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Sambiloto, often referred to as the “Raja Pahit”, is a plant belonging to the Acanthaceae family. This plant is
known to produce secondary metabolite compounds with various biological benefits, including antioxidant properties.
Antioxidant compounds have been shown to counteract the formation of free radicals that are harmful to the body.
The antioxidant activity of the Sambiloto plant can be evaluated using endophytic fungi associated with it. This
study aimed to identify secondary metabolite compounds and evaluate the antioxidant activity of AS-3 Fungus
isolated from the Sambiloto roots. Phytochemical analysis revealed that the ethyl acetate extract of AS-3 contained
terpenoids, flavonoids, and alkaloids. In addition, the antioxidant activity test showed promising results, with an IC_,
value of 10.225 ppm, indicating high antioxidant potential. This is the first report on the phytochemical screening and
antioxidant activity test of the ethyl acetate extract of AS-3 fungus isolated from Sambiloto roots.

Key words: Antioxidant, DPPH, Endophytic fungus, IC

Phytochemistry

PENDAHULUAN

Sambiloto (4. paniculata) adalah tanaman yang
dikenal dengan sebutan “Raja Pahit”, termasuk dalam
famili Acanthaceae (Christina et al. 2022). Sambiloto
ini tersebar luas di berbagai negara di Asia Tenggara
termasuk Indonesia. Tanaman ini telah lama digunakan
oleh masyarakat Indonesia sebagai komponen penting
dalam pengobatan tradisional karena terbukti ampuh
untuk menyembuhkan penyakit seperti demam dan
diare (Yolanda ef al. 2022). Metabolisme tanaman
Sambiloto menghasilkan senyawa yang digunakan
sebagai nutrisi oleh jamur endofit. Sebaliknya, hasil
metabolisme jamur endofit juga berfungsi sebagai
nutrisi bagi tanaman Sambiloto. Interaksi yang
saling menguntungkan ini dikenal dengan simbiosis
mutualisme (Iryani et al. 2023).

Jamur endofit memiliki kemampuan untuk
mengkolonisasi berbagai bagian tanaman, termasuk
daun, ranting, bunga akar, dan buah (Oktria et al.
2023). Jamur endofit berpotensi menghasilkan produk
metabolisme yang mirip atau identik dengan inangnya,
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tetapi dengan siklus hidup lebih singkat, sehingga
produksi metabolit sekunder lebih cepat (Riga &
Euis 2021). Bedasarkan penelitian sebelumnya
senyawa bioaktif yang diproduksi dapat dihasilkan
dalam volume yang besar melalui proses fermentasi
(Yulian & Rian 2023). Senyawa biokatif seperti
alkaloid, terpenoid, steroid, dan fenolik diproduksi
oleh jamur endofit yang memiliki aktivitas biologis
yang beragam, termasuk kemampuan untuk bertindak
sebagai antioksidan (Amelia & Riga 2023).
Senyawa antioksidan telah terbukti ampuh untuk
mencegah terbentuknya radikal bebas dalam tubuh,
radikal bebas tidak memiliki pasangan elektron
sehingga bersifat sangat reaktif dan membutuhkan
molekul lain untuk berpasangan hal ini menyebabkan
stres oksidatif di dalam tubuh (Oktavia dan Suyatno
2021; Prasetyaningsih et al. 2022). Fungsi utama
antioksidan adalah untuk menghambat atau memutus
rantai reaksi radikal bebas, mendegradasi senyawa
radikal bebas, serta melindungi struktur biologis
tubuh dari efek tindakan atau reaksi negatif yang
menyebabkan oksidasi berlebihan (Trisna et al. 2023).
Penelitian terkait aktivitas antioksidan Menunjukan
bahwa senyawa antioksidan dapat diproduksi
tanaman A. paniculata. Penelitian sebelumnya di
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laboratorium kami menunjukkan bahwa isolat jamur
endofit BS-1 dari jaringan bunga A. paniculata yang
dikultivasi pada media beras merah, terbukti memilki
aktivitas antioksidan dengan nilai IC_ sebesar 91,56
ppm. Nilai ini menunjukkan potensi jamur tersebut
sebagai sumber antioksidan alami (Oktria et al.
2023). Menariknya, hingga saat ini belum ada laporan
yang mengungkap hasil skrining fitokimia dan uji
aktivitas antioksidan dari ekstrak akar Sambiloto.
Oleh karena itu, penelitian ini difokuskan untuk
melakukan skrining fitokimia dan pengujian aktivitas
antioksidan dari jamur endofit AS-3 yang diisolasi
dari akar Sambiloto dengan menggunakan pelarut
etil asetat.

BAHAN DAN METODE

Alat dan Bahan. Peralatan yang digunakan adalah
Erlenmeyer 250 ml, gelas kimia, pipet ukur, labu ukur,
aluminium foil, neraca analitik, spektrofotometer UV-
Vis (Agilant 8453). Bahan yang dibutuhkan yaitu
ekstrak jamur AS-3, beras putih (Oryza sativa L. var.
IR64), Metanol, air suling, pereaksi Dragendrorf,
pereaksi Mayer, pereaksi Wagner, etil asetat, asam
sulfat, FeCl, 1%, NaOH, asam klorida, DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), asam asetat anhidrat,
dan kloroform.

Kultivasi dan Ekstraksi Jamur Endofit AS-3.
Mycelium isolat jamur endofit murni (Isolat AS-3)
dari A. paniculata dipotong berukuran 1 x 1 cm,
disebarkan pada media beras, dan diinkubasi pada
suhu 27°C selama tiga minggu. Pada akhir masa
inkubasi, mycelium jamur endofit dipisahkan dan
diekstraksi dengan 75 ml etil asetat selama 3 x 24
jam. Hasil maserasi kemudian disaring dan diuapkan
untuk mendapatkan ekstrak etil asetat pekat. Ekstrak
pekat ini kemudian dianalisis lebih lanjut dengan uji
fitokimia dan uji aktivitas antioksidan.

Skrinning Fitokimia.

Fenolik. Plat tetes dimasukan ekstrak pekat jamur
endofit AS-3 Etil asetat kemudian direaksikan dengan
2 tetes FeCl, 1%. Hasil positif Ditunjukan dengan
terbentuknya warna biru kehitaman pada larutan
(Yusnita et al. 2024).

Terpenoid. 0.5 ml ekstrak pekat jamur AS-3 Etil
asetat dimasukan ke plat tetes lalu ditambahkan 0,5
ml kloroform dan 0,5 ml H,SO, pekat. Jika terbentuk
warna coklat kemerahan Menunjukkan positif
terpenoid (Aisyah et al. 2024).

Steroid. Tabung reaksi dimasukan ekstrak pekat
jamur AS-3 sebanyak 0,5 ml, kemudian ditambahkan
beberapa senyawa seperti, 1,0 ml anhidrida asetat,
0,5 ml kloroform, dan 2 tetes H,SO, pekat. Larutan
berubah warna menjadi hijau pekat jika terdapat
senyawa steroid (Jamilah ef al. 2024).
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Alkaloid. Ekstrak pekat jamur AS-3 dimasukkan
ke dalam tiga tabung reaksi, kemudian reagen yang
berbeda, yaitu Dragendorf, Wagner, dan Mayer,
ditambahkan ke dalam masing-masing tabung reaksi.
Munculnya endapan berwarna putih, jingga, dan
coklat mengindikasikan adanya kandungan alkaloid
dalam sampel tersebut (Budiman et al. 2024).

Flavonoid. 1 ml ekstrak dimasukan kedalam
tabung reaksi kemudian ditambahkan NaOH 10%
beberapa tetes. Hasil positif jika terbentuknya warna
merah (Fairuzia et al. 2024).

Saponin. Pada ekstrak positif mengandung
senyawa saponin dengan terbentuknya busa setelah
ditambahkan aquadest. Jika tidak terbentuk busa
ditambahkan HCI 2N sebagai pereaksi penegas yang
mampu meningkatkan kepolaran dan busa yang stabil
(Budiman et al. 2024).

Analisis Aktivitas Antioksidan. Pembuatan
larutan induk pada konsentrasi 50 ppm dibuat dengan
menimbang 2,5 mg ekstrak etil asetat jamur endofit
AS-3 dan melarutkannya dalam 25 ml metanol.
Larutan induk ini kemudian diencerkan dengan
metanol untuk mendapatkan variasi konsentrasi
antara 5 ppm hingga 9 ppm. Untuk membuat larutan
DPPH 50 ppm, sebanyak 2,5 mg DPPH ditimbang
dan dilarutkan dalam 50 ml metanol. Selanjutnya, 1
ml larutan DPPH 50 ppm diambil dengan pipet dan
dicampur dengan 2 ml metanol untuk menyiapkan
larutan kontrol. Selain itu, 2 ml larutan induk
ekstrak jamur endofit AS-3 dicampur dengan 2 ml
larutan DPPH 50 ppm. Campuran tersebut kemudian
diinkubasi pada suhu 27°C selama 30 menit. Setelah
diinkubasi, absorbansi dari campuran tersebut diukur
secara spektrofotometri pada panjang gelombang
516 nm. Aktivitas antioksidan dihitung menurut
persamaan 1 (Takaeb et al. 2021).

absorbansi absorbansi
kontrol sampel
absorbansi kontrol

% Antioksidan = x 100%

Untuk menentukan nilai IC, aktivitas antioksidan
ekstrak jamur, digunakan persamaan regresi linier, di
mana sumbu X menyatakan konsentrasi dan sumbu
y menyatakan persentase aktivitas antioksidan
(Sinulingga et al. 2023).

HASIL

Hasil Kultivasi dan Ekstrak Jamur AS-3.
Karakteristik morfologi jamur AS-3 memiliki bentuk
koloni padat seperti serabut yang terpusat dari tengah
(titik sumber koloni) dan berwarna putih susu bersih
(Gambar 1A). Selama kultivasi di medium agar
maupun cair, tidak terdapat perubahan warna koloni
dan tidak terlihat spora ataupun konidia. Jamur
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AS-3 yang dikultivasi pada medium beras kemudian
dipanen pada waktu optimum. Setelah itu proses
maserasi dilakukan sebanyak 3 x 24 jam dengan
pelarut etil asetat dan diperoleh ekstrak pekatnya
berwarna jingga yang ditunjukkan pada (Gambar 1B).

Hasil Skrinning Fitokimia Ekstrak Pekat Etil
Asetat. Ekstrak pekat dari jamur endofit AS-3 telah
terbukti mengandung senyawa bioaktif, termasuk
flavonoid, terpenoid dan alkaloid. Hasil uji fitokimia
yang mendukung temuan ini dirinci dalam Tabel 1.

Hasil Analisa  Aktivitas  Antioksidan.
Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antioksidan,
ekstrak jamur endofit AS-3 memiliki potensi
antioksidan yang signifikan, ditandai dengan nilai
IC,, di bawah 50 ppm. Data hasil analisis aktivitas
antioksidan dapat dilihat pada Tabel 2.

PEMBAHASAN

Kaultivasi dan Ekstrak Jamur AS-3. Jamur endofit
AS-3 dipanen setelah mencapai waktu pertumbuhan
optimal dan kemudian dimaserasi dengan etil asetat
selama 3 x 24 jam untuk menghasilkan ekstrak pekat
yang Ditunjukan pada (Gambar 1B). Alasan pemilihan
media beras sebagai tempat tumbuh jamur endofit
adalah karena ketersediaan nutrisi yang lengkap,
meliputi protein, karbohidrat dan vitamin, yang
mendukung pertumbuhan dan perkembangan jamur
endofit (Rendowaty et al. 2024; Yusnita et al. 2024).
Proses ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi
untuk menghindari kerusakan senyawa aktif akibat
pemanasan. Pemilihan pelarut etil asetat didasarkan
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Gambar 1. Jamur endofit AS-3: (A) (isolat jamur endofit AS-3) dan (B) (hasil ekstrak pekat dari jamur endofit AS-3

Tabel 1. Hasil uji fitokimia ekstrak jamur AS-3

Golongan senyawa Pereaksi Hasil uji
Fenolik FeCl3 1% -
Terpenoid Salkwoski +
Steroid Lieberman-Bunchard -
Alkaloid Mayer +
Wagner +
Dragendorf +
Flavonoid NaOH 10% +
Saponin HCI1 2N -

+: hasil uji postitif, -: hasil uji negatif

Tabel 2. Hasil aktivitas antioksidan ekstrak jamur endofit AS-3

Absorbansi Konsenterasi Absorbansi %Antioksidan
kontrol (ppm)
0,344 5 0,318 7,5
0,344 6 0,307 10,7
0,344 7 0,295 14,2
0,344 8 0,284 17,4
0,344 9 0,265 229

pada sifat semipolarnya, yang memungkinkan
penarikan senyawa aktif dengan berbagai karakteristik,
baik polar, semipolar, maupun nonpolar. Selain itu,
etil asetat mudah diserap dan memiliki toksisitas yang
rendah, sehingga merupakan pelarut yang ideal untuk
ekstraksi (Andre ef al. 2019).

Skrinning Fitokimia Ekstrak Pekat Etil Asetat.
Skrining fitokimia merupakan suatu tahapan untuk
mendeteksi senyawa aktif yang terdapat pada sampel,
uji ini memperlihatkan terbentuknya endapan atau
pergantian warna karena terjadi reaksi antara senyawa
dengan reagen spesifik (Afifah et al. 2023). Senyawa
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metabolit sekunder yang diindentifikasi meliputi
fenolik, steroid, terpenoid, alkaloid, flavonoid, dan
saponin. Tabel 1 menunjukkan ekstrak etil asetat
jamur endofit AS-3 positif mengandung senyawa aktif
seperti flavonoid, terpenoid, dan alkaloid. Gambar 2
menunjukan reaksi yang terjadi pada uji terpenoid,
ekstrak jamur endofit AS-3 positif terdapat senyawa
terpenoid. Hal ini terindikasi melalui munculnya
warna coklat kemerahan. Senyawa terpenoid dalam
jamur endofit berfungsi sebagai molekul pertahanan
jamur. Pada uji flavonoid, keberadaan flavonoid
dalam larutan biasanya menghasilkan warna kuning
ketika bereaksi dengan NaOH. Flavonoid bereaksi
dengan NaOH membentuk kompleks berwarna
yang dapat diamati secara visual, reaksi yang terjadi
dapat dilihat pada (Gambar 3). Warna kuning dapat
terjadi disebabkan oleh struktur kimia flavonoid yang
terionisasi dalam kondisi basa (Fransina et al. 2019).
Hasil uji alkaloid dari ekstrak jamur AS-3 adalah
positif, seperti yang ditunjukkan pada Tabel 1. Hal
ini terlihat dari terbentuknya endapan putih kekuningan
saat ditambahkan pereaksi Mayer, endapan coklat
kemerahan saat ditambahkan pereaksi Wagner, dan
endapan coklat kemerahan saat ditambahkan pereaksi
Dragendorf. Reaksi-reaksi tersebut dapat dilihat pada
(Gambar 4). Senyawa alkaloid diketahui memiliki
kemampuan untuk menghambat radikal bebas dengan
mendonorkan atom hidrogen, sehingga menjadi
kandidat sebagai antioksidan.

Analisa Aktivitas Antioksidan. Metode DPPH
dipilih untuk menguji aktivitas antioksidan dari ekstrak
etil asetat pekat jamur endofit AS-3. Metode ini sering
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dipilih dalam uji antioksidan karena kemudahan
dalam pelaksanaan, prosedur yang sederhana, cepat,
sensitivitas yang tinggi, dan hanya dibutuhkan sampel
yang sedikit untuk pengujian (Nursamsiar et al. 2024).
IC,, menunjukkan seberapa efektif suatu zat menangkal
50% aktivitas radikal bebas DPPH dalam sistem
pengujian. Berdasarkan kurva standar yang dihasilkan,
persamaan regresi liniernya adalah y =3,75x - 11,657
(Gambar 5). Jika mensubstitusikan nilai y menjadi
50, maka diperoleh nilai IC, sebesar 10,225 ppm.
Berdasarkan Tabel 3, nilai IC,  ini mengindikasikan
bahwa ekstrak jamur endofit AS-3 memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat karena nilai IC, -nya di
bawah 50 ppm (Nadila & Mentari 2023). Penelitian
sebelumnya melaporkan bahwa jamur endofit yang
diisolasi dari bunga 4. paniculata menggunakan beras
putih memiliki nilai IC,  sebesar 38,61 ppm (Silvani
etal. 2023). Analisis lebih lanjut menunjukkan bahwa
jamur endofit yang diisolasi dari akar A. paniculata
memiliki nilai IC,  sebesar 10,225 ppm. Perbandingan
ini menunjukkan bahwa akar tanaman ini memiliki
aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan daunnya. Hasil uji antioksidan ini berkaitan
dengan kandungan metabolit sekunder pada ekstrak
jamur AS-3, seperti terpenoid, flavonoid, dan alkaloid.
Masing-masing senyawa tersebut memiliki cara
kerja yang unik dalam menetralisir radikal bebas.
Sebagai contoh, terpenoid memiliki gugus hidroksi
yang terikat pada cincin hidrokarbon aromatik, yang
berkontribusi pada efek antioksidannya (Wulandari
et al. 2020). Flavonoid berperan dalam mencegah
kerusakan akibat radikal bebas melalui mekanisme
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Gambar 2. Reaksi terpenoid dengan H,SO, (Li et al. 2019)
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Gambar 4. Reaksi alkaloid dengan pereaksi mayer, wagner, dan dragendorf (Hanifa ef al. 2021)

Tabel 3. Sifat aktivitas antioksidan
Nilai IC (ppm)

Sifat antioksidan

<50 Sangat kuat
50-100 Kuat
101-150 Cukup kuat
150-200 Lemah
>200 Tidak aktif

pembersihan langsung. Senyawa ini menetralkan
efek toksik dari radikal bebas dan melindungi sel dari
stres oksidatif dengan mendonorkan elektron untuk
menstabilkan spesies oksigen reaktif (Arifin & Sanusi
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Gambar 5. Uji aktivitas antioksidan

2018). Alkaloid diklasifikasikan sebagai antioksidan
primer. Mekanisme kerjanya melibatkan pasangan
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elektron bebas yang dapat mengurangi aktivitas
radikal bebas dalam tubuh manusia (Khairun et al.
2024). Dengan demikian, ekstrak dari jamur endofit
AS-3 memiliki potensi antioksidan yang cukup besar,
didukung juga oleh kandungan senyawa bioaktif'yang
berperan dalam melawan radikal bebas.
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