dengan uji 

KLT-Bioautografi dengan cara cawan petri 

dituang Nutrient Agar sebanyak 10 mL 

yang telah diinokulasikan dengan suspensi 

bakteri uji sebanyak 0,2 mL lalu 

dihomogenkan, lempeng KLT yang telah 

dielusi diletakkan diatas permukaan 

medium agar yang telah diinokulasikan 

dengan mikroba uji kemudian dibiarkan 

selama 60 menit. Setelah itu lempeng 

diangkat dan dikeluarkan, selanjutnya 

diinkubasi selama 1×24 jam pada suhu 

37oC. Kemudian diamati bercak yang 

memberikan aktivitas penghambatan 

terhadap pertumbuhan bakteri uji.12 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Fungi endofit tumbuh dan mengkolonisasi 

jaringan tumbuhan inangnya terutama di 

bagian akar, batang dan daun. Fungi endofit 

umumnya memproduksi metabolit 

sekunder yang memiliki aktivitas biologis 

dan bermanfaat misalnya sebagai senyawa 

antikanker, antivirus dan antibakteri.13 

Salah satu tumbuhan yang dapat digunakan 

sebagai sumber isolat fungi endofit yaitu 

akar Tunjuk Langit (Helminthostachys 

zeylanica (L.) Hook). Tumbuhan ini 

mengandung senyawa steroid, flavonoid, 

saponin serta polifenol.14 dan pada bagian 

akarnya mengandung senyawa ugonin dan 

kuersetin.6 

Proses awal penelitian ini dilakukan 

pemeriksaan makroskopik yang bertujuan 

untuk memperoleh warna, bentuk koloni, 

tepi dan sudut elevasinya.8 Hasil 

pengamatan makroskopik dapat dilihat 

pada tabel 1 dan gambar 1. 

Tabel 1.  Hasil pengamatan makroskopik kode isolat IFATL-05 

Kode Isolat Pemeriksaan Makroskopik 
Warna Bentuk koloni Tepi Elevasi 

IFATL-05 Putih kehitaman Round with 
scalloped margin Wavy Drop-like 

Keterangan: IFATL-05 = Isolat Fungi Akar Tunjuk Langit-05 
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Gambar 1.  Dokumentasi hasil 
pemurnian isolat fungi endofit 
dengan kode isolat  IFATL- 05 dari 
akar Tunjuk Langit 
(Helminthostachys zeylanica (L.) 
 Hook).7 

Hasil pemeriksaan  makroskopik pada tabel 

1 menunjukkan fungi endofit dengan kode 

IFATL-05 memiliki warna jamur putih 

kehitaman dengan bentuk koloni round 

with scalloped, tepi wavy dan sudut elevasi 

drop-like. Hasil ini sesuai dengan penelitian 

yang telah dilakukan oleh Herwin et al 

(2022).7 Selanjutnya isolat dengan kode 

IFATL-05 dilakukan proses fermentasi 

dalam media Maltosa Yeast Broth (MYB). 

Penggunaan media MYB dikarenakan 

media ini merupakan media cair yang 

terdiri dari ekstrak yeast sebagai sumber 

protein, maltosa dan dekstrosa sebagai 

sumber karbon dan pepton sebagai sumber 

asam amino yang dibutuhkan dalam 

pertumbuhan, sintesis sel dan sebagai 

energi dalam metabolisme 

mikroorganisme. Fermentat supernatan 

yang diperoleh selanjutnya di partisi cair-

cair dengan etil asetat menggunakan corong 

pisah hingga diperoleh ekstrak etil asetat 

isolat supernatan IFATL-05.  

Ekstrak etil asetat IFATL-05 yang 

diperoleh dilakukan pemisahan senyawa 

dengan menggunakan Kromatografi Lapis 

Tipis Preparatif (KLTP) yang bertujuan 

untuk memisahkan senyawa dan 

mengambil senyawa tunggal pada fraksi 

etil asetat, pelarut yang dipilih  yaitu n-

heksan : etil asetat (1:1) karena pelarut ini 

cocok sebagai fase gerak sehingga dapat 

menurunkan senyawa murni. Hasil KLTP 

diperoleh 4 pita senyawa isolat yang aktif 

pada lampu UV 254 nm dan 366 nm. Pita 

senyawa TL-4 isolat IFATL-05 yang 

kedudukannya telah diketahui kemudian 

dikerok dari pelat dan diekstraksi dengan 

pelarut etil asetat. Hasil pengujian KLT 

Preparatif pada lampu UV 254 dan 366 nm 

dapat dilihat pada gambar 2. 

 

Gambar 2.  Hasil uji KLT 
Preparatif senyawa TL-4 isolat 
IFATL-05 fungi endofit dari akar 
Tunjuk Langit (Helminthostachys 
zeylanica (L.) Hook). 
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Senyawa isolat  pita 4 yang diperoleh dari 

fungi endofit akar Tunjuk Langit 

(Helminthostachys zeylanica (L.) Hook) 

dengan kode isolat IFATL-05 dilakukan 

pengujian aktivitas antibakteri dengan 

KLT-Bioautografi metode bioautografi 

kontak. Tujuannya agar senyawa yang telah 

ditotolkan pada lempeng KLT berpindah ke 

medium agar yang telah diinokulasikan 

bakteri uji secara merata dan melakukan 

kontak langsung.12 Penotolan larutan 

sampel menggunakan pipa kapiler karena 

dalam Kromatografi Lapis Tipis penotolan 

yang baik diusahakan sekecil mungkin 

untuk menghindari pelebaran noda karena 

dapat mengganggu nilai Rf.15 Adapun eluen 

yang digunakan untuk mengelusi yaitu 

eluen n-heksan : etil asetat (6:1) yang 

terlebih dahulu dijenuhkan hingga batas 

tanda. Penggunaan n-heksan : etil asetat 

(6:1) sebagai eluen karena merupakan hasil 

eluen yang paling baik diantara eluen yang 

lainnya. Penjenuhan eluen bertujuan untuk 

mengoptimalkan naiknya eluen dimana 

fase gerak terdistribusi merata pada seluruh 

bagian chamber sehingga proses 

pergerakan spot pada fase diam 

berlangsung optimal.15 Hasil positif pada 

pengujian ini ditandai dengan adanya zona 

bening pada bagian medium, dimana zona 

bening atau zona hambat merupakan 

parameter adanya aktivitas antibakteri.12 

Berdasarkan pada tabel 2 hasil pengujian 

aktivitas antibakteri secara KLT-

Bioautografi menggunakan eluen n-heksan 

: etil asetat (6:1) diperoleh nilai Rf 0,90 

memberikan aktivitas antibakteri pada 

bakteri Escherichia coli, Salmonella thypi, 

Shigella dysenteriae dan Vibrio cholerae 

yang ditandai dengan terbentuknya zona 

bening di sekitaran medium tempat 

lempeng berdifusi sebagaimana 

ditunjukkan pada gambar 3, 4, 5 dan 6. 

Zona bening tebentuk karena adanya 

senyawa kimia aktif yang terdapat pada 

senyawa TL-4 isolat IFATL-05 dan 

menghambat pertumbuhan bakteri 

penyebab infeksi saluran pencernaan. Hal 

ini membuktikan bahwa senyawa TL-4 

isolat IFATL-05 dari akar Tunjuk Langit 

(Helminthostachys zeylanica (L.) Hook) 

berpotensi sebagai penghasil antibakteri. 

 

 

Tabel 2. Hasil pengujian aktivitas antibakteri senyawa TL-4  isolat IFATL-05 dengan 
KLT-Bioautografi 

No. Rf 
Warna pada penampak bercak 

Bakteri uji 
UV 254 nm UV 366 nm 

1. 0,90 Hijau Ungu 
Escherichia coli, Salmonella 
thypi,  Shigella dysenteriae,  
Vibrio cholerae 
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KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari 

penelitian yang telah dilakukan, maka dapat 

disimpulkan bahwa hasil pengujian KLT- 

Bioautografi senyawa TL-4 isolat IFATL-

05 fungi endofit dari akar Tunjuk Langit  

(Helminthostachys zeylanica (L.) Hook) 

memiliki aktivitas sebagai antibakteri 

karena dapat menghambat bakteri 

Escherichia coli, Salmonella thypi, Shigella 

dysenteriae dan Vibrio cholera dengan nilai 

Rf 0,90. 
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