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ABSTRAK

Widyasari, Cyntia Putri. 2018. Efektivitas Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea
canephora) Terhadap Pertumbuhan Candida albicans Secara In
Vitro. Tugas akhir, Program Studi S1 Pendidikan Dokter Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) dr. Dewi Erikawati,
M.Si. (2) dr. Elly Mayangsari, M.Biomed.

Jamur. banyak menimbulkan berbagai penyakit infeksi pada manusia.
Pertumbuhan jamur didukung oleh pola hidup yang kurang sehat dan didukung
iklim tropis dengan kelembaban udara tinggi di Indonesia. Candida albicans
adalah suatu jamur uniseluler yang merupakan flora normal rongga mulut, usus
besar dan vagina. Kandidiasis merupakan salah satu kasus infeksi jamur yang
paling sering terjadi pada manusia. Penyakit kandidiasis tergolong infeksi
oportunistik. Sebagian besar sediaan antijamur sintetis memiliki berbagai
keterbasatan. Oleh karena itu, perlu dicari alternatif pengobatan lain yang lebih
aman seperti biji kopi karena mengandung senyawa nonvolatile. Tujuan penelitian
ini yaitu untuk membuktikan bahwa ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora)
memiliki efek antijamur terhadap Candida albicans secara in vitro dengan metode
dilusi agar. Metode dilusi agar adalah dengan mengukur Kadar Hambat Minimum
(KHM) pada plate dengan konsentrasi ekstrak yang berbeda-beda yaitu 0%
sebagai kontrol negatif; 0,5%; 1%; 1,5% dan 2%. Dari hasil penelitian yang
dilakukan, Kadar Hambat Minimum (KHM) dari ekstrak biji kopi robusta (Coffea
canephora) sebagai antijamur terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans
adalah konsentrasi 1,5%. Sehingga dapat disimpulkan bahwa esktrak biji kopi
robusta (Coffea canephora) memiliki efek antijamur terhadap Candida albicans
secara in vitro.

Kata Kunci: Candida albicans, biji kopi robusta (Coffea canephora), antijamur,
metode dilusi agar.
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ABSTRACT

Widyasari, Cyntia Putri. 2018. Effectivity of Robusta Coffee Beans (Coffea
canephora) Extract On The Growth of Candida albicans in vitro.
Final Assignment, Medical Program, Faculty of Medicine Brawijaya
University. Advisors: (1) dr. Dewi ' Erikawati, M.Si. (2) dr. Elly
Mayangsari, M.Biomed.

Fungi cause many infectious diseases in humans. Fungi growth is
supported by an unhealthy lifestyle and is supported by a tropical climate with
high air humidity in Indonesia. Candida albicans is an unicellular fungus which is
the normal flora of the oral cavity, large intestine and vagina. Candidiasis is one
of the most common cases of fungal infections in humans. Candidiasis is
classified as an opportunistic infection. Most synthetic antifungal preparations
have various limitations. Therefore, it is necessary to look for other treatment
alternatives that are safer such as coffee beans because they contain nonvolatile
compounds. The purpose of this study is to prove that Robusta coffee extract
(Coffea canephora) has an antifungal effect on Candida albicans in vitro with
agar dilution method. The agar dilution method is to measure the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) on a plate with different extract concentrations,
which is 0% as a negative control; 0.5%; 1%; 1.5% and 2%. From the results of
the research conducted, the Minimum Inhibition Concentration (MIC) of Robusta
coffee extract (Coffea canephora) as an antifungal against the growth of fungi
Candida albicans was a concentration of 1.5%. So it can be concluded that the
extract of Robusta coffee beans (Coffea canephora) has an antifungal effect on
Candida albicans in vitro.

Keywords: Candida albicans, Robusta coffee beans (Coffea canephora) ,
antifungal, agar dilution method.
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DAFTAR SINGKATAN

C : Celcius

CFU : Colony Forming Unit

Ho : Hipotesis 0

Hi : Hipotesis 1

KBM : Kadar Bunuh Minimum
KHM : Kadar Hambat Minimum
ml : mililiter

mm  milimeter

R : koefisien korelasi

SDA : Saburoud Dextrose Agar
SPSS : Statistical Product of Service Solution

UPT : Unit Pelaksana Teknis

XVi



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Jamur banyak menimbulkan berbagai penyakit infeksi pada manusia.
Pertumbuhan jamur didukung oleh pola hidup yang kurang sehat dan didukung
iklim tropis dengan kelembaban udara tinggi di Indonesia. Candida albicans adalah
suatu jamur uniseluler yang merupakan flora normal rongga mulut, usus besar dan
vagina. Dalam kondisi tertentu, Candida albicans dapat tumbuh berlebih dan
melakukan invasi sehingga menyebabkan penyakit sistemik progresif pada
penderita yang cenderung lemah atau mengalami penekanan kekebalan (Pratiwi,
2008). Candida albicans dapat menyebabkan keputihan, sariawan, infeksi kulit,
infeksi kuku, infeksi paru-paru dan organ lain serta kandiasis mukokutan menahun
(Tortora, 2004).

Kandidiasis merupakan salah satu kasus infeksi jamur yang paling sering
terjadi pada manusia. Penyakit kandidiasis tergolong infeksi oportunistik yang
disebabkan oleh pertumbuhan jamur genus Candida yang berlebihan, 70% dari
infeksi Candida sp. disebabkan oleh Candida albicans (Harahap, 2012). Di dalam
tubuh manusia, jamur Candida mampu hidup sebagai parasit atau saprofit baik di
dalam mulut, saluran pernafasan, saluran pencernaan, ataupun vagina (Siregar,
2004).

Sediaan antijamur yang paling sering digunakan untuk mengobati
kandidiasis adalah amphoterisin B, 5-fluorositosin, nistatin, klotrimazol, mikonazol,
dan ketokonazol (Siswandoyo dan Soekardjo, 2000). Sebagian besar sediaan

antijamur sintetis memiliki berbagai keterbatasan, seperti efek samping yang



besar, penetrasi yang buruk pada jaringan tertentu, dan resistensi terhadap jamur
tertentu. Penelitian = mengenai obat-obat baru yang menjanjikan perlu
dikembangkan, dievaluasi dan diuji secara klinis untuk mengatasi permasalahan
yang timbul karena antijamur sintetis (Jawetz, et al., 2007).

Obat topikal yang selama ini digunakan untuk mengobati kandidiasis kulit
meliputi Nistatin, Klotrimazol, Mikonazol, dan golongan Azol lainnya. Akan tetapi
obat-obat antijamur tersebut memiliki keterbatasan, seperti efek samping yang
berat, spektrum antijamur yang sempit, penetrasi yang buruk pada jaringan
tertentu, dan munculnya jamur yang resisten (Setyowati, 2013). Oleh karena itu,
perlu dicari alternatif pengobatan lain yang lebih aman.

Kopi robusta (Coffea canephora) banyak ditanam di Afrika, India dan
Indonesia, komoditas kopi robusta di Indonesia sendiri sangat tinggi hingga
menguasai pasar nasional, tapi hanya menguasai 30% pasar dunia jika
dibandingkan dengan komoditas kopi arabika yang menguasai 70% pasar dunia
(Yaqgin dan Nurmilawati, 2015). Kopi robusta dan kopi arabika memiliki perbedaan
rasa serta aroma, perbedaan pada kedua jenis kopi ini tentu berhubungan dengan
komposisi kimia yang ada didalamnya. Ekstrak biji kopi robusta mengandung
beberapa zat kimia antara lain chlorogenic acid (CGA), kafein, flavonoid, fenol dan
trigonelline (Luo, et al., 2011).

Asam klorogenat merupakan senyawa aktif yang dibuktikan mampu
menghambat -~ mikroba - gram positif - maupun  negatif. ~Asam klorogenat
meningkatkan permeabilitas membran luar dan membran plasma secara
signifikan, yang menyebabkan menurunnya fungsi pertahanan serta kebocoran
dari nukleotida (Luo, et al., 2011) Disebutkan pada penelitian Maheswari, et al.,

2011 dengan konsentrasi-asam klorogenat yang sedikit, ekstrak biji kopi robusta



mampu menghambat pertumbuhan koloni bakteri plak mulai dari konsentrasi
terkecil yaitu 1,56 %. Sedangkan kafein disebutkan memiliki sifat fungistatik
terhadap Candida albicans dengan kadar hambar minimum 12,5 mM (Raut, et al.,
2013).

Senyawa flavonoid berperan sebagai antifungi (Wiryowidagdo, 2008).
Selain itu,. flavonoid berperan sebagai antivirus, antibakteri, antiradang, dan
antialergi. Sebagai antifungi, flavonoid berfungsi menghambat pembelahan atau
proliferasi sel. Senyawa ini mengikat protein mikrotubulus dalam sel dan
mengganggu fungsi mitosis gelendong sehingga menimbulkan penghambatan
pertumbuhan jamur. Flavonoid menunjukkan toksisitas rendah pada mamalia
sehingga beberapa flavonoid digunakan sebagai obat bagi manusia (Siswandono
dan Soekardjo, 2000).

Pengaruh senyawa fenol terhadap Candida albicans adalah
mendenaturasi ikatan protein pada membran sel sehingga membran sel lisis dan
mungkin fenol dapat menembus ke dalam inti sel. Masuknya fenol ke dalam inti
sel inilah yang menyebabkan jamur tidak berkembang (Sulistyawati & Mulyati,
2009). Sedangkan trigonelline pada beberapa penelitian lebih banyak efeknya
sebagai antibakteri seperti hasil penelitian Nuhu, et al., 2013 yang menyebutkan
bahwa trigonelline yang terkandung pada ekstrak biji kopi robusta berkorelasi
positif terhadap penurunan formasi biofilm oleh Streptococcus mutans melalui aksi
bakteriostatiknya.

Penelitian tentang efektivitas ekstrak biji kopi robusta terhadap
pertumbuhan Candida albicans ini perlu dilakukan guna mengetahui Kadar
Hambat Minimum (KHM) ekstrak biji kopi robusta dalam menghambat Candida

albicans. Pentingnya penelitian 'ini juga didukung oleh belum adanya publikasi



tentang efektivitas ekstrak biji kopi robusta sebagai antijamur khususnya jamur
Candida albicans. Beberapa sumber menunjukkan penelitian mengenai efektivitas
ekstrak biji kopi robusta sebagai antibakteri atau efektivitas dari bagian lain kopi
robusta selain bijinya sebagai antijamur. Sehingga atas dasar latar belakang
tersebut 'maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian tentang efektivitas
ekstrak biji_ kopi robusta (Coffea canephora) terhadap Candida albicans secara in

vitro.

1.2 = Rumusan Masalah
Apakah ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) berpotensi sebagai

antijamur terhadap Candida albicans secara in vitro?

1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui efek ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora)
terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans.
1.3.2 Tujuan Khusus
Untuk mengetahui Kadar Hambat Minimum (KHM) ekstrak biji kopi
robusta (Coffea canephora) yang dapat menghambat pertumbuhan Candida

albicans.


https://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Hylocereus_polyrhizus&action=edit&redlink=1

1.4 Manfaat

1.4.1 Manfaat Umum

1.

1.4.2

Mendapatkan informasi baru terkait studi efek antijamur terhadap
Candida albicans
Mengembangkan ilmu pengetahuan dalam bidang kesehatan mengenai
penggunaan bahan alam sebagai bahan antijamur.
Manfaat Khusus
Memberi informasi kepada masyarakat tentang penggunaan ekstrak biji
kopi robusta (Coffea canephora) sebagai terapi alternatif infeksi Candida
albicans
Dengan adanya penelitian ini, diharapkan dapat mengembangkan potensi

pendayagunaan tanaman obat berkhasiat yang ada di Indonesia.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kopi Robusta (Coffea canephora)
2.1.1 Klasifikasi Kopi Robusta

Berikut adalah klasifikasi kopi robusta (Rahardjo, 2012):
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Class : Magnoliopsida
Ordo " Rubiales

Family : Rubiaceae
Genus : Coffea L.

Species : Coffea canephora

Gambar 2.1 Buah Kopi Robusta (Coffea canephora) (Panggabean, 2011)


https://www.plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Spermatophyta&display=31

2.1.2 Kopi Robusta (Coffea canephora) di Masyarakat

Kopi Robusta (Coffea canephora) yang banyak ditanam di Afrika, India dan
Indonesia terkenal memiliki banyak manfaat di bidang kesehatan. Biji tumbuhan
dari kopi robusta mengandung asam klorogenat yang memiliki potensi sebagai
antibakteri, -~ antijamur, antiviral, ‘antioksidan, 'dan aktivitas ' bilogis lainnya
(Karunanidhi et al., 2012). Selain di bidang kesehatan, pada bidang perekonomian,
Indonesia dikenal sebagai produsen dan eksportir kopi terbesar kedua setelah
Vietnam. Hasil proyeksi produksi kopi di tahun 2020 mencapai 692.906 ton. Lebih
dari 80% dari luas areal pertanaman kopi Indonesia saat ini merupakan jenis kopi
Robusta (PDSIP, 2016).

2.1.3 Karakteristik dan Morfologi

Coffea canephora saat ini lebih dikenal dengan nama Coffea robusta atau
kopi robusta. Coffea canephora merupakan nama asli kopi robusta. Penamaan
Kopi robusta menjadi sangat populer sehingga para pedagang masih
menggunakan namanya dengan tidak mengetahui nama asli kopi tersebut bahkan
sampai hari ini. Tanaman ini memiliki akar dangkal dan tumbuhan semak sampai
sekitar 10 m tingginya. Tanaman ini berbunga, membutuhkan waktu kurang lebih
10 hingga 11 bulan untuk proses pematangan pada biji kopi, yang akan
menghasilkan biji-bijian berbentuk oval (Fattouch et al., 2007).

Kopi Robusta memiliki perbedaan diantaranya iklim pertumbuhan, bentuk
fisik, serta komposisi kimia didalamnya (Dagoon, 2005). Pada daerah seperti
Afrika dan Asia, dengan keadaan yang lembab, pertumbuhan kopi arabika tidak
berkembang dengan baik, berbeda dengan kopi robusta. Golongan asam pada
kopi seperti asam klorogenat, asam amino, dan asam organik, akan

mempengaruhi aroma dan rasa yang khas pada kopi tersebut. Asam yang



dominan pada biji kopi adalah asam klorogenat yaitu sekitar 8 % pada biji kopi atau
4,5 % pada kopi sangrai (Farah, 2012).
2.1.4 Kandungan Kimiawi Kopi Robusta (Coffea canephora)
2.1.4.1 Fenol

Senyawa yang kandungannya menduduki peringkat terendah dari biji kopi
robusta (Coffea canephora) ialah fenol. Fenol didefinisikan secara kimia sebagai
adanya paling tidak satu cincin aromatik yang membawa satu (fenol) atau lebih
(polifenol) gugus hidroksil. Polifenol adalah kelompok zat kimia yang ditemukan
pada tumbuhan. Zat ini memiliki tanda khas yakni memiliki banyak gugus fenol
dalam molekulnya. Turunan polifenol sebagai antioksidan dapat menstabilkan
radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas,
dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas.
Mekanisme senyawa polifenol sebagai antioksidan adalah dengan mendonorkan
hidrogen dari gugus hidroksilnya. Mekanisme antimikroba senyawa fenolik adalah
mengganggu kerja di dalam membrane sitoplasma termasuk diantaranya adalah
mengganggu transport aktif dan kekuatan proton (Hattenschwiler, 2000). Sebagai
antijamur fenol dapat merusak membran sel sehingga terjadi perubahan
permeabilitas sel yang dapat mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan sel atau
matinya sel jamur (Shahzad, et al., 2014). Senyawa fenol juga dapat
mendenaturasi protein sel dan mengerutkan dinding sel sehingga dapat melisiskan
dinding sel jamur (Shu, 2016). Selain -itu senyawa fenol dapat berdifusi pada
membran sel jamur dan mengganggu jalur metabolik seperti sintesis ergosterol,
glukan, kitin, protein, dan glukosamin di jamur. Senyawa fenol akan berikatan
dengan ergosterol yang merupakan penyusun membran sel jamur sehingga

menyebabkan terbentuknya suatu pori pada membran sel. Terbentuknya pori



tersebut menyebabkan komponen sel jamur seperti asam amino, asam
karboksilat, fosfat anorganik dan ester fosfat keluar dari sel hingga menyebabkan
kematian sel jamur.

2.1.4.2 Asam Klorogenat

Asam klorogenat adalah senyawa alami polifenol yang umum terdapat
pada bahan tanaman seperti apel, biji kopi, anggur, dan daun teh (Fattouch et al.,
2007). Asam klorogenat adalah suatu senyawa yang termasuk kedalam komponen
fenolik, mempunyai sifat yang larut dalam air. Biji kopi hijau robusta paling banyak
mengandung asam klorogenat dibandingkan dengan biji kopi lainnya. Dengan
dilakukannya proses penyangraian, asam klorogenat dapat terurai menjadi derivat
fenol dan dapat menyebabkan nilai kandungannya menjadi berkurang di dalam biji
kopi tersebut (Farhaty dan Muchtaridi, 2017).

Asam klorogenat memiliki banyak manfaat kesehatan termasuk antibakteri,
antijamur, antiviral, antioksidan, dan aktivitas biologis lainnya (Karunanidhi et al.,
2012). Secara in vitro terlihat reaksi aktivitas antimikroba baik pada bakteri
patogen gram positif maupun gram negatif (Ayaz et al., 2008). Antibiotik klasik
menargetkan reaksi spesifik, sedangkan antimikroba alami seperti polifenol
tanaman menghambat beberapa biomolekul sehingga menginhibisi pelekatan
bakteri. Salah satu aksi mekanisme pada senyawa ini adalah meningkatkan
permeabilitas plasma membran bagian luar, yang menyebabkan hilangnya fungsi
perlindungan pada sel mikroba. Kebocoran sitoplasma pada mikroba dapat
diamati oleh mikroskop elektron. Asam klorogenat terikat pada membran luar,
mengganggu membran, dan merusak makromolekul pada  sitoplasma, yang

menyebabkan kematian sel (Luo et al., 2011).
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2.1.4.3 Flavonoid

Salah satu kadar kandungan yang tertinggi dari biji kopi robusta (Coffea
canephora), khususnya pada bagian kulit adalah senyawa flavonoid. Senyawa
flavonoid merupakan senyawa polifenol yang mengandung 15 atom karbon, terdiri
dari dua cincin benzena yang dihubungkan menjadi satu oleh rantai linier yang
terdiri dari tiga atom karbon. Senyawa-senyawa flavonoid adalah senyawa 1,3
diaril 'propane, senyawa isoflavonoid adalah senyawa 1,2 diaril propane,
sedangkan senyawa-senyawa neoflavonoid adalah 1,1 diaril propana
(Doloksaribu, 2011). Senyawa fenol biasanya terdapat dalam berbagai jenis
sayuran, buah-buahan dan tanaman. Turunan senyawa fenol merupakan
metabolit sekunder terbesar yang diproduksi oleh tanaman. Senyawa ini
diproduksi dalam tanaman melalui jalur sikimat dan metabolisme fenil propanoid.
Senyawa fenol dapat memiliki aktivitas antioksidan, antitumor, antiviral, dan
antibiotik. Flavonoid terbagi menjadi 7 kelompok, yaitu antosianin, proantosianin,
isoflavon, flavonon, flavonol, flavanol, dan flavon. Flavonoid memiliki aktivitas
antioksidan di dalam tubuh sehingga disebut bioflavonoid (Apak, et al., 2007).
Flavonoid mampu membentuk kompleks dengan protein membran dan merusak
membran sel dengan cara mendenaturasi ikatan protein pada membran sel,
sehingga membran sel menjadi lisis dan menembus kedalam inti sel menyebabkan
jamur tidak berkembang (Sulistyawati, et al., 2009).
2.1.5 Manfaat dan Kegunaan biji kopi robusta (Coffea canephora)

Menurut Dr. J. Murdoch Ritchie dalam “The Pharmacological Basis of
Therapeutic”, kafein yang terkandung dalam 1-2 cangkir kopi dapat meningkatkan
detak jantung, menambah kecepatan berpikir dan inspirasi, menyembuhkan rasa

kantuk dan kelelahan, peningkatan sensor stimulli dan reaksi motorik, mendorong
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aliran sekresi cairan maupun sekresi padat dari dalam tubuh, sehingga badan
terasa lebih segar (Ramanavicience et al., 2003).

Dalam jumlah yang wajar kafein dapat membantu pikiran, pekerjaan dan
pergaulan. Jumlah yang tepat berbeda untuk setiap orang dan efek kafein pada
tiap orang berbeda. Secara umum mengkonsumsi 2 sampai 4 cangkir kopi setiap
hari memiliki banyak manfaat bagi kesehatan. Kafein banyak memiliki manfaat dan
telah banyak digunakan dalam bidang obat-obatan dalam dunia medis. Kafein
berfungsi untuk merangsang aktivitas susunan saraf dan meningkatkan kerja
jantung sehingga jika dikonsumsi dalam jumlah berlebihan akan bersifat racun
dengan menghambat mekanisme susunan saraf manusia. Kafein didalam kopi
Robusta komposisinya 1,6-2,4%, memiliki peran penting dalam pengembangan
pertahanan tubuh melawan bakteri dengan meningkatkan konsentrasi beberapa
sel immunokompeten dan memperkuat aktivitas lisozim. Kandungan asam
klorogenik dan asam kafein yang merupakan asam organik non-volatil mampu
mencegah pertumbuhan bakteri Gram positif dan negatif, senyawa antibakteri
tersebut bekerja dengan cara masuk ke dalam sel dan merusak struktur dinding
sel bakteri (Ramanavicience et al., 2003). Sistem kekebalan tubuh yang kuat
merupakan suatu keharusan untuk menjaga kesehatan dan mencegah timbulnya
penyakit. Fenol juga dapat meningkatkan sirkulasi darah dan meningkatkan
kesehatan jantung sehingga menurunkan risiko penyakit jantung dan penyakit

kardiovaskular (Prindle et al., 2000).
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2.2 Candida albicans
2.2.1 Epidemiologi

C. albicans merupakan flora normal pada saluran pencernaan, saluran
pernafasan, vagina, uretra, selaput mukosa, kulit dan dibawabh jari-jari kuku tangan
dan kaki. C. albicans sebagai spesies ragi yang dominan di dalam rongga mulut
dan  merupakan suatu mikroorganisme yang pleomorfik dengan  bentuk
pertumbuhan yang berbeda, yaitu berbentuk ragi (blastospora), hifa atau
pseudohifa dan klamidospora. C. albicans merupakan organisme komensalisme
dan merupakan bagian dari flora normal rongga mulut. Sifat komensal ini dapat
menjadi patogen bila terdapat faktor presdiposisi yang dapat berasal dari faktor
endogen maupun eksogen (Johnson, 2005).
2.2.2 Morfologi

C. albicans memiliki karakteristik berbentuk bulat telur (ovoid) atau sferis
dengan diameter 3-5 um dan dapat memproduksi pseudohifa. Spesies C. albicans
memiliki dua jenis morfologi, yaitu berbentuk khamir dan berbentuk hifa. Fenotipe
dari mikroorganisme ini dapat berubah warna dari berwarna putih dan rata menjadi
kerut tidak beraturan, berbentuk bintang, lingkaran dan tidak tembus cahaya. C.
albicans merupakan jamur dimorfik karena memiliki kemampuan untuk tumbuh
dalam dua bentuk yang berbeda yaitu sebagai sel tunas yang akan berkembang
menjadi blastospora dan pseudohifa (Simatupang, 2009).

Klasifikasi Candida albicans adalah:

Divisi : Eurycophyta
Kelas : Deuteromycetes
Ordo . Cryptococcaceae

Famili : Candidoidea
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Genus : Candida

Spesies : Candida albicans (Simatupang, 2009)
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Gambar 2.2 Pewarnaan gram Candida albicans (Jawetz, et al., 2007)

2.2.3 Faktor Virulensi

Selain penurunan faktor pertahanan host, faktor virulen juga bertanggung
jawab menyebabkan suatu penyakit. Faktor virulen Candida albicans terdiri dari
phenotypic switching, dimorfisme morfologi, adhesi, sekresi enzim hidrolitik dan
lainnya.
1. Phenotypic Switching

Phenotypic Switching merupakan bagian yang sangat penting pada jamur
untuk beradaptasi terhadap perubahan lingkungan selama invasi pada host.
Kemampuan untuk menginfeksi beberapa jaringan sangat penting dalam
keberhasilan invasi dan penyebaran pada host. Kadang-kadang beberapa
subpopulasi sel Candida albicans dapat berubah secara morfologi hingga
metabolism untuk menjadi lebih virulen dan lebih efektif selama infeksi. Proses
phenotypic switching secara molekuler, karena rearrangement kromosom dan
regulasi gen SIR2 (Silent Information Regulator) dalam proses .ini. Phenotypic
switching kemungkinan besar merupakan sinyal proses perubahan beberapa sifat
molekuler dan biokimia pada pathogen, yang berguna untuk pertahanan hidup

jamur dalam organisme host (Kuleta, et al., 2009).
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2. Dimorfisme Morfologi

Kemampuan untuk berubah bentuk antara sel yeast uniseluler dengan sel
berbentuk filamen yang disebut hifa dan pseudohifa dikenal sebagai dimorfisme
morfologi. Transisi diantara bentuk morfologi yang berbeda ini merupakan respon
terhadap rangsangan yang beragam dan sangat penting bagi patogenisitas jamur
(Chaffin, et al., 2010). Sel yeast dianggap bertanggung jawab untuk penyebaran
ke dalam lingkungan dan menemukan host baru, sedangkan hifa diperlukan untuk
merusak jaringan dan invasi. Proses molekuler pada dimorfisme morfologi
Candida albicans masih kurang jelas. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa
faktor transkripsi Cphlp dan Efglp diperlukan untuk membentuk hifa selama
infeksi (Kuleta, et al., 2009).
3. Adhesi

Perlekatan pada sel host dan jaringan sangat penting untuk Candida
albicans dalam memulai invasi, kemudian penyebaran ke dalam organisme host.
Kemampuan Candida untuk menginvasi pda lingkungan yang berbeda dalam
organisme host merupakan hasil adaptasi jamur. Selain itu karena adanya adhesin
yang memfasilitasi perlekatan dengan permukaan sel host, yang penting pada
tahap pertama infeksi. Adhesin ini meliputi familia protein Als (Agglutinin-like
sequence), Hwplp (Hyphae specific adhesion), Eaplp (Enhanced adhesion to
polystyrene), Chslp (Contribution of cell surface hydrophobicity protein) dan
reseptor permukaan sel lainnya yang kurang dikenal. Semua reseptor yang tekah
dikenal berhubungan dengan dinding sel jamur. (Slutsky, et al., 2011).
4. Sekresi Enzim Hidrolitik

Produksi dan sekresi enzim hidrolitik seperti protease, lipase dan

fosfolipase merupakan faktor virulensi yang sangat penting. Enzim ini berperan
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dalam nutrisi tetapi juga merusak jaringan, penyebaran dalam organisme host, dan
sangat berkontribusi terhadap patogenisitas jamur. Aktivitas fosfolipase sangat
tinggi terjadi selama invasi jaringan, karena enzim ini bertanggung jawab untuk
menghidrolisis ikatan ester dalam gliserofosfolipid yang menyusun membrane sel.
Sel-sel Candida. albicans yang diisolasi dari darah menunjukkan aktivitas
fosfolipase ekstraseluler lebih tinggi daripada strain komensial (lbrahim, et al.,
2007).
2.2.4 Manifestasi Klinis
Candida albicans menimbulkan suatu keadaan yang disebut kandidiasis,
dimana proses awal berkembangnya infeksi yaitu menempelnya mikoorganisme
dalam jaringan sel host. Setelah terjadi proses penempelan, Candida albicans
berpenetrasi ke dalam sel epitel mukosa. Sel ragi (Blastospora) yang telah
menempel pada sel epitel mukosa akan berkembang menjadi hifa semu dan
tekanan dari hifa semu tersebut merusak jaringan, sehingga invasi ke dalam
jaringan. Enzim-enzim yang berperan sebagai faktor virulensi adalah enzim-enzim
hidrolitik seperti proteinase, lipase, dan fosfolipase (Tjampakasari, 2006).
Kandidiasis dapat dibagi menjadi beberapa jenis:
1. Kandidiasis Mukosa
¢ Kandidiasis Oral/orofaringeal
Kandidiasis orofaringeal atau thrush merupakan kandidiasis yang
berkembang di mulut atau tenggorokan (CDC, 2016). Kandidiasis ini
tampak sebagai bercak putih diskret yang dapat menjadi konfluen pada

mukosa bukal, lidah, palatum, dan gusi (Klenk, et al.,2003).
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Kandidiasis Vulvovaginal

Kandidiasis vulvovaginal, kadang disebut sebagai infeksi jamur
(ragi) vagina, merupakan infeksi yang umum terjadi ketika terdapat
pertumbuhan berlebih dari jamur kandida. Kandida selalu ada di dalam dan
permukaan tubuh dalam jumlah yang kecil. Akan tetapi, ketika terjadi
ketidakseimbangan, seperti perubahan keasaman vagina atau perubahan
hormonal, kandida dapat bermultiplikasi. Ketika hal tersebut terjadi, gejala
kandidiasis dapat muncul (CDC, 2016). Pasien biasanya memiliki keluhan
sangat gatal atau pedih disertai keluar cairan yang putih mirip krim
susu/keju, kuning tebal, tetapi dapat cair seperti air atau tebal homogen
dan tampak pseudomembran abuabu putih pada mukosa vagina
(Richardson, et al., 2003).
Balanitis / Balanopostitis Kandidiasis

Balanitis kandidiasis merupakan kandidiasis yang teri pada glans
penis, sedangkan balanopostitis mengenai glans penis dan prepusium
pada laki-laki yang belum disirkumsisi. Gambaran klinis tampak erosi
merah superfisialis dan pustul berdinding tipis di atas glans penis, sulkus
koronarius (balanitis) dan pada prepusium penis yang tidak disirkumsisi
(balanopostitis) (Hay, et al., 2010).
Kandidiasis Kutis

Kandidiasis kutis merupakan penyakit infeksi pada kulit yang
disebabkan oleh jamur genus kandida. Gambaran klinis kandidiasis kutis
berdasarkan tempat yang terkena dibagi -menjadi: kandidiasis kutis

intertriginosa, kandidiasis paronikia dan onikomikosis, kandidiasis kutis
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generalisata, kandidiasis kutis granulomatosa, dan diaper rash (Ramali,
2004).
Kandidiasis Kutis Intertrigo

Kandidiasis  intertrigo merupakan infeksi pada kulit yang
disebabkan oleh Candida albicans, khususnya terletak di antara lipatan
intertriginosa kulit yang berdekatan. Gambaran Kklinis tampak sebuah
bercak merah yang gatal, diawali dengan vesikulopustul yang membesar
dan pecah, menyebabkan maserasi dan membentuk fisura pada area
intertrigo yang terlibat. Lesi satelit biasanya dijumpai dan dapat menyatu
dan meluas menjadi lesi yang lebar (Scheinfeld, 2016).
Kandidiasis Mukokutaneus Kronik

Kandidiasis mukokutaneus kronik adalah infeksi heterogen pada
rambut , kuku , kulit , dan selaput lendir yang terus berlanjut meskipun
dengan terapi, ditandai dengan infeksi kronik dari kandida, yang terbatas
pada permukaan mukosa, kulit, dan kuku. Munculnya penyakit biasanya
dimulai pada masa bayi atau dalam dua dekade pertama kehidupan.
Kondisi ini mungkin ringan dan terbatas pada area tertentu dari kulit atau
kuku (Edward, 2008).
Kandidiasis Paronikia

Kandidiasis paronikia merupakan inflamasi pada lipatan kuku, yang
disebabkan oleh Candida albicans. Tampak daerah lipatan kuku menjadi
eritem, bengkak, dan lunak, dengan discharge sesekali. Terdapat warna
kehijauan dengan akumulasi cairan hyponychial yang mungkin terjadi yang

merupakan hasil dari infeksi kandida (Scheinfeld, 2016).
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Kandidiasis Onikomikosis

Gejala yang paling umum dari infeksi jamur. kuku adalah kuku
menjadi menebal dan berubah warna menjadi putih, hitam, kuning atau
hijau. Saat infeksi berlangsung kuku bisa menjadi rapuh. Jika tidak diobati,
kulit bisa menjadi meradang dan nyeri di bawah ‘dan di sekitar kuku.
Mungkin juga timbul bercak putih atau kuning pada kuku atau kulit menjadi
bersisik disekitar kuku dan berbau busuk (NHS, 2015).
Kandidiasis Kutaneus Kongenital

Kandidiasis kutaneus kongenital merupakan kondisi kulit pada bayi
baru lahir yang disebabkan oleh ketuban pecah dini yang bersamaan
dengan jalan lahir yang terinfeksi Candida albicans. Biasanya
bermanifestasi sebagai erupsi makulopapular eritematosa yang mengenai
badan dan ekstremitas, akan sembuh setelah deskuamasi yang luas.
(Scheinfeld, 2016).
Diaper Rash

Diaper rash kandidiasis merupakan sebuah infeksi oleh Candida
albicans pada area diaper pada anak. Infeksi perineum yang umum pada
bayi, pustular dan eritem (Edward, 2008). Maserasi dari mukosa anal dan
kulit perianal sering merupakan manifestasi klinis pertama. Erupsi khas
dimulai dengan papula bersisik yang bergabung dan membentuk lesi yang
jelas. Kemudian lesi terkikis dengan perbatasan bergerigi (Scheinfeld,
2016).
Kandidiasis Kutis Generalisata

Lesi terdapat pada glabrous skin, biasanya juga di lipat payudara,

intergluteal, "dan umbilicus. Sering disertai glossitis, stomatitis, dan
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paronikia. Lesi berupa ekzematoid, dengan vesikel-vesikel dan pustul-
pustul (Scheinfeld, 2016).
¢ Kandidiasis Unspecified

Kondisi dimana Candida albicans, tumbuh diluar kendali di daerah
kulit yang lembab. Biasanya merupakan akibat dari sistem kekebalan tubuh
yang lemah, tetapi dapat pula akibat dari efek samping kemoterapi atau
terapi antibiotik. Dikatakan kandidiasis unspecified ketika seseorang
mengalami kandidiasis mukokutan kronik, atau kandidiasis kutis, atau

kandidiasis oral, atau monilial vaginitis secara bersamaan (ICD 10, 2016).

2.3 Uji Kepekaan Kuman terhadap Antimikroba

Banyaknya kuman yang telah resisten terhadap obat tertentu membuat uji
kepekaan kuman terhadap antimikroba sangat penting dilakukan. Ada dua macam
metode untuk uji sensitivitas yaitu metode difusi sumuran dan metode dilusi cair
atau padat.
2.3.1 Dilusi Agar

Metode dilusi agar memiliki prinsip yang sama dengan dilusi tabung,
namun yang membedakan adalah pada dilusi agar menggunakan medium padat.
Antimikroba dicampurkan ke dalam cawan petri berisi agar, kemudian agar
dibiarkan mengeras. Setelah itu, agar disimpan pada refrigerator suhu 5°C hingga
siap untuk digunakan. Kemudian inokulum mikroba diteteskan pada agar
sebanyak 0,001 ml menggunakan pipet. Inkubasi cawan petri pada suhu 35°C
selama 16-18 jam dan kemudian dapat dilihat hasilnya terdapat pertumbuhan

mikroba atau tidak (Forbers et al., 2007).
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2.3.1.1 Metode Difusi Sumuran

Metode difusi sumuran/ well diffusion digunakan untuk mengevaluasi
aktivitas antimikroba dari tanaman atau ekstrak mikroba. Pada metode ini,
suspense mikroba dicampurkan secara merata bersama media agar sehingga
seluruh bagian agar mengandung mikroba uji. Media agar kemudian dilubangi
dengan perforator steril berdiameter 6 mm untuk diisi dengan agen antimikroba
atau larutan ekstrak dengan volume 20-100 pL dengan konsentrasi yang sudah
ditentukan. Media agar kemudian diinkubasi dalam kondisi yang sesuai untuk
pertumbuhan mikroorganisme uji. Agen antimikroba akan berdifusi dalam media
agar dan menghambat pertumbuhan mikroba. Kerja antimikroba pada difusi
sumuran dilihat dengan terbentuknya zona inhibisi di sekitar sumuran, yang
menunjukkan adanya hambatan pertumbuhan mikroba (Balouiri et al., 2016).

Ukuran daerah hambat yang dihasilkan pada uji aktivitas dapat dipengaruhi

oleh kepadatan atau viskositas media biakan, kecepatan difusi bahan uiji,
konsentrasi dan volume bahan uji pada lubang, sensitivitas organisme terhadap
bahan uji, dan interaksi bahan uji dengan media (Harmita & Radji, 2008). Metode
sumuran memiliki kelebihan dibandingkan dengan metode penyebaran yang lain,
diantaranya pelaksanaannya lebih mudah, sederhana dan relatif murah. Lubang
pada media agar mampu menampung bahan uji lebih banyak dan difusi dapat
terjadi lebih mudah. Metode sumuran memungkinkan pengujian hingga 5-6 bahan
uji dalam satu cawan petri (Berghe dan Vlietiknck, 2010).
2.3.1.2 Metode Difusi Cakram

Metode yang paling luas digunakan adalah uji difusi cakram. Cakram kertas
filter yang mengandung sejumlah tertentu obat ditempatkan di atas medium padat

yang telah diinkoulasi pada permukaan dengan organisme uji. Setelah diinkubasi
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37°C selama 18-24 jam, kemudian amati diameter zona jernih inhibisi di sekitar
cakram diukur sebagai ukuran kekuatan inhibisi obat melawan organisme uji
tertentu (Dzen et al., 2003).

2.3.2 Metode Dilusi Cair atau Padat

Metode dilusi dibuat dengan cara larutan uji diencerkan hingga diperoleh
beberapa  konsentrasi, kemudian masing-masing  konsentrasi larutan. uji
ditambahkan suspensi jamur dalam media. Pada dilusi padat, tiap konsentrasi
larutan uji dicampurkan ke dalam media agar. Setelah padat kemudian ditanami
jamur (Rahmawati, 2014).

Metode dilusi biasanya digunakan untuk menentukan kadar hambat
minimum (KHM) dan kadar bunuh minimum (KBM) dari bahan antimikroba. Prinsip
dari metode dilusi menggunakan satu seri tabung reaksi yang diisi medium cair
dan sejumlah tertentu sel mikroba yang diuji. Selanjutnya masing-masing tabung
diisi dengan bahan antimikroba yang telah diencerkan secara serial, kemudian seri
tabung diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam dan diamati terjadinya
kekeruhan konsentrasi terendah bahan antimikroba pada tabung yang ditunjukkan
dengan hasil biakan yang mulai tampak jernih (tidak ada pertumbuhan jamur
merupakan konsentrasi hambat minimum). Biakan dari semua tabung yang jernih
ditumbuhkan pada medium agar padat, diinkubasi selama 24 jam, dan diamati ada
tidaknya koloni jamur yang tumbuh. Konsentrasi terendah bahan antimikroba pada
biakan medium padat yang ditunjukkan dengan tidak adanya pertumbuhan jamur
merupakan konsentrasi bunuh minimum bahan antimikroba terhadap jamur uji
(Tortora et al., 2001).

Uji ini tidak praktis dan jarang digunakan bila pengenceran harus dibuat

dalam tabung reaksi, namun uji ini mempunyai keuntungan yaitu memungkinkan
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adanya suatu hasil kuantitaif yang menunjukkan jumlah obat yang diperlukan

untuk menghambat mikroorganisme yang diperiksa (Jawetz et al., 2005)

2.4 Tinjauan Antijamur

Antijamur adalah antibiotik yang mampu menghambat hingga mematikan
pertumbuhan jamur. Antijamur mempunyai dua pengertian yaitu fungisidal dan
fungistatik. Fungisidal didefinisikan sebagai suatu senyawa yang dapat membunuh
jamur, sedangkan fungistatik dapat menghambat pertumbuhan jamur tanpa
mematikannya. Tujuan utama pengendalian jamur adalah untuk mencegah
penyebaran penyakit dan infeksi, membasmijamur pada inang yang terinfeksi, dan
mencegah pembusukan dan perusakan oleh jamur. Ada beberapa hal yang harus
dipenuhi oleh suatu bahan antimikroba, seperti mampu mematikan
mikroorganisme, mudah larut dan bersifat stabil, tidak bersifat racun bagi manusia
dan hewan (Pelezar dan Chan, 2002).
2.4.1 Mekanisme Kerja Antijamur

Zat antijamur dalam melakukan efeknya, harus dapat mempengaruhi
bagian-bagian vital sel seperti membran sel, enzim-enzim dan protein struktural.
Mekanisme antijamur dapat dikelompokkan menjadi:
1. Gangguan pada membran sel

Gangguan ini terjadi karena adanya ergosterol dalam sel jamur. Ergosterol
adalah komponen sterol yang sangat penting sehingga mudah diserang oleh
antibiotik ' turunan ' polien. "Kompleks  polien-ergosterol yang terjadi  dapat
membentuk suatu pori dan melalui pori tersebut konstituen essensial sel jamur
seperti ion K, fosfat anorganik, asam karboksilat, asam amino dan ester fosfa

bocor keluar hingga menyebabkan kematian sel jamur. Contoh: Nistatin.
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Amfoterisin B dan Kandisidin (Siswandono dan Soekardjo, 2000).
2. Penghambatan biosintesis ergosterol dalam sel jamur

Mekanisme ini merupakan mekanisme yang disebabkan oleh senyawa
turunan imidazole karena. mampu menimbulkan ketidakteraturan membran
sitoplasma jamur dengan cara mengubah permeabilitas membran dan mengubah
fungsi membrane dalam proses pengangkutan senyawa-senyawa essensial yang
dapat menyebabkan ketidakseimbangan metabolik sehingga menghambat
pertumbuhan atau menimbulkan kematian sel jamur. Contoh: ketokonazol,
klortinazol, mikonazol, bifonazole (Siswandono dan Soekardjo, 2000).
3. Penghambatan sintesis asam nukleat dan protein jamur

Mekanisme ini merupakan mekanisme yang disebabkan oleh senyawa
turunan pirimidin. Efek antijamur terjadi karena senyawa turunan pirimidin mampu
mengalami metabolisme dalam sel jamur menjadi suatu antimetabolik. Metabolik
antagonis tersebut kemudian bergabung dengan asam ribonukleat dan kemudian
menghambat sintesis asam nukleat dan protein jamur (Siswandono dan
Soekardjo, 2000).
4. Penghambatan mitosis jamur

Efek anti jamur ini terjadi karena adanya senyawa antibiotik Griseofulvin
yang mampu mengikat protein mikrotubuli dalam sel, kemudian merusak struktur
spindle mitotic dan menghentikan metafasa pembelahan sel jamur (Siswandono
dan Soekardjo, 2000).
2.4.2 Mekanisme Resistensi Antijamur

Komponen resistensi obat antijamur secara klinis dihubungkan dengan
faktor-faktor dari pejamu, obat dan jamur. Faktor pejamu yang paling penting untuk

melawan infeksi adalah status imunitas pejamu, lokasi infeksi, keparahan penyakit,
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terdapat alat yang terpasang dalam tubuh pejamu (kateter, gigi palsu atau katup
jantung buatan) serta ketidakpatuhan pasien. Obat fungistatik akan lebih
mempercepat resistensi dibandingkan dengan obat fungisidal. Dosis obat
antijamur, termasuk kuantitas, frekuensi, jadwal pemberian, dan dosis kumulatif
juga dapat berperan dalam keberhasilan pengobatan infeksi jamur. Pemberian
obat antijamur bersamaan dengan obat lain juga dapat mengubah efektivitas obat
antijamur. Beberapa jamur juga mempunyai biofilm yang dapat meyebabkan jamur
tersebut kurang peka terhadap obat-obat antijamur (Miftah, et al., 2009).
Resistensi antijamur didefinisikan sebagai adaptasi atau penyesuaian sel
jamur yang stabil akibat dari obat-obat antijamur, sehingga mengakibatkan
sensitivitas terhadap antijamur tersebut berkurang dibandingkan dengan keadaan
normal (Loeffler dan Stevens, 2003). Secara umum, jamur dapat mengalami
resistensi secara intrinsik terhadap obat-obat antijamur (resistensi primer) atau
resistensi dapat terjadi sebagai respons terhadap pajanan obat antijamur selama

pengobatan (resistensi sekunder) (Parea dan Patterson, 2002).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep Penelitian

Ekstrak biji kopi robusta (Coffea

Jamur Candida albicans
canephora)

> Asam merusak makromolekul ,
> - .
Klorogenat pada sitoplasma

\

Membran sel

) menir_1_gkatkan
permeabilitas plasma
membran bagian luar

berikatan dengan ergosterol
membran sel jamur
= Fenol I

menghambat esterase, DNA, RNA
polimerase, dan respirasi sel serta
berperan dalam interkalasi DNA

> membentqk kompleks dengan
protein membran sel

L, Elavonoid . denaturasi protein
di membran sel

> Inti sel ]

L 5 melisiskan membran
dan menembus ke inti
sel jamur

Keterangan:

D : Variabel yang tidak diteliti
|:| : Mekanisme kerja
— : Menyebabkan
~—— : Mengandung
—/—> : Menghambat

Gambar 3.1 Kerangka Konsep
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Ekstrak biji kopi robusta mengandung asam klorogenat, fenol dan juga
flavonoid. Asam klorogenat mampu merusak sitoplasma pada membran sel dan
juga meningkatkan permeabilitas plasma membran bagian luar. Fenol dapat
merusak membran sel sehingga terjadi perubahan permeabilitas sel yang
menyebabkan terhambatnya pertumbuhan sel atau matinya sel jamur. Selain
fenol, terdapat didalamnya senyawa alkaloid yang mampu menghambat esterase,
DNA, RNA polimerase, dan respirasi sel serta berperan dalam interkalasi DNA
begitu juga berikatan kuat dengan ergosterol membentuk  lubang yang
mengakibatkan kebocoran pada membran sel jamur sehingga menyebabkan
kerusakan menetap pada sel dan kematian sel jamur. Berbeda dengan kedua
senyawa diatas, flavonoid mampu membentuk kompleks dengan protein membran
dan merusak membran sel dengan cara mendenaturasi ikatan protein pada
membran sel, sehingga membran sel menjadi lisis dan menembus ke dalam inti
sel menyebabkan jamur tidak berkembang. Maka dari itu, pemberian ekstrak biji
kopi robusta (Coffea canephora) diharapkan dapat menghambat pertumbuhan

jamur Candida albicans.

3.2 Hipotesis
Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) memiliki efek antijamur

terhadap jamur Candida albicans secara in vitro.
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METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Desain penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboris dengan
rancangan True Experimental- The post test only Control Group Design yaitu
dilakukan ‘pengukuran atau pengamatan pada kelompok kontrol dan perlakuan
pada waktu yang telah ditentukan setelah diberi suatu perlakuan.

Penelitian ini ditujuan untuk membuktikan bahwa ekstrak biji kopi robusta
(Coffea canephora) memiliki efek antijamur terhadap Candida albicans secara in
vitro. Proses pengekstrakan biji kopi robusta menggunakan metode maserasi
yaitu dengan ditambahkannya pelarut etanol, sedangkan pengujian ekstrak biji

kopi robusta sebagai antijamur menggunakan metode dilusi agar.

4.2 Sampel Penelitian

Menggunakan Candida albicans sebagai sampel yang didapat dari stok
jamur Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
4.2.1 Jumlah Sampel

Ekstrak yang digunakan menggunakan konsentrasi 0% , 0,5%, 1%, 1,5%,

2%.
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4.2.2 Jumlah Pengulangan
Jumlah pengulangan yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan
Rumus Federer :
p(n-1) =15
Keterangan

p = jumlah perlakuan yang dilakukan

n = jumlah pengulangan tiap perlakuan

(Solimun, 2001)

Dalam penelitian ini digunakan 7 konsentrasi berbeda dari ekstrak Dbiji

kopi robusta (Coffea canephora) yaitu 0% sebagai kontrol negatif; 0,5%; 1%;
1,5% dan 2% maka :

p (n-1) = 15

4 (n-1) 2 15
4n—-4 = 15
4n b 19
n 2 4,75

Jumlah perlakuan ulang (n) yang digunakan dalam penelitian ini-adalah

4 kali pengulangan.

4.3 Lokasi dan Waktu Penelitian
4.3.1 Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Universitas Brawijaya

Malang.
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4.3.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus hingga Oktober tahun 2018

4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak biji kopi robusta (Coffea
canephora) dengan konsentrasi 0% sebagai kontrol negatif; 0,5%; 1%; 1,5% dan
2% yang didapat dari studi pendahuluan.
4.4.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah jumlah koloni Candida

albicans yang tumbuh dan dihitung .

4.5 Definisi Operasional

1. Biji kopi robusta (Coffea canephora) yang digunakan dalam penelitian ini
adalah bagian biji sebelum dilakukan proses roasting dan didapatkan dari
PTPN Xl Bangelan Wonosari dan dideterminasi di UPT Batu Materia
Medica.

2. Biji kopi robusta (Coffea canephora) dalam bentuk serbuk simplisia
kemudian diekstrak di Laboratorium Teknik Kimia Politeknik Negeri
Malang dengan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol
96%. Menjadi bentuk cair dan berwarna coklat kehitaman.

3. Jamur Candida albicans yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya,

Malang.
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4. Uji kepekaan antimikroba metode dilusi agar adalah uji kepekaan yang
dilakukan secara in vitro dengan mencampur bahan antimikroba yang
diuji dengan perbenihan cair yang telah mengandung jamur dengan
jumlah yang telah distandardisasi (10*CFU/mlI).

5. Kadar Hambat Minimal (KHM) adalah kadar atau konsentrasi minimal
ekstrak etanol biji kopi robusta yang mampu menghambat pertumbuhan
jamur Candida albicans yang ditandai dengan tidak ada pertumbuhan
koloni jamur yang terlihat pada medium SDA.

6. Penilaian pertumbuhan dengan menghitung jumlah koloni pada cawan

petri, yakni: (Hadioetomo, 2000)

0 : tidak ada pertumbuhan koloni jamur
+1 : pertumbuhan koloni jamur sebanyak 1 - < 20
+2 : pertumbuhan koloni jamur sebanyak 21 - 30
+3 : pertumbuhan koloni jamur sebanyak 31 - 40
+4 : pertumbuhan koloni jamur sebanyak > 40

7. Konsentrasi ekstrak biji kopi robusta yang digunakan adalah 0% sebagai
kontrol negatif; 0,5%; 1%; 1,5% dan 2% didapatkan dari penelitian

pendahuluan.

4.6 Alat dan Bahan

4.6.1 Alat

4.6.1.1 Pembuatan Ekstrak
e Blender
¢ Penimbang

o Kertas Saring



Tabung ekstraksi

Pengaduk

Rotary evaporator

Alat pemanas air

Labu penampung hasil evaporasi
Tabung pendingin

Pompa sirkulasi air dingin
Bak penampung air dingin
Pipa plastik

Pipa vakum

Penampung hasil penguapan
Oven

Waterbath

Labu elenmeyer

Vacuum evaporator

Timbangan analis, gelas ukur, kertas saring, dan shaker.

Corong gelas
Pipet

Water pump

4.6.1.2 Pewarnaan Gram

Bunsen
Object glass
Mikroskop
Pipet

Ose

30
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Wadah pewarnaan

4.6.1.3 Uji Vitek |1

Vitex 2 compact

Tabung reaksi steril

4.6.1.4 Pembuatan Suspensi Jamur

Tabung reaksi
Cawan petri
Mikropipet
Inkubator

Pinset steril

4.6.1.5 Dilusi Agar

Ose

Mikro Pipet

Cawan petri

Autoklaf

Inkubator

Hasil ekstrasi biji kopi robusta
SDA

Spirtus

4.6.2 Bahan

4.6.2.1 Pembuatan Ekstrak

Biji kopi robusta yang telah dikeringkan dan dihaluskan menjadi bentuk
bubuk dan ditimbang seberat 50 gram
Aquades steril

Pelarut etanol 96%
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4.6.2.2 Penanaman di media SDA

e Suspensi jamur Candida albicans

e Sabouraud Dextrosa Agar
4.6.2.3 Pewarnaan Gram

e kultur Candida albicans

e Bahan pewarnaan gram : Kristal violet, lugol, alkohol 90%, safranin

e Akuades steril

¢ Kertas penghisap dan tissue
4.6.2.4 Pewarnaan KOH

e KOH 10%

e Gelas objek

e Koloni jamur Candida albicans
4.6.2.5 Suspensi Jamur

e Koloni jamur Candida albicans

e Medium Cair NaCl 0,9%

4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Persiapan Biji Kopi Robusta
4.7.1.1 Proses Ekstraksi
1. Bubuk biji kopi robusta ditimbang menggunakan timbangan sebanyak 500
gram, kemudian dimasukkan dalam gelas Erlenmeyer ukuran 1 liter.
2. Kemudian direndam dalam larutan etanol 96% sebanyak 900 ml dan dikocok
sampai benar-benar tercampur (30 menit). Selanjutnya didiamkan selama 1

malam sampai mengendap.
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. Proses evaporasi dimulai dengan mengambil lapisan atas campuran etanol

96% dengan zat aktif yang sudah terambil kemudian dimasukkan dalam labu

evaporasi 1 liter.

. Memasang labu evaporasi pada evaporator dan mengisi water bath dengan

air sampai penuh.

.. Memasang semua rangkaian alat, termasuk rotator, evaporator, water bath

(hingga mencapai 90°C), menyambungkan dengan aliran listrik

. Membiarkan larutan etanol memisah dengan zat aktif yang sudah ada dalam

labu dan menunggu sampai aliran etanol ekstraksi dimasukkan dalam botol
plastik atau kaca (konsentrasi ekstrak dianggap 100%) dan disimpan dalam

kulkas.

4.7.2 ldentifikasi Candida albicans

4.7.2.1 Pewarnaan Gram

1.

Gelas objek dibersihkan dengan kapas, kemudian dilewatkan di atas api dan

dibiakkan dingin

. Satu ose aquades steril diteteskan pada gelas objek ditambah sedikit biakan

jamur yang diambil menggunakan ose selanjutnya disuspensikan dengan
agquades pada gelas objek dan diratakan. Sedangkan sediaan cair tidak

perlu di suspensikan dengan aquades.

. Sediaan dikeringkan di udara lalu difiksasi dengan melewatkan sediaan di

atas api

. Sediaan pada gelas objek ditetesi dengan kristal violet selama 1 menit. Sisa

kristal violet dibuang dan dibilas dengan air

. Sediaan ditetesi dengan lugol selama 1 menit. Sisa lugol dibuang dan dibilas

dengan air.
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6. Sediaan ditetesi dengan alcohol 96% selama 5-10 detik. Sisa alkohol

dibuang dan dibilas dengan air

7. Sediaan ditetesi safranin selama 30 detik, sisa safranin dibuang dan dibilas

dengan air

8. Sediaan pada object glass dikeringkan dengan kertas penghisap

9. Sediaan dilihat dibawah mikroskop dengan lensa objektif perbesaran 400x,

perbesaran tersebut dianggap cukup untuk mengamati jamur Candida

albicans

10. Dikatakan positif jika Candida albicans tercat warna ungu (Gram positif),

berbentuk oval (Harmawati, 2012)

4.7.2.2 Pewarnaan KOH

1.

2.

Bersihkan object glass dan kemudian dipanaskan di atas spirtus.
Membuat sediaan hapusan jamur pada object glass.

Meneteskan 1 tetes KOH di spesimen kemudian tutup dengan
menggunakan cover glass.

Panaskan secara hati-hati menggunakan Bunsen brunner

Lalu tetesi dengan minyak emersi dan dilihat dibawah mikroskop dengan
perbesaran lensa objektif 10-4-x. Pada Candida albicans memperlihatkan

gambaran pseudohifa apabila ditambahkan serum mamalia.

4.7.2.3 Uji Vitek Il

1.

Hidupkan system Vitex 2 compact. Tekan tombol ON pada conditioner,
UPS, instrument Vitex 2 compact, dan computer

Masukkan username dan password

Selama beberapa menit awal instrument dinyalakan akan berada pada

status warning. Tunggu instrument hingga menunjukkan status OK.
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11.

12.
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Untuk menyiapkan sampel, gunakan isolat bakteri/yeast yang muda dan
koloni murni
Siapkan masing-masing 2 tabung untuk setiap isolat

Setiap tabung diisi dengan 3 ml larutan NaCl 0,45% pH 5,0

. "Ambil koloni " jamur, buat suspensi larutan NaCl dan lakukan

homogenisasi

Untuk kekeruhan inokulum dengan menggunakan alat Densicheck

dengan cara:

e Tabung inokulum yang akan diukur dibersihkan terlebih dahulu pada
bagian luarnya dengan tissue

e Masukkan tabung ke lubang pengukuran pada Densicheck, putar
360° selama 2 detik

e Angka hasil pengukuran akan muncul dalam satuan McFarland
Bakteri Gram negatif dan positif = 0,5 — 0,63 McFarland Yeast = 1,8 —
2,2 McFarland

e jika kekeruhan kurang maka tambahkan koloni bakteri/yeast.

e Jika kekeruhan berlebih, maka ambil sejumlah volume inokulum' dan
encerkan dengan menambahkan larutan NacCl.

Saat pemasukkan ke ruang pengisian, masukkan cassette terlebih dahulu

Tekan “START FILL” , pengisian akan memerlukan waktu beberapa

menit

Jika selesai, maka alarm akan berbunyi, tanda inkubator akan berkedip-

kedip dan cassette segera dipindahkan ke inkubator.

Proses inkubator akan berlangsung beberapa jam dan hasil akan tercetak

secara otomatis.
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4.7.3 Pembuatan Suspensi Uji Candida albicans

1.

Persiapkan jamur Candida albicans dari SDA yang telah diuji konfirmasi

2. Ambil 2 koloni (d = 1mm) dengan ose kemudian dimasukkan ke dalam 5 ml

NaCl 0,85% steril. Kemudian diukur optical density (OD) atau kepadatan
optisnya dengan spektrofotometri pada maks=520 nm. Dari hasil yang
diperoleh dibuat suspense sel yang mengandung 10° CFU/mL dengan
rumus nl x vl = n2 x v2 (Murray et al., 2007)

Untuk mendapatkan suspensi sel yang mengandung 104 CFU/mL
dilakukan dengan mengambil 1 ml (dari tabung yang mengandung 10°€
CFU/ml. Proses dilanjutkan hingga mencapai konsentrasi jamur yang

digunakan untuk tes, yaitu 10* CFU/mL (Murray et al., 2007).

4.7.4 Metode Pengujian Efek Antimikroba (Tes Dilusi Agar)

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah dilusi agar dengan

mengamati kadar hambat minimum yang ditunjukkan oleh pertumbuhan bakteri

pada cawan petri berisi campuran SDA dan ekstrak biji kopi robusta (Coffea

canephora). Langkah-langkah uji efektivitas antijamur ekstrak biji kopi robusta :

1.

2.

Disediakan plate yang masing-masing diisi dengan campuran SDA dan
ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) dengan konsentrasi 0%; 0,5%;
1%; 1,5%; dan 2% (berdasarkan uji eksplorasi).
Volume yang dipakai dalam setiap plate adalah 10 ml. Dengan perhitungan
sebagai berikut:

e Konsentrasi 0% : 10 ml SDA

e Konsentrasi 0,5%: 0,05 ml ekstrak 100% + 9,95 m| SDA

e Konsentrasi 1% : 0,1 ml ekstrak 100% + 9,9 ml SDA

e Konsentrasi 1,5%: 0,15 ml ekstrak 100% + 9,85 ml SDA
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e Konsentrasi 2% : 0,2 ml ekstrak 100% + 9,8 ml SDA
Setelah dicampur merata antara ekstrak dan SDA, ditunggu hingga media
mengeras dan dingin.
Kemudian masing-masing plate dibagi menjadi. empat bagian dan pada
masing-masing plate diteteskan suspensi Candida albicans 0,001 ml-.
Semua plate diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C
Lakukan pengamatan terhadap koloni yang tumbuh pada plate SDA. Pada
plate yang tidak ditemukan adanya pertumbuhan koloni disebut sebagai

kadar hambat minimum (KHM).



4.8 Alur Kerja Penelitian

Ekstrak biji kopi robusta
dengan metode maserasi

38

Uji Identifikasi Candida albicans:

1. Pewarnaan Gram
2. Pengecatan KOH
2. Uji Vitek Il

A 4

Penanaman pada Sabouraud

Dextrose Agar

v

Pembuatan Suspensi jamur
dengan konsentrasi 10* CFU / ml

Uji Efek Antifungal (Tes Dilusi Agar), cawan
petri dibagi menjadi 4 bagian

. 1

0% 0,5%
Ekstrak Ekstrak
10 ml 0,05 ml +
SDA 9,95 ml
SDA

1%
Ekstrak
0,1 ml+

9,9 mi

SDA

1,5% 2%
Ekstrak Ekstrak
0,15 ml + 0,2 ml +
9,85 ml 9,8 mi
SDA SDA

1

Dimasukkan dalam inkubator pada suhu 37°C selama 18-24 jam

v

A

y

Meneteskan suspensi Candida albicans sebanyak 10 ul pada permukaan agar

¥

Dimasukkan dalam inkubator pada suhu 37°C selama 18-24 jam

v

Amati pertumbuhan koloni jamur dan tentukan KHM
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4.9 Analisa Statistik

Data terlebih dahulu dilakukan uji normalitas menggunakan uji Shapiro-
Wilk. Data yang akan dianalisis berupa data ordinal sehingga digunakan analisis
non-parametrik. Uji Statistik yang digunakan adalah uji Kruskal Wallis, uji
Korelasi Spearman, dan uji Mann-Whitney. Uji statistic non-parametrik Kruskal
Walllis dengan kepercayaan 95% (a = 0,05) digunakan untuk mengetahui adanya
perbedaan pertumbuhan koloni jamur Candida albicans pada setiap perlakuan
yang diberi berbagai variasi konsentrasi ekstrak biji kopi robusta terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans. Uji Mann-Whitney digunakan untuk
membandingkan antara dua kelompok. Analisa data penelitian ini menggunakan

program SPSS ver 20.



40

4.10 Jadwal Kegiatan

Tabel 4.1 Tabel Jadwal Kegiatan

No | Kegiatan Jan | Feb | Mei | April | Jun | Agust | Oct | Nov | Des
1 Penyusunan
Proposal
2 | Seminar
Proposal
3 | Pengujian
Data

4 AnalisisData

5 Penyusunan
Tugas Akhir
6 | Seminar
Hasil




BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian

5.1.1 Hasil Ekstrak Biji Kopi Robusta

Gambar 5.1 Ekstrak Biji Kopi Robusta

Gambar 5.1 menunjukan hasil ekstraksi biji kopi robusta yang berwarna
hitam dan keruh dengan konsistensi encer. Proses ekstraksi dilakukan di
Laboratorium Teknik Kimia Politeknik Negeri Malang 250 gram menggunakan
metode maserasi dengan pelarut etanol 96%.
5.1.2 Identifikasi Candida albicans

Jamur Candida albicans yang digunakan berasal dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Sebelum digunakan
untuk penelitian, bakteri tersebut terlebih dahulu diidentifikasi dengan pewarnaan

Gram, pewarnaan KOH, dan penanaman pada media Saburoud Dextrose Agar.

41
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5.1.2.1 Pewarnaan Gram

- "

©

Budding cell

Blastospora

\

Gambar 5.2 Jamur Candida albicans pada pengecatan Gram dengan perbesaran 400x

Pada pengecatan Gram ditemukan gambaran sel ragi (blastospora)
berbentuk oval serta gambaran budding cell yang berwarna keunguan yang
menunjukkan sifat Gram positif seperti pada gambar 5.2.

5.1.2.2 Pewarnaan KOH

v

Blastospora

Gambar 5.3 Identifikasi Candida albicans dengan pewarnaan KOH

Pada identifikasi dengan pewarnaan KOH didapatkan gambaran

blastospora atau sel ragi, menandakan bahwa sel jamur ini merupakan Candida

sp.
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5.1.2.3 Penanaman Pada Media SDA

Streaking

Koloni jamur

Gambar 5.4 Candida albicans pada SDA

Sediaan isolat koloni Candida albicans yang berasal dari laboratorium
dibiakkan terlebih dahulu dengan melakukan streaking pada medium SDA
(Saboraud Dextrose Agar) dan diinkubasi selama 18-24 jam pada inkubator
dengan suhu 37°C.

Hasil kultur menunjukkan semua isolat jamur Candida albicans
menghasilkan koloni yang berbentuk bulat, berukuran kecil dan berwarna putih
susu dengan permukaan yang sedikit cembung serta berbau seperti susu basi
atau ragi seperti yang terlihat pada gambar 5.4.

5.1.2 Hasil Pendahuluan Menggunakan Metode Dilusi Agar

Tujuan melakukan penelitian pendahuluan adalah untuk mengetahui
rentang konsentrasi ekstrak biji kopi robusta yang akan digunakan dalam
penelitian dilusi agar. Konsentrasi yang digunakan pada penelitian pendahuluan
adalah 0%, 1%, 5%, dan 10%. Hasil penelitian menunjukkan pertumbuhan jamur
hanya terdapat pada konsentrasi 0% dan konsentrasi 1%, sedangkan pada
konsentrasi 5% dan konsentrasi 10% sudah tidak didapatkan adanya jamur yang

tumbuh. Pertumbuhan jamur Candida albicans pada konsentrasi 0% (kontrol
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negatif) menunjukkan bahwa suspensi jamur yang digunakan pada kelompok
perlakuan benar-benar mengandung jamur Candida albicans. Setelah itu
dilakukan perapatan dengan pengulangan sebanyak 4 kali.

Hasil pengamatan pada media agar SDA dilakukan setelah diinkubasi
pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Pada penelitian pendahuluan ini didapatkan
koloni jamur yang tumbuh di konsentrasi 0% dan konsentrasi 1% dengan
ketebalan yang sedikit berbeda. Pada konsentrasi 0% terlihat koloni jamur lebih
rapat dan tebal. Sedangkan pada konsentrasi 1% sudah terlihat koloni jamur
yang mulai renggang apabila dibandingkan dengan koloni jamur pada
konsentrasi 0%. Namun pada konsentrasi 5% dan konsentrasi 10% sudah tidak
didapatkan adanya koloni jamur yang tumbuh sehingga dilanjutkan dengan
perapatan antara konsentrasi 0% hingga konsentrasi 5%. Untuk perapatan,
digunakan konsentrasi 0%, 1%, 2%, 3%, 4% dan 5%. Pada perapatan ini,
didapatkan pertumbuhan koloni jamur di konsentrasi 0% dan 1%, sedangkan di
konsentrasi 2%, 3%, 4% dan 5% sudah tidak didapatkan pertumbuhan koloni
jamur. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak biji kopi
robusta maka semakin sedikit pertumbuhan koloni jamur yang dapat diamati.
Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan ini, dapat dikatakan bahwa pemberian
konsentrasi ekstrak biji kopi robusta yang bervariasi menunjukkan pengaruh yang

berbeda.
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Gambar 5.5 Hasil Penelitian Pendahuluan
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5.6 Hasil Penelitian Pendahuluan (Perapatan)

46



47

5.1.3 Hasil Inti Menggunakan Metode Dilusi Agar

Berdasarkan hasil dari penelitian pendahuluan, maka dilakukanlah
penelitian inti dengan menggunakan ekstrak biji kopi robusta dengan konsentrasi
0% sebagai kontrol negatif ; 0,5% ; 1% ; 1,5% dan 2%. Penentuan hasil
dilakukan 'dengan cara mengamati pertumbuhan koloni secara langsung. Hasil

penelitian dapat dilihat pada Gambar 5.7.

-

Kon,%asi 0% x KO/%asi 0,5% \\
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Konsen};asﬁ%k*\

/4

Gambar 5.7 Hasil Penelitian Inti Dilusi Agar ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora)

Hasil pengamatan pada media agar SDA dilakukan setelah diinkubasi
pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Telah didapatkan koloni jamur pada
konsentrasi 0% ; 0,5% dan 1%. Pada konsentrasi ekstrak biji kopi robusta
sebesar 0% terlihat koloni jamur yang cukup tebal sedangkan koloni jamur pada
konsentrasi ekstrak sebesar 0,5% terlihat lebih sedikit dan pada konsentrasi
ekstrak 0,5% terlihat koloni jamur yang lebih sedikit. Dimulai pada konsentrasi
1,5% hingga 2% sudah tidak didapatkan adanya koloni jamur yang tumbuh pada
plate. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak biji kopi
robusta maka semakin sedikit pertumbuhan koloni jamur yang dapat dilihat.
Berdasarkan hasil tersebut, dapat dikatakan bahwa pemberian konsentrasi
ekstrak biji kopi robusta yang bervariasi menunjukkan pengaruh yang berbeda.
Hasil pengamatan uji coba efek antijamur dengan menggunakan ekstrak biji kopi

robusta dapat dilihat pada tabel 5.1.



49

Tabel 5.1 Pertumbuhan Koloni Jamur Candida albicans dalam Berbagai Konsentrasi

Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora)

Konsentrasi At Rata-rata

1 2 3 4
A +3 +3 +3 +3

0% B +3 +3 +3 +3 +3
C +3 +3 +3 +3
A +2 +2 +3 +3

0.5% B +2 +2 +2 = +2
C +2 +2 +2 +3
A +1 +1 +1 +1

1% B +1 +1 +1 +1 +1
C +1 =l +1 +1
A 0 0 0 0

1.5% B 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0
A 0 0 0 0

2% B 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0

Keterangan: A: Pengamatan dilakukan oleh peneliti

B: Pengamatan dilakukan oleh analis laboratorium Mikrobiologi FKUB
C: Pengamatan dilakukan oleh non peneliti dan non analis

+3: Pertumbuhan koloni jamur sebanyak 31-40

+2: Pertumbuhan koloni jamur sebanyak 21-30

+1: Pertumbuhan koloni jamur sebanyak 11-20

+0: Tidak didapatkan adanya pertumbuhan koloni jamur
(Hadioetomo, 2000)
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5.2 Hasil Analisis Data

Hasil penelitian dianalisis dengan software SPSS Ver 20 dan output hasil
analisis dapat dilihat pada lembar lampiran. Data yang didapat dari penelitian ini
merupakan data ordinal, sehingga digunakan analisis non-parametrik. Uji statistik
yang dilakukan adalah sebagai berikut:
1. Uji Normalitas

Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui sebaran distribusi suatu data
apakah normal atau tidak. Uji normalitas data berupa uji Kolmogorov-Smirnov
digunakan apabila besar sampel >50 sedangkan uji Saphiro-Wilk digunakan
apabila besar sampel <50. Distribusi normal baku adalah data yang telah
ditransformasikan ke dalam bentuk p dan diasumsikan normal. Jika nilai p diatas
0,05 maka distribusi data dinyatakan normal dan dinyatakan memenuhi asumsi
normalitas dan jika nilai p dibawah 0,05 maka data diasumsikan tidak normal.
Penelitian ini menggunakan uji normalitas Kolmogorov-Smirnov dikarenakan
jumlah sampel yang digunakan lebih dari 50, yaitu 60 sampel. Didapatkan nilai
signifikansi 0,02 (p<0,05) yang menunjukkan distribusi data tidak normal
sehingga digunakan uji analisis non-parametrik. Hasil uji normalitas dapat dilihat
pada lampiran.
2. Uji Non-Parametrik Kruskal-Wallis

Perbedaan pertumbuhan koloni jamur Candida albicans pada setiap
perlakuan yaitu media agar yang diberi berbagai variasi konsentrasi ekstrak biji
kopi robusta. Hipotesis ditegakkan melalui Ho dan Hi, Ho diterima bila nilai
signifikansi yang didapatkan lebih dari 0,05 (p>0,05), sedangkan Hq ditolak
apabila nilai signifikansi uji normalitas kurang dari 0,05 (p<0,05). Ho berdasarkan

penelitian ini.adalah tidak ada perbedaan efek antijamur pada setiap pemberian
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konsentrasi ekstrak biji kopi robusta terhadap pertumbuhan koloni jamur Candida
albicans. Hi merupakan hipotesis akan adanya perbedaan efek antijamur pada
setiap konsentrasi ekstrak biji kopi robusta terhadap pertumbuhan koloni jamur
Candida albicans. Hasil Uji Non-Parametrik Kruskal-Wallis pada penelitian ini
memiliki nilai signifikansi sebesar 0.007, sehingga hipotesis Hy ditolak dan H;
diterima dengan interpretasi adanya perbedaan efek antijamur pada setiap
pemberian konsentrasi ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans.
3. Uji Mann-Whitney

Uji Mann-Whitney digunakan untuk mengetahui perbandingan antara
jumlah koloni jamur Candida albicans yang tumbuh pada media SDA dengan
pemberian konsentrasi ekstrak biji kopi robusta atau yang biasa disebut dengan
multiple comparison. Pertumbuhan koloni jamur Candida albicans pada media
SDA kelompok konsentrasi 0% memiliki perbedaan yang signifikan dengan
kelompok yang diberi ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 0,5% ; 1% ; 1,5% dan
2% (p < 0,05). Pertumbuhan koloni jamur Candida albicans yang dihasilkan pada
media SDA kelompok konsentrasi 0,5% memiliki perbedaan yang signifikan
dengan kelompok yang diberi ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 1% ; 1,5% dan
2% (p < 0,05). Pertumbuhan koloni jamur Candida albicans yang dihasilkan pada
media SDA kelompok konsentrasi 1% memiliki perbedaan yang signifikan
dengan kelompok yang diberi ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 1,5% dan 2%
(p < 0,05). Pertumbuhan koloni jamur Candida albicans pada media SDA
kelompok konsentrasi 1,5% tidak memiliki perbedaan yang signifikan dengan
kelompok yang diberi ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 2% (p > 0,05). Hasil

penelitian dapat dilihat pada lampiran.
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4. Uji Korelasi Spearman

Uji Korelasi Spearman digunakan untuk mengetahui kekuatan hubungan
dari pemberian ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) sebagai antijamur
terhadap pertumbuhan koloni jamur Candida albicans. Hasil uji korelasi
Spearman dapat dilihat pada lampiran.

Berdasarkan hasil uji korelasi Spearman, dapat diketahui bahwa pemberian
ekstrak ' biji kopi robusta (Coffea canephora) berakibat pada penurunan
pertumbuhan koloni jamur Candida albicans.

Koefisien korelasi sebesar -0,975 menunjukkan bahwa kontribusi
pemberian ekstrak biji kopi robusta dalam menurunkan pertumbuhan koloni
jamur Candida albicans sebesar 95,06% didapatkan dari R?x100%, sedangkan
sisa sebesar 4,94% disebabkan oleh faktor-faktor lain yang tidak diteliti. Faktor-
faktor tersebut dapat diakibatkan dari lama penyimpanan ekstrak atau akibat

resistensi jamur Candida albicans.
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Tabel 5.2 Hasil Uji Mann-Whitney signifikansi dalam beberapa konsentrasi ekstrak biji kopi

robusta (Coffea canephora)

0% 0.5% 1% 1.5% 2%
0% 0.025 0.025 0.025 0.025
0.5% 0.025 0.025 0.025
1% 0.025 0.025
1.5% 1.000

2%




BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Pembahasan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini ialah untuk mengetahui efektivitas antijamur
ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) terhadap Candida albicans secara in
vitro. ‘Metode vyang dipilih adalah dilusi agar karena ekstrak biji kopi
robusta (Coffea canephora) berwarna gelap, keruh, dan sedikit encer sehingga
sulit diamati menggunakan metode dilusi tabung. Hasil penelitian ini diperoleh
dengan cara mengukur Kadar Hambat Minimal (KHM) pertumbuhan jamur pada
cawan petri dengan campuran SDA dan konsentrasi ekstrak biji kopi robusta
yang bervariasi. Kadar Hambat Minimal (KHM) dilihat dari pertumbuhan jamur
pada cawan petri. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang dicampurkan maka
akan semakin sedikit pertumbuhan jamur pada cawan petri.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kopi robusta yang
telah melalui proses ekstrak maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 96%.
Sedangkan, jamur yang digunakan dalam penelitian ini  diperoleh  dari
Laboratorium  Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang. Identifikasi jamur Candida albicans dilakukan dengan empat macam
cara, untuk memastikan bahwa koloni jamur adalah Candida albicans. Pertama
dilakukan  pembiakan pada Saburoud Dextrose Agar (SDA) karena media
tersebut mengandung nutrisi yang sesuai untuk pembiakan jamur Candida
albicans. Kedua dilakukan identifikasi dengan pewarnaan Gram yang bertujuan
untuk membuktikan Candida albicans bersifat gram positif ditunjukkan dengan

adanya budding cell dan tercat berwarna ungu. Ketiga dilakukan pewarnaan
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KOH, dimana didapatkan gambaran blastospora dan pseudohifa yang
menandakan bahwa sel jamur ini adalah Candida sp. Keempat, dengan
menggunakan uji Vitek Il yang membedakan Candida albicans dengan spesies
Candida lainnya. Pada penelitian ini, hasil identifikasi jamur Candida albicans
yang didapatkan sesuai dengan morfologi jamur Candida albicans.

Penelitian ini menggunakan metode dilusi agar yang dilakukan dengan
cara pencampuran antara agar dan ekstrak, dilakukan ketika keduanya dalam
bentuk cair yang kemudian akan mengeras menjadi satu media padat berupa
agar. Diharapkan, distribusi ekstrak dapat merata dan homogen di dalam media
pembiakan sehingga dapat diketahui secara pasti efek antijamur yang dihasilkan
oleh ekstrak terhadap jamur Candida albicans. Melalui uji dilusi agar akan
diketahui Kadar Hambat Minimal (KHM) dari ekstrak biji kopi robusta tersebut.
Pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan beberapa macam
konsentrasi ekstrak biji kopi robusta dengan variasi konsentrasi 0% ; 0,5% ; 1% ;
1,5% dan 2%. Besarnya konsentrasi tersebut ditentukan berdasarkan penelitian
pendahuluan (eksplorasi) yang sebelumnya sudah dilakukan oleh peneliti.
Berdasarkan hasil uji yang telah dilakukan dalam penelitian ini maka Kadar
Hambat Minimal (KHM) yang diperoleh adalah 1,5% karena pada konsentrasi
tersebut sudah tidak terdapat pertumbuhan koloni jamur. Pada penelitian ini juga
menunjukkan semakin tinggi konsentrasi ekstrak biji kopi robusta maka semakin
rendah pertumbuhan jamur Candida albicans.

Faktor penurunan pertumbuhan jamur Candida albicans dalam penelitian
ini diduga karena ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) memiliki efek untuk
menghambat jamur Candida albicans dengan senyawa-senyawa kimia aktif yang

dimilikinya seperti fenol, asam klorogenat dan flavonoid. Fenol sebagai antijamur
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dapat merusak membran sel sehingga terjadi perubahan permeabilitas sel yang
dapat mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan sel atau matinya sel jamur
(Shahzad et al., 2014). Dikatakan dalam penelitian Dewi (2015) tentang
pengaruh ekstrak biji kopi robusta terhadap daya fagositosis sel monosit yang
dipapar Candida albicans bahwa asam klorogenat dalam perannya sebagai
antijiamur adalah dengan menetralisasi enzim yang terkait dalam invasi jamur,
merusak membran sel jamur dan menghambat sistem enzim jamur sehingga
mengganggu terbentuknya ujung hifa dan mempengaruhi sintesis asam nukleat
dan protein. Senyawa kimia aktif lain yang bertindak sebagai antijamur yaitu
gugus flavonoid, karena dapat mendenaturasi protein dan dapat merusak
membran sel yang bersifat irreversible (tidak dapat diperbaiki lagi) yang telah
diteliti pada pemanfaatan ekstrak buah pare belut (Trichosanthes anguina)
sebagai antijamur (Dewi, 2009). Zat tersebut juga diduga menghambat aktivitas
membran sitoplasma DNA, menurunkan aktivitas enzim ATPase yang membuat
sintesa DNA menjadi terhambat (Cushnie dan Lamb, 2005). Sehingga dapat
disimpulkan bahwa senyawa aktif di dalam ekstrak yang digunakan pada
beberapa penelitian di atas terbukti memiliki mekanisme sebagai antijamur
seperti senyawa aktif yang terkandung pada biji kopi robusta (Coffea canephora).

Uji statistik penelitian ini awalnya dilakukan uji normalitas untuk melihat
distribusi data normal atau tidak. Hasil uji normalitas menggunakan Kolmogorov-
Smirnov. sebab besar sampel penelitian ini = 50. Dari uji ini didapatkan nilai
signifikansi 0,02 (p<0,05) sehingga dapat diinterpretasikan bahwa biji kopi
robusta efektif dalam menurunkan pertumbuhan koloni jamur Candida albicans.
Kemudian dilanjutkan dengan uji non-parametrik Kruskal-Wallis, dengan hasil

memiliki nilai signifikansi sebesar 0.007, sehingga hipotesis Ho ditolak dan Hi
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diterima dengan interpretasi adanya perbedaan efek antijamur pada setiap
pemberian  konsentrasi ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans. Pada hasil uji korelasi Spearman
didapatkan koefisien korelasi sebesar -0,975 menunjukkan bahwa adanya
korelasi yang kuat pemberian ekstrak biji kopi robusta dalam menurunkan
pertumbuhan koloni jamur Candida albicans sebesar 95,06% yang didapatkan
dari R?x100%, sedangkan sisa sebesar 4,94% disebabkan oleh faktor-faktor lain
yang tidak diteliti.

Uji Mann-Whitney digunakan untuk mengetahui perbandingan antara
jumlah koloni jamur Candida albicans yang tumbuh pada media SDA dengan
pemberian konsentrasi ekstrak biji kopi robusta. Pertumbuhan koloni jamur
Candida albicans pada media SDA kelompok konsentrasi 0% memiliki
perbedaan yang signifikan dengan kelompok yang diberi ekstrak biji kopi robusta
konsentrasi 0,5% ; 1% ; 1,5% dan 2% (p < 0,05). Pertumbuhan koloni jamur
Candida albicans yang dihasilkan pada media SDA kelompok konsentrasi 0,5%
memiliki perbedaan yang signifikan dengan kelompok yang diberi ekstrak biji kopi
robusta konsentrasi 1% ; 1,5% dan 2% (p < 0,05). Pertumbuhan koloni jamur
Candida albicans yang dihasilkan pada media SDA kelompok konsentrasi 1%
memiliki perbedaan yang signifikan dengan kelompok yang diberi ekstrak biji kopi
robusta konsentrasi 1,5% dan 2% (p < 0,05). Pertumbuhan koloni jamur Candida
albicans pada media SDA kelompok konsentrasi 1,5% tidak memiliki perbedaan
yang signifikan dengan kelompok yang diberi ekstrak biji kopi robusta konsentrasi
2% (p > 0,05). Uiji statistik terakhir yaitu uji Spearman untuk melihat korelasi
antara pemberian ekstrak biji kopi robusta terhadap pertumbuhan jamur Candida

albicans. Koefisien korelasi sebesar -0,975 menunjukkan bahwa kontribusi
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pemberian ekstrak biji kopi robusta dalam menurunkan pertumbuhan koloni
jamur Candida albicans sebesar 95,06% didapatkan dari R?x100%, sedangkan
sisa sebesar 4,94% disebabkan oleh faktor-faktor ‘lain yang tidak diteliti.
Sehingga dapat diartikan bahwa signifikansi memiliki arah korelasi negatif dan
korelasi yang kuat.

Kekurangan dari penelitian ini adalah tidak didahului dengan penelitian
pendahuluan dengan metode lain seperti difusi sumuran ataupun dilusi tabung
sehingga tidak dapat mengetahui mekanisme ekstrak biji kopi robusta (Coffea
canephora) dalam menghambat pertumbuhan jamur Candida albicans melalui
Kadar Bunuh Minimal (KBM) dan zona hambat pertumbuhan jamur. Kekurangan
lainnya adalah tidak dilakukan uji kandungan senyawa kimia aktif secara
langsung dalam ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) untuk mengetahui
senyawa kimia aktif mana yang memiliki efek antijamur paling kuat sehingga
dibutuhkan penelitian lebih lanjut untuk hal tersebut. Lama waktu penyimpanan
ekstrak juga kemungkinan mempengaruhi efek kepada antijamurnya, baik itu
menurunkan ataupun menaikkan efektifitas ekstrak sehingga diperlukan
penelitian mengenai lama waktu penyimpanan ekstrak. Selain itu, penelitian ini
juga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada hewan coba (in vivo) untuk
meneliti sifat farmakokinetik, farmakodinamik, efek toksik, dosis infektif dan
memperkecil risiko penelitian pada manusia. Pengujian pada manusia (uji
klinis) dan uji toksisitas juga dapat dilakukan untuk memastikan keamanan dan
gambaran efek samping yang dapat ditimbulkan dari pemakaiannya pada
manusia sehingga ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) ini benar-benar
aman untuk dapat dipakai di masyarakat untuk pengobatan infeksi Candida

albicans.



BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan
Kesimpulan berdasarkan dari penelitian yang sudah dilakukan adalah:
1. Ekstrak biji. kopi robusta (Coffea canephora) memiliki efek antijamur
terhadap Candida albicans secara in vitro.
2. Kadar Hambat Minimum dari ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora)
sebagai antijamur terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans adalah

konsentrasi 1,5%.

7.2 Saran

Saran yang dapat saya berikan berdasarkan penelitian ini adalah:

1. Perlu dilakukan penelitian tentang efek antijamur biji kopi robusta (Coffea
canephora) terhadap bakteri Candida albicans secara in vitro dengan
menggunakan metode selain dilusi agar untuk mengetahui Kadar Bunuh
Minimum dan zona hambat pertumbuhan.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kandungan bahan-bahan
aktif yang memiliki efek antijamur terkuat, dosis pasti dan efek samping
untuk penggunaan ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) sebagai
antijamur terhadap Candida albicans.

3. Perlu dilakukan ' penelitian ~untuk “mengetahui persentase kandungan
senyawa kimia aktif dalam ekstrak biji kopi robusta.

4. Perlu  dilakukan  penelitian  lebih = lanjut ~ mengenai  hubungan ' lama

penyimpanan ekstrak terhadap efek antijamur yang ditimbulkan oleh
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