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ABSTRAK

Savero, Nico. 2019. Uji Ekstrak Etanol Pada Jahe Putih (Zingiber officinale
var. amarum) sebagai Antifungi terhadap Candida albicans secara In Vitro. Tugas
Akhir. Program Studi Sarjana Kedokteran, Fakultas Kedokteran, Universitas
Brawijaya. Pembimbing: (1) Prof. Dr. dr. Noorhamdani A. S., DMM, Sp. MK (K) (2)
Dr. dr. Tatit Nurseta, Sp. OG (K).

Berdasarkan survei yang dilakukan oleh Depkes RI pada tahun 2017,
kandidiasis merupakan infeksi oportunistik yang paling banyak dilaporkan
bersamaan dengan kasus AIDS. Kandidiasis perlu diperhatikan karena
perkembangan infeksi superfisialis menjadi infeksi sistemik dapat menginfeksi
berbagai organ dan akhirnya mengancam jiwa. Candida albicans diketahui
merupakan penyebab tersering dari kandidiasis. Saat ini sudah ditemukan
beberapa laporan yang melaporkan resistensi Candida albicans terhadap
antibiotik golongan azol, sehingga obat herbal dapat dijadikan pilihan obat
alternafif dalam pengobatan kandidiasis. Jahe putih (Zingiber officinale var.
amarum) memiliki kandungan gingerol dan saponin yang memiliki efek antifungi
terhadap Candida albicans. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek
antifungi dari ekstrak etanol jahe putih terhadap Candida albicans secara in vitro
melalui nilai Kadar Hambat Minimum (KHM) dan Kadar Bunuh Minimum (KBM).
Uji aktivitas antifungi dilakukan dengan metode dilusi tabung, dimana variabel
yang diamati adalah jumlah pertumbuhan koloni Candida albicans. Konsentrasi
ekstrak etanol jahe putih yang digunakan yaitu 17.5%, 20%, 22.5%, 25%, dan
27.5%. Dari hasil penelitian ini, kekeruhan dan kepekatan ekstrak jahe putih
menyebabkan nilai KHM tidak dapat ditentukan, namun pengamatan pada media
agar didapatkan penurunan jumlah koloni dan didapatkan nilai KBM pada
konsentrasi 27.5%. Analisis statistika menggunakan One-way ANOVA
menunjukkan ada perbedaan jumlah koloni yang tumbuh pada pemberian
konsentrasi ekstrak berbeda (p=0.000) dan dari hasil uji korelasi Pearson
didapatkan bahwa semakin besar konsentrasi ekstrak yang diberikan, semakin
sedikit jumlah koloni yang tumbuh (r=-0.974, p=0.000). Dari hasil penelitian ini,
disimpulkan bahwa ekstrak etanol jahe putih memiliki aktivitas antifungi terhadap
Candida albicans secara in vitro dengan nilai KBM pada konsentrasi 27.5%.

Kata kunci: Antifungi, Candida albicans, ekstrak etanol, jahe putih, kandidiasis,
Zingiber officinale var. amarum

vi



ABSTRACT

Savero, Nico. 2019. Ethanol Extract of White Ginger (Zingiber officinale var.
amarum) as Antifungal against Candida albicans: In Vitro Study. Final Assignment.
Medical Program, Faculty of Medicine, Universitas Brawijaya. Supervisors: (1)
Prof. Dr. dr. Noorhamdani A. S., DMM, Sp. MK (K) (2) Dr. dr. Tatit Nurseta, Sp.
OG (K).

Based on a survey conducted by the Indonesian Ministry of Health in 2017,
candidiasis is the most common opportunistic infection found along with AIDS
cases. Candida albicans is the most common cause of candidiasis. Several reports
about Candida albicans’s resistance to azole antibiotics had been reported, so
herbal medicines are being considered as alternative medicines. White ginger
(Zingiber officinale var. amarum) contains gingerol and saponin, have antifungal
effects against Candida albicans. This study aims to determine the antifungal effect
of ethanol extracts of white ginger against Candida albicans, in vitro study through
the value of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal
Concentration (MFC). Antifungal activity testing was carried out using tube dilution
method. Observed variable was the number of Candida albicans colonies.
Concentrations used in this study were 17.5%, 20%, 22.5%, 25%, and 27.5%.
From this study, the MIC value could not be determined, but MFC value was
obtained at a concentration of 27.5%. Statistical analysis using One-way ANOVA
showed that there were differences in the number of colonies growing at different
concentrations (p = 0,000) and from Pearson correlation study showed that the
greater the concentration given, the less number of colonies found (r =-0,974, p =
0,000). From the results of this study, it was concluded that ethanol extract of white
ginger had antifungal activity against Candida albicans, in vitro study, with the MFC
value at a concentration of 27.5%.

Keywords: Antifungal, Candida albicans, candidiasis, ethanol extract, white
ginger, Zingiber officinale var. amarum
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Kandidiasis merupakan infeksi oportunistik yang disebabkan oleh fungi
Candida dan merupakan penyakit penyerta terbanyak yang dilaporkan
bersamaan dengan kasus AIDS (Depkes RI, 2017). Fungi Candida dapat bersifat
patogen apabila terjadi peningkatan jumlah koloni yang didukung oleh kerusakan
kulit atau mukosa yang mempermudah invasi dari fungi ini. Kondisi tersebut
dapat menyebabkan kandidiasis superfisial. Sementara kandidiasis sistemik
dapat terjadi apabila fungi Candida memasuki aliran darah dan menimbulkan lesi
okulta pada berbagai organ, terutama pada ginjal, kulit, mata, jantung, dan
meningen. Kandidiasis sistemik dapat menimbulkan manifestasi klinis seperti
endokarditis dan meningitis yang dapat mengancam jiwa (life-threatening)
(Brooks et al., 2013).

Kandidiasis oral banyak dijumpai pada pasien dengan penurunan sistem
pertahanan tubuh. Berdasarkan penelitian yang dilakukan di RSUD dr. Soetomo
pada tahun 2017, 71.43% dari pasien dengan HIV/AIDS mengalami kandidiasis
oral (Nugraha et al., 2017). Sementara berdasarkan penelitian yang dilakukan di
RS di Manado, 3.4% - 41.4% wanita mengalami kandidiasis vulvovaginal. Di
mana prevalensi terbanyak pada wanita dengan kelompok usia 15 — 44 tahun
(Tasik et al., 2016). Pada kasus kandidiasis sistemik atau invasif, 91 dari 738
pasien menderita kandidiasis invasif dengan angka mortalitas 64.8%. Dari
berbagai spesies fungi Candida yang ada, Candida albicans diketahui sebagai

penyebab tersering dari kasus kandidiasis (Kalista et al., 2017).



Berbagai obat antifungi telah digunakan untuk pengobatan kandidiasis
akibat Candida albicans, seperti flukonazol. Namun flukonazol telah digunakan
secara luas dan dalam jangka waktu yang lama, hal ini menyebabkan
meningkatnya jumlah Candida albicans yang resisten terhadap obat-obat
tersebut (Reza et al., 2017). Resistensi dapat terjadi karena terjadinya mutasi
genetik yang menyebabkan munculnya pompa efflux obat, pengubahan target
obat, dan pengurangan akses obat pada fungi (Murray et al., 2013).

Jahe sering digunakan sebagai obat sejak periode Vedic dan disebut
“‘mahaaushadhi” yang berarti obat yang hebat (the great medicine) (Murugesan
dan Sivapathasundharam, 2016). Dengan metode tradisional, jahe telah banyak
digunakan oleh berbagai bangsa seperti Cina, Afrika, India, dan Amerika sebagai
obat dalam mengatasi masalah-masalah kesehatan seperti batuk, mual, diare,
nyeri, inflamasi, dan tekanan darah tinggi (Medappa, 2003). Penggunaan jahe
sendiri sebagai obat telah diakui aman dalam dokumen ‘Generally Recognised
as Safe’ (GRAS) milik badan administrasi makanan dan obat Amerika Serikat
(Supreetha et al., 2011). Karena luasnya manfaat yang didapatkan dari jahe, hal
ini mendukung peneliti-penelti sebelumnya untuk meneliti lebih luas mengenai
manfaat yang didapatkan dari jahe.

Salah satu manfaat yang telah ditemukan adalah kemampuan jahe dalam
menjadi antimikroba, seperti penelitian yang dilakukan oleh Medappa pada tahun
2003, yang menemukan bahwa jahe dapat menghambat pertumbuhan dari
Escherichia coli, Proteus sp, dan Aspergillus niger. Penelitian lain juga dilakukan
oleh Aghazadeh dan rekannya pada tahun 2016 mengenai efek antimikroba

yang dimiliki oleh jahe, dan menemukan bahwa jahe memiliki sifat antibakteri



terhadap Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus, serta memiliki
sifat antijamur terhadap Candida krusei, Candida albicans, dan Aspergillus.
Penggunaan jahe sebagai antifungi terhadap Candida albicans telah
dilakukan sebelumnya, seperti penelitian yang dilakukan Santoso pada tahun
2014, dengan membandingkan aktivitas antifungi Chlorhexidine gluconate 0,2%
dengan ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) 30%,
didapatkan hasil bahwa ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var.
amarum) 30% memiliki aktivitas antifungi yang cukup tinggi dalam menghambat
pertumbuhan Candida albicans. Namun aktivitas antifungi yang didapatkan
masih dapat dioptimalkan. Pada penelitian tersebut digunakan pelarut etanol
dengan konsentrasi 70%, dimana penggunaan pelarut etanol dengan konsentrasi
96% dapat menghasilkan ekstrak dengan kadar fenol yang lebih besar (Suryani,
2012). Etanol dipilih sebagai pelarut karena dapat menghasilkan konsentrasi
rendemen yang lebih tinggi dibandingkan dengan penggunaan pelarut air,
methanol, aseton, dan isopropanol (Wahyuningtyas et al., 2017; Wong, 2018).
Selain itu, penelitian-penelitian yang telah dilakukan sebelumnya
menggunakan metode uji antimikroba difusi cakram/sumuran, dimana dari
metode tersebut tidak dapat menemukan nilai Kadar Bunuh Minimum (KBM).
Salah satu contohnya adalah penelitian yang dilakukan oleh Supreetha pada
tahun 2011, yang meneliti aktivitas antifungi pada ekstrak jahe terhadap Candida
albicans secara in vitro menggunakan metode difusi cakram. Mengingat bahwa
penderita kandidiasis banyak terjadi pada pasien dengan kondisi
immunocompromise, maka penentuan nilai Kadar Bunuh Minimum (KBM)

melalui metode dilusi tabung sebagai uji anti mikroba masih dibutuhkan.



Penggunaan jahe sebagai obat topikal sudah pernah diteliti sebelumnya.
Seperti penelitian yang dilakukan oleh Khalili pada tahun 2017 yang meneliti efek
dari clotrimazole yang mengandung jahe sebagai obat kandidiasis vaginal
dibandingkan dengan penggunaan clotrimazole tanpa jahe. Dari penelitian
tersebut didapatkan hasil bahwa clotrimazole yang mengandung jahe dapat
menurunkan rasa gatal, terbakar, maupun secret yang keluar pada 67 pasien
wanita yang berpartisipasi dibandingkan dengan penggunaan obat clotrimazole
saja.

Untuk melihat lebih lanjut dan mengoptimalkan potensi ekstrak etanol
pada jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) sebagai antifungi terhadap
Candida albicans, maka perlu dilakukan uji efek antifungi ekstrak etanol jahe

putih terhadap pertumbuhan Candida albicans secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah pemberian ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var.
amarum) memberikan efek antifungi terhadap pertumbuhan Candida albicans

secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
a. Mengetahui efek antifungi dari pemberian ekstrak etanol jahe putih
(Zingiber officinale var. amarum) terhadap pertumbuhan Candida

albicans secara in vitro.



1.3.2

Tujuan Khusus

a. Mengetahui kadar hambat minimal (KHM) ekstrak etanol jahe putih
(Zingiber officinale var. amarum) terhadap Candida albicans secara in
vitro.

b. Mengetahui kadar bunuh minimal (KBM) ekstrak etanol jahe putih
(Zingiber officinale var. amarum) terhadap Candida albicans secara in

vitro.

1.4 Manfaat penelitian

141

a.

1.4.2

Manfaat Akademis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
kemampuan ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum)
dalam menghambat pertumbuhan Candida albicans.

Memberikan informasi tentang penggunaan senyawa ekstrak etanol jahe
putih (Zingiber officinale var. amarum) sebagai referensi atau acuan

dalam penelitian selanjutnya terhadap penyakit lainya.

Manfaat Praktis

Memberikan terapi tambahan antifungi untuk pengobatan pasien dengan
kandidiasis.

Meningkatkan pemanfaatan jahe putih (Zingiber officinale var. amarum)

sebagai antifungi.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Candida albicans

Candida albicans adalah salah satu fungi dimorphic yang merupakan
normal flora pada kulit, membrane mukosa, dan saluran gastrointestinal manusia.
Pada kondisi normal, Candida albicans bersifat komensalis, namun pada kondisi
sistem imun yang buruk, Candida albicans dapat bersifat patogen dan
menyebabkan infeksi lokal dan sistemik. Candida albicans dapat menyebabkan
infeksi lokal pada mukosa seperti vulvovaginitis dan kandidiasis oral, sementara
pada kulit banyak menyebabkan infeksi pada bagian lipatan tubuh yang lembab
dan hangat seperti aksila, pangkal paha, intergluteal, lipatan inframammaria, dan
kuku. Candida albicans dapat menyebabkan infeksi sistemik apabila masuk ke
aliran darah dan dapat menyerang berbagai organ terutama ginjal, mata, jantung,
dan meningen. Infeksi sistemik akibat Candida albicans banyak disebabkan
dengan penggunaan jangka panjang obat kortikosteroid atau imunosupresan pada
pasien dengan penyakit darah seperti leukemia, limfoma, dan anemia aplastik

(Brooks et al., 2013).

2.1.1 Taksonomi

Taksonomi Candida albicans menurut NCBI tahun 2018 adalah sebagai

berikut:

Kingdom . Fungi

Phylum . Ascomycota
Subphylum : Saccharomycotina


https://id.wikipedia.org/wiki/Bacteria

Class . Saccharomycetes
Order . Saccharomycetales
Family . Saccharomycetaceae
Genus : Candida

Spesies :  Candida albicans

2.1.2 Morfologi dan Identifikasi Candida albicans

Secara mikroskopis, spesies Candida memiliki bentuk budding yeast cell
oval dengan tunas yang gagal melepaskan diri yang disebut pseudohifa. Yang
membedakan spesies Candida albicans dari spesies Candida yang lainnya adalah
Candida albicans bersifat dimorphic. Apabila Candida albicans pada serum
diinkubasi selama 90 menit dengan suhu 37° Celcius, sel yeast Candida albicans
akan mulai membentuk hifa sejati (germ tube) (Gambar 2.1). Sedangkan secara
makroskopis, koloni Candida albicans pada media agar akan nampak lembut,
berwarna krem, dengan bau seperti ragi. Pseudohifa pada agar akan terlihat
sebagai pertumbuhan koloni di bawah permukaan media agar (Brooks et al.,
2013). Candida albicans dapat tumbuh dengan baik pada medium Saboraud
Dextrose Agar (SDA) atau Blood agar pada suhu 25-37° C (Greenwood et al.,

2012)

Germ tube

Gambar 2.1 Germ Tube Candida albicans secara Mikroskopis pada

Perbesaran 1000x (Brooks et al., 2013).
Keterangan: Nampak gambaran hifa yang memanjang yang disebut germ tube.



2.1.3 Struktur Antigen

Selama proses infeksi, komponen dinding sel Candida albicans seperti
mannan, glukan, polisakarida dan glikoprotein yang lain, serta berbagai enzim
dilepaskan. Berbagai makromolekul yang dilepaskan tersebut akan merangsang
timbulnya respon innate juga reaksi imun oleh sel Thl dan Th2 sebagai
mekanisme defensif dari hospes (Brooks et al., 2013). Pada penelitian yang
dilakukan pada hewan coba, komponen mannan pada dinding sel Candida
albicans juga berperan dalam fungsi imunoregulator melalui penurunan regulasi

dari respon imun yang diperantarai oleh sel (Ryan et Ray, 2004).

2.1.4 Patogenesis

Infeksi oleh Candida albicans dapat terjadi apabila terjadi peningkatan
dari jumlah koloni Candida albicans di kulit atau mukosa serta adanya kerusakan
pada kulit atau mukosa yang mendukung invasi dari Candida albicans. Perlekatan
Candida albicans dengan epitel hospes diperkuat dengan adanya protein dinding
hifa (Hwpl) yang terletak pada permukaan dari hifa maupun pseudohifa. Hifa
Candida albicans juga memproduksi proteinase dan fosfolipase yang dapat
memecah sel epitel dan memberikan jalan masuk Candida albicans ke dalam
tubuh (Gambar 2.2) (Ryan et Ray, 2004).

Sistemik kandidiasis dapat terjadi apabila Candida albicans masuk dalam
aliran darah dan mekanisme fagositosis dari hospes tidak adekuat untuk
mencegah pertumbuhan dan penyebaran dari Candida albicans. Dari sirkulasi
darah, Candida albicans dapat menginfeksi ginjal, menempel pada katup jantung
prostetik, dan dapat menyebabkan infeksi dimana saja, seperti arthritis, meningitis,

dan endophthalmitis (Brooks et al., 2013).
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Gambar 2.2 Mekanisme Penempelan dan Invasi Candida albicans pada
Epitel Hospes (Ryan et Ray, 2004).

Keterangan: Mekanisme penempelan Candida albicans pada sel hospes diawali dengan
penempelan fibronectin (a) yang melapisi sel epitel hospes atau bagian dari matriks
ekstraselular hospes bila lapisan epitel hospes sudah hilang dengan reseptor glucomannan
pada permukaan yeast Candida albicans. Mekanisme invasi berhubungan erat dengan proses
pembentukan hifa dan pembentukan proteinase (b) yang dapat merusak jaringan.

2.1.5 Faktor Predisposisi
Faktor predisposisi terjadinya kandidiasis dibagi menjadi faktor umum dan
faktor lokal (Greenwood et al., 2012):
a.Faktor Umum
1. Faktor yang membuat kondisi tubuh lemah
a. Diabetes Mellitus
b. HIV/AIDS
c. Resipien transplan stem cell
d. Terapi kortikosteroid jangka panjang
2. Kegemukan
3. Terapi antibiotik jangka panjang yang dapat merusak keseimbangan
normal flora

4. Usia tua
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b.Faktor Lokal
1. Xerostomia
2. Kehamilan
3. Kebersihan kulit yang buruk

4. Kulit atau mukosa yang luka/tidak intak

2.1.6 Manifestasi Klinis
Manifestasi klinis dari candida dapat dibedakan menjadi kandidiasis kulit
dan mukosa, kandididasis sistemik, dan kandidiasis mukokutan kronis dengan
penjelasan sebagai berikut (Brooks et al., 2013).
a. Kandidiasis Kulit dan Mukosa
1. Pada lidah, gusi, palatum, dan bibir.

a. Infeksi dapat berupa plak pseudomembran yang berwarna
keputihan yang terdiri dari sel epitel, yeast, dan pseudohifa.

b. Plak paling sering muncul pada pasien dengan HIV/AIDS.

2. Pada vagina

a. Menyebabkan vulvovaginitis.

b. Terasa adanya iritasi, gatal dan keluar cairan.

c. Banyak terdapat pada pasien diabetes, hamil, atau yang
mengonsumsi obat antibakteri yang mempengaruhi flora
normal, pH lokal, dan sekresi.

3. Pada kulit

a. Banyak pada bagian tubuh yang lembab dan hangat seperti

ketiak, sela-sela jari, selangkangan, intergluteal, atau lipatan

inframammaria.
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b. Area yang terinfeksi akan nampak merah, lembab, dan dapat
terbentuk vesikel.
4. Pada kuku
a. Akan muncul rasa nyeri, bengkak, dan kemerahan pada
bagian lipatan kuku (nail fold) yang terinfeksi. Infeksi akan
terus bertambah parah sampai kemudian dapat
menyebabkan kerusakan kuku yang terinfeksi.
b. Kandidiasis Sistemik
1. Sering disebabkan karena penggunaan kateter jangka panjang,
operasi, penyalahgunaan obat dengan menggunakan jarum suntik,
aspirasi, luka pada kulit dan jalur pencernaan.
2. Dapat menyebabkan lesi okulta pada ginjal, kulit (lesi makulonodular),
mata, jantung, dan meningen.
c. Kandidiasis Mukokutan Kronik
1. Onset banyak pada awal masa kanak-kanak.
2. Disebabkan karena imunodefisiensi dan endokrinopati.
3. Infeksidapat terjadi pada beberapa atau semua area kulit dan mukosa.
4. Pasien dengan kandidasis mukokutan kronik menunjukkan tidak

adanya respon Th17 yang efektif.

2.1.7 Resistensi

Resistensi adalah kemampuan suatu mikroba untuk menghentikan atau
mengubah efek dari obat antimikroba sebagai bentuk pertahanan diri. Berbeda
dengan mekanisme resistensi pada bakteri, fungi tidak memiliki kemampuan untuk

menghancurkan atau memaodifikasi obat antifungal untuk mendapatkan resistensi.
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Gen resistensi pada fungi juga tidak dapat ditransmisikan dari sel ke sel seperti
penyebaran sifat resisten pada bakteri. Namun mekanisme seperti pompa efflux
obat, pengubahan target obat, dan pengurangan akses obat pada target juga
merupakan mekanisme resistensi yang penting pada fungi, sama halnya dengan
bakteri. Perbedaan lainnya adalah resistensi pada bakteri biasanya bersifat cepat,
sementara resistensi pada fungi biasanya terjadi secara lambat dan berkala
sebagai hasil dari pemaparan obat antifungal sebelumnya (Murray et al., 2013).
Mekanisme resistensi Candida albicans telah diketahui sebagai berikut:

1. Pengurangan ergosterol

2. Penggantian dari polyene-binding sterols

3. Penyembunyian dari ergosterol

4. Hilangnya aktivitas permease

5. Hilangnya aktivitas deaminase sitosin

6. Hilangnya aktivitas urasil fosforibosil transferase

7. Ekspresi berlebih atau mutase dari 14-alfa-demetilase

8. Ekspresi berlebih dari pompa efflux dan ges MDR

9. Mutasi dari gen fksl

(Murray et al., 2013)

2.2 Jahe Putih (Zingiber officinale var. amarum)

Jahe merupakan tanaman yang satu keluarga dengan kapulaga dan
kunyit. Jahe biasa digunakan dalam berbagai makanan karena memberikan rasa
pedas. Rasa pedas yang dimiliki oleh jahe merupakan hasil dari kandungan keton
dalam jahe, terutama gingerol. Selain sebagai bumbu makanan, orang India dan

orang Cina telah menggunakan jahe sebagai obat untuk menyembuhkan berbagai
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macam penyakit selama lebih dari 5000 tahun. Kemudian melalui perdagangan,
jahe kemudian diperdagangkan ke Asia Tenggara. Sehubungan dengan habitat
jahe yang dapat tumbuh di daerah tropis, jahe memiliki nilai ekonomi yang cukup
baik karena negara sub tropis seperti Eropa harus mengimpor jahe dari negara
produsen jahe di Asia, Amerika Selatan, dan Afrika. Di Indonesia sendiri saat ini,
jahe merupakan tanaman yang persebarannya sudah merata. Hal ini ditandai
dengan adanya penyebutan jahe yang berbeda di berbagai daerah, seperti jae
(Jawa dan Bali), halia (Aceh), beeuing (Gayo), bahing (Batak Karo), sipodeh
(Minangkabau), jahi (Lampung), melito (Gorontalo), dan geraka (Ternate) (Bode et

Dong, 2011; Harmono et al., 2005).

2.2.1 Taksonomi
Taksonomi dari jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) adalah sebagai

berikut (Harmono et al., 2005):

Kingdom : Plantae

Divisi . Spermatophyta
Sub divisi : Angiospermae
Kelas : Monocotyledoneae
Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae
Genus : Zingiber

Spesies : Zingiber officinale

Varian s amarum
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2.2.2 Morfologi Tanaman Jahe Putih (Zingiber officinale var. amarum)

Tanaman Jahe memiliki batang semu dengan tinggi 30-100 cm. Akar jahe
merupakan akar rimpang yang apabila dipotong akan memberikan warna kuning
atau jingga. Tangkai daun jahe memiliki bulu dan daunnya berukuran cukup kecil,
yaitu dengan panjang 15-23 mm dengan lebar 8-15 mm. Bunga jahe merupakan
malai yang berada di permukaan tanah, berbentuk seperti telur dengan panjang
3,5-5cmdan lebar 1,5-7,1 cm. Mahkota bunga jahe agak sempit, berbentuk tajam,
dan berwarna kuning kehijauan, serta memiliki aroma yang sangat tajam. Bunga
jahe dilindungi oleh daun pelindung yang berbentuk bulat telur terbalik, tidak
berbulu, dan berwarna hijau cerah (Gambar 2.3) (Harmono et al., 2005).

Jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) atau yang biasa disebut jahe
sunti atau jahe emprit memiliki morfologi beruas kecil, agak rata sampai agak
menggembung. Daging jahe putih berwarna putih dan kandungan minyak atsirinya
lebih besar dibandingkan dengan jahe kuning atau jahe gajah. Kandungan minyak
atsiri yang banyak pada jahe putih membuat rasanya lebih pedas dan memiliki
serat yang lebih tinggi dibandingkan dengan jahe yang lain. Jahe putih baru bisa

dipanen setelah berumur tua (Harmono et al., 2005).

Gambar 2.3 Morfologi Tanaman Jahe Putih (Zingiber officinale var. amarum)
(@) Bunga (b) Rimpang (Harmono et al, 2005).
Keterangan: Bunga jahe putih berupa malai yang berbentuk bulat telur yang sempit dimana
rimpangnya beruas kecil mulai dari agak rata sampai agak menggembung.
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2.2.3 Kandungan Kimia Jahe Putih (Zingiber officinale var. amarum)

Komponen bioaktif utama dari rimpang jahe putih (Zingiber officinale var.
amarum) adalah gingerol, shogaol, dan saponin. Gingerol merupakan unsur fenol
utama yang terdapat pada jahe yang masih segar, dimana shogaol merupakan
unsur utama pada jahe yang telah dikeringkan. Proporsi dari kandungan kimia
pada jahe putih berbeda-beda, tergantung pada negara asal, prosesor komersial,
dan kondisi jahe yang segar, dikeringkan, maupun yang telah diproses (Bode et
Dong, 2011).

a. Gingerol

Gingerol merupakan komponen fenol pada jahe yang memberikan
karakteristik panas, tajam, dan sensasi menyengat ketika dikonsumsi (Fathona,
2011). Gingerol memiliki warna kuning pucat, dan banyak terdapat pada jahe
segar. Gingerol memiliki rumus molekul C17H2604, dan merupakan senyawa yang
labil terhadap panas dan tidak larut dalam air. Gingerol memiliki titik didih 30-32°C,
dan apabila gingerol mengalami kenaikan suhu diatas 60° C baik selama
penyimpanan dan pemrosesan, gingerol akan terdekomposisi menjadi shogaol
(Hargono et al., 2013).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, gingerol, yang
merupakan senyawa fenol yang didapat dari ektrak etanol dari jahe (Zingiber
officinale), dapat mencegah konversi lanosterol menjadi ergosterol melalui
penghambatan pada sitokrom P450 di reticulum endoplasma (Rodrigues, 2018).
Hal ini mengakibatkan gangguan pada integritas membran sel Candida albicans

sehingga dapat menghambat pertumbuhan Candida albicans (Vikrant et al., 2015).
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b. Shogaol

Shogaol merupakan hasil pemecahan gingerol akibat pemanasan,
sehingga shogaol banyak didapatkan pada jahe yang sudah kering. Shogaol
memiliki rasa panas, tajam, dan sensasi menyengat yang lebih lemah
dibandingkan dengan gingerol. Shogaol memiliki rumus senyawa Ci7H2403 dan
juga merupakan senyawa turunan fenol. Shogaol diketahui dapat menghambat
biosintesis prostaglandin dan leukotriene dengan menghambat kerja enzim
prostaglandin sintase atau 5- lipoksigenase (Fathona, 2011).

c. Saponin

Saponin merupakan senyawa glikosida yang banyak terdapat pada
berbagai macam tumbuhan. Satu molekul saponin terdiri dari sebuah aglikon, atau
yang biasa disebut dengan sapogenin, dan satu atau dua rantai glukosa.
Berdasarkan struktur aglikonnya, saponin dapat diklasifikasikan menjadi dua tipe,
yaitu triterpenoid dan steroid (Liu et al., 2004). Adanya bagian gula yang hidrofilik
dan genin hidrofobik pada molekul saponin, saponin memiliki sifat ampifilik.
Dengan sifat ampifiliknya, saponin dapat membentuk busa dan menghemolisis
eritrosit dengan membentuk ikatan kompleks dengan kolesterol pada membrane
sel yang berakibat pada pembentukan pori dan meningkatkan permeabilitas sel
(Podolak et al., 2010).

Selain dapat melisiskan eritrosit, ternyata saponin diketahui memiliki
banyak aktivitas farmakologikal seperti ekspektoran, anti inflamasi, vasoprotektif,
hipokolesterolemik, imunomodulator, antifungi, anti parasit, dan masih banyak lagi
(Podolak et al., 2010). Sebagai antifungi, saponin dapat bereaksi dengan
ergosterol pada membran sel fungi. Reaksi ini kemudian akan mengakibatkan

munculnya pori pada membrane, meningkatkan permeabilitas membran, dan
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akhirnya berakibat pada rusaknya integritas dari membran sel fungi tersebut (Mert,

2005).

2.3 Aktivitas Antifungi
Mekanisme kerja antifungi yang telah diketahui adalah sebagai berikut
(Brooks et al., 2013)

1. Mengikat ergosterol pada membran sel fungi
Interaksi antara obat antifungal jenis ini dengan ergosterol mengubah
kestabilan membran. Ketidakstabilan yang terjadi akan mengakibatkan
hilangnya keseimbangan dari ion-ion yang ada pada membrane dan
kemudian dapat membunuh target fungi. Contoh obat dengan mekanisme
kerja seperti di atas adalah amfoterisin B.

2. Mengganggu sintesis pirimidin dan DNA
Antifungal jenis ini akan membentuk 5-fluorouracil ketika bertemu dengan
enzim sitosin deaminase yang dimiliki oleh fungi. 5-fluorouracil ini kemudian
akan bergabung menjadi asam monofosfat 5-fluorodexoyuridylic dan
mengganggu aktivitas dari thymidylate sintase dan mengganggu sintesis
DNA. Contoh obat dengan mekanisme kerja seperti di atas adalah flusitosin.

3. Menghambat sintesis ergosterol
Lanosterol merupakan bahan dasar pembuatan ergosterol. Obat antifungal
jenis ini akan mengeblok sitokrom P450-dependent l1l4alfa-dimethylation
yang dimiliki oleh lanosterol, sehingga pembentukan ergosterol akan
terganggu. Contoh obat dengan mekanisme kerja seperti di atas adalah
ketokonazol, itrakonazol, flukonazol, voriconazole, dan posaconazole.

4. Menghambat sintesis dinding sel
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Antifungal jenis ini akan mengganggu sintesis dari dinding sel fungi melalui
penghambatan dari sintesis 1,3-beta-D-glukan sintase. Contoh obat dengan
mekanisme kerja seperti di atas adalah caspofungin, micafungin,

anidulafungin.

2.4 Metode Ekstraksi
Metode ekstraksi dengan pelarut dibedakan menjadi 2, yaitu dengan cara
dingin dan cara panas. Cara dingin meliputi metode maserasi dan perkolasi,

sementara cara panas meliputi soxhlet, reflux, dan distilasi uap (Mukhriani, 2014).

2.4.1 Metode Ekstraksi Cara Dingin

a. Maserasi
Metode maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak
digunakan. Metode ini dapat dilakukan dengan memasukkan serbuk
tanaman dan pelarut ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu
kamar, yang kemudian diaduk atau dikocok beberapa kali sampai
didapatkan keseimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut
dengan konsentrasi senyawa dalam sel tanaman (Mukhriani, 2014).

b. Perkolasi
Metode perkolasi merupakan metode ekstraksi dengan menggunakan
perkolator. Pada metode ini, serbuk sampel dibasahi perlahan dengan

menggunakan aliran dari pelarut baru (Mukhriani, 2014).

2.4.2 Metode Ekstraksi Cara Panas

a. Soxhlet
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Metode Soxhlet dapat dilakukan dengan meletakkan serbuk sampel dalam
sarung selulosa dalam klonsong dan ditempatkan diatas labu yang berisi
pelarut dan dibawah kondensor yang kemudian dipanaskan sehingga
terjadi proses ekstraksi yang kontinyu (Mukhriani, 2014).

b. Reflux
Pada metode reflux, sampel serbuk dan pelarut dimasukkan ke dalam labu
yang dihubungkan dengan kondensor. Kemudian dilakukan pemanasan
hingga mencapai titik didih pelarut (Mukhriani, 2014).

c. Destilasi Uap
Destilasi uap memiliki mekanisme yang sama dengan reflux namun selama
pemanasan, uap terkondensasi dan destilat ditampung dalam wadah

(Mukhriani, 2014).

2.5 Uji Aktivitas Antimikroba
Untuk mengukur kerentanan suatu mikroba terhadap obat antimikroba,
perlu dilakukan uji aktivitas antimikroba. Uji aktivitas antimikroba dapat dilakukan

dengan dua metode, yaitu dengan metode dilusi dan difusi (Brooks et al., 2013).

2.5.1 Metode Dilusi Tabung

Pada metode dilusi tabung, zat antimikroba dengan berbagai jumlah
(secara gradasi) digabungkan dengan media cair (air kaldu). Kemudian mikroba
yang akan digunakan diinokulasikan pada media yang telah bercampur dengan
zat antimikroba dan kemudian diamati perkembangan dari mikroba setelah
beberapa hari. Pada akhir pengamatan, tingkat kekeruhan campuran air kaldu

menunjukkan konsentrasi mikroba yang terdapat pada air kaldu, sehingga dapat
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didapatkan jumlah minimum zat antimikroba yang dibutuhkan untuk menghambat
pertumbuhan mikroba, yang disebut dengan Kadar Hambat Minimum (KHM).
Kemudian dari tabung dengan penampakan yang jernih, diambil 1 ose campuran
dan diinokulasikan pada media padat. Kemudian mikroba di media padat
diinkubasikan selama 18-24 jam dan dihitung jumlah koloni yang ada. Konsentrasi
dimana tidak terdapat koloni mikroba merupakan jumlah minimum zat antimikroba
yang dibutuhkan untuk membunuh mikroba, yang disebut dengan Kadar Bunuh

Minimum (KBM) (Noorhamdani et al., 2017).

2.5.2 Metode Dilusi Agar

Pada metode dilusi agar, zat antimikroba dengan berbagai jumlah (secara
gradasi) digabungkan dengan media padat dan diaduk agar terdilusi secara
merata dalam media. Kemudian mikroba yang akan digunakan diteteskan pada
media yang telah bercampur dengan zat antimikroba dan kemudian diamati
perkembangan dari mikroba setelah beberapa hari. Dari metode ini, dapat
didapatkan KHM melalui konsentrasi minimal yang tidak terdapat pertumbuhan

koloni mikroba pada media (Noorhamdani et al., 2017).

2.5.3 Metode Difusi Cakram

Pada metode difusi cakram, cakram kertas saring yang berisikan zat
antimikroba yang telah diukur sebelumnya, diletakkan pada permukaan sebuah
media solid yang telah diinokulasikan mikroba yang akan dites. Setelah diinkubasi,
hasil tes berupa pengukuran diameter zona bersih di sekitar cakram. Semakin luas
zona bersih di sekitar cakram, maka semakin kuat pula kekuatan antimikroba

dalam menghambat pertumbuhan mikroba. Metode ini cocok digunakan untuk
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melihat resistensi dan sensitivitas mikroba terhadap berbagai macam antimikroba.

(Noorhamdani et al., 2017).

2.5.4 Metode Difusi Sumuran

Prinsip dasar pada metode ini mirip dengan metode difusi cakram, hanya
saja penggunaan cakram digantikan dengan membuat sumuran pada media padat
yang kemudian diisi dengan antimikroba dengan berbagai konsentrasi. Setelah
diinkubasi, hasil akhir akan didapatkan zona bersih di sekitar sumuran yang dibuat,
dimana semakin luas zona bersih di sekitar sumuran yang dibuat, maka semakin
kuat pula kekuatan antimikroba dalam menghambat pertumbuhan mikroba.
Metode ini cocok digunakan untuk melihat keefektifan satu zat antimikroba dengan

berbagai konsentrasi. (Noorhamdani et al., 2017).



BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konsep

Ekstrak etanol jahe putih Fungi Candida albicans

P == - - -

Ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum)
menghambat pertumbuhan Candida albicans

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian

: komponen
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— : menghambat
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Keterangan:

: variabel yang diamati

I : variabel yang tidak diamati
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3.2 Penjelasan Kerangka Konsep

Ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) didapatkan melalui metode
maserasi dengan pelarut etanol 96%. Ekstrak yang didapat mengandung senyawa
gingerol dan saponin, dimana keduanya memiliki aktivitas antifungi melalui
pengerusakan membran sel Candida albicans. Gingerol akan mencegah konversi
lanosterol menjadi ergosterol melalui penghambatan sitokrom P450 pada Candida
albicans, meningkatkan permeabilitas pada membran sel, dan berakhir merusak
integritas membran sel Candida albicans. Saponin akan bereaksi dengan ergosterol
pada membran sel Candida albicans, memunculkan pori pada membrane,
meningkatkan permeabilitas membran sel dan pada akhirnya juga merusak integritas
dari membran sel Candida albicans. Ekstrak yang didapat kemudian akan dibagi
menjadi beberapa dosis dan dicobakan pada Candida albicans biakan agar kemudian
dapat diketahui efektivitas antifungi dari ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale

var. amarum) dalam menghambat atau membunuh Candida albicans.

3.3 Hipotesis
Hipotesis penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanol jahe putih (Zingiber
officinale var. amarum) memiliki efek antifungi terhadap Candida albicans secara in

vitro.



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini dilakukan merupakan penelitian eksperimental laboratorium
secara in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk menguji dan mengoptimalkan ekstrak
etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) sebagai antifungi terhadap
Candida albicans. Efek antifungi pada penelitian ini diukur menggunakan metode
dilusi tabung yang terdiri dari 2 tahap. Tahap pertama dilakukan pada media cair
untuk mendapatkan Kadar Hambat Minimum (KHM), dilanjutkan dengan
penggoresan pada media SDA (Sabouraud Dextrose Agar) untuk mendapatkan
Kadar Bunuh Minimum (KBM) ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var.

amarum) terhadap Candida albicans.

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Universitas Brawijaya pada bulan Mei 2019.

4.3 Sampel Penelitian
Sampel penelitan ini adalah Candida albicans yang diambil dari stock
culture milik Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

Malang yang berasal dari isolat pasien Rumah Sakit Saiful Anwar Malang.

24
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4.4 Pengulangan
Pengulangan yang diperlukan pada penelitian ini dapat dihitung dengan
menggunakan rumus berikut, (Solimun, 2001):
p(n-1)=15
Keterangan :
p = jumlah perlakuan
n = jumlah ulangan yang diperlukan
Dalam penelitian ini, digunakan 5 konsentrasi ekstrak etanol jahe putih, satu
kontrol bahan dan satu kontrol fungi (p = 5+2 = 7) maka didapatkan jumlah
pengulangan sebagai berikut:
7(n-1) 2 15
n—-7 =215
n = 22
n = 3,143=4
Sehingga didapatkan jumlah pengulangan yang perlu dilakukan pada penelitian ini

adalah 4 kali.

4.5 Variabel Penelitian
4.5.1 Variabel Bebas (Independent variable)

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol jahe putih
(Zingiber officinale var. amarum) dengan konsentrasi tertentu yang ditentukan

berdasarkan hasil uji eksplorasi pada penelitian pendahuluan.
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4.5.2 Variabel Tergantung (Dependent variable)

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pertumbuhan Candida

albicans yang dinilai dengan melihat kekeruhan media cair pada tabung untuk

menentukan KHM dan jumlah koloni Candida albicans pada media agar

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) untuk menentukan KBM.

4.6

Definisi Operasional

a. Rimpang jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) yang digunakan

dalam penelitian ini berasal dari UPT Materia Medica.

Ekstrak jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) adalah kadar atau
konsentrasi rimpang jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) yang
dilakukan dengan metode maserasi dengan menggunakan etanol
96%.

Uji efektivitas adalah uji untuk menentukan efektif tidaknya ekstrak
etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) sebagai antifungi
terhadap Candida albicans melalui hasil KHM (Kadar Hambat
Minimum) dan KBM (Kadar Bunuh Minimum).

KHM (Kadar Hambat Minimum) adalah kadar atau konsentrasi minimal
larutan ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) yang
mampu menghambat pertumbuhan Candida albicans.

KBM (Kadar Bunuh Minimum) adalah konsentrasi minimal larutan
ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum) yang
mampu membunuh fungi, ditandai dengan tidak terdapatnya

pertumbuhan koloni fungi, atau jumlah koloni fungi < 0.1% Ol pada
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medium SDA yang telah dilakukan streaking dengan satu ose larutan
ekstrak etanol jahe putih (Zingiber officinale var. amarum).

Original inoculum adalah inokulasi fungi dengan konsentrasi 10%.
CFU/mL yang diinokulasikan pada media agar padat dan digunakan
untuk mencari kategori KBM.

Kontrol fungi (tabung dengan fungi tanpa larutan ekstrak etanol jahe
putih) adalah tabung dengan konsentrasi 0% yang dapat digunakan
untuk mengetahui apakah fungi yang digunakan terkontaminasi
dengan bakteri atau mikroba lain.

Kontrol bahan adalah larutan ekstrak etanol jahe putih (Zingiber
officinale var. amarum) untuk mengetahui apakah bahan yang
digunakan steril atau tidak.

Pengamatan kualitatif ~ digunakan untuk menentukan  skor
pertumbuhan Candida albicans berdasarkan bayangan tiga garis hitam
yang tampak di balik tabung dengan kriteria skoring sebagai berikut:

0: jernih (ketiga garis nampak jelas)

1. agak keruh (garis pertama dan kedua tampak, garis ketiga tidak
tampak)

2: keruh (garis pertama tampak, garis kedua dan ketiga tidak
tampak)

3: sangat keruh (ketiga garis tidak tampak)

Semakin rendah skor, menunjukkan semakin efektifnya bahan coba.
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j.  Pengamatan kuantitatif digunakan untuk menentukan pertumbuhan

fungi Candida albicans secara kuantitatif dengan cara menghitung

koloni fungi dengan colony counter.

Alat dan Bahan
Alat

Neraca analitik
Gelas ekstraksi
Botol steril 1 buah
Tabung reaksi steril
Rak tabung
Vortex

Colony counter
Object glass
Korek api

Kapas

Spidol permanen
Stiker label
Mikropipet
Mikroskop
Bunsen

Ose

Inkubator

Spektrofotometer
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Bahan

Isolat fungi
Serum mamalia
Hasil ekstraksi

Perbenihan cair fungi dengan kepadatan 1x10* CFU/ml

. Aquades

Sabouraud Dextrose broth
SDA

Larutan NacCl

Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian meliputi pembuatan ekstrak etanol jahe putih (Zingiber

officinale var. amarum), identifikasi fungi uji (Candida albicans), persiapan

suspensi uji Candida albicans, dan uji antifungi ekstrak etanol jahe putih.

4.8.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Jahe Putih

Tahap pengeringan:

a. Mengumpulkan rimpang jahe putih segar yang sudah tua.

b. Mencuci rimpang jahe putih untuk menghilangkan kotoran.

c. Menimbang rimpang jahe putih yang telah dicuci.

d. Memotong rimpang jahe putih kecil-kecil agar proses pengeringan
dapat berjalan optimal.

e. Mengeringkan potongan jahe putih dengan metode alamiah, diangin-

anginkan dan tidak terkena oleh sinar matahari.
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f. Setelah kering, potongan jahe putih digiling sehingga didapatkan jahe
putih dalam bentuk serbuk. Penggilingan dilakukan agar sampel jahe
putih yang akan digunakan menjadi lebih homogen dan mempermudah
pelarut etanol untuk masuk ke dalam sel (Santoso et al., 2014).

Proses ekstraksi:

a. Menimbang sampel serbuk jahe putih (100 g).

b. Memasukkan sampel tersebut ke dalam gelas erlenmeyer ukuran 1
Liter.

c. Kemudian sampel direndam dengan etanol 96% hingga pelarut lebih
tinggi 1 cm dari ketinggian serbuk sampel.

d. Mengocok hingga campuran benar-benar tercampur selama + 30
menit.

e. Mendiamkan campuran selama 1 malam sehingga didapatkan
endapan.

f.  Proses ekstraksi ini dilakukan ulang sampai didapatkan hasil ekstraksi
yang jernih. Kemudian hasil ekstraksi siap untuk dievaporasi (Santoso
etal., 2014).

Proses Evaporasi:

a. Mengambil lapisan atas campuran etanol 96% dengan zat aktif jahe
putih yang sudah terlarut, lalu dimasukkan ke dalam labu evaporasi 1
Liter.

b. Memasang labu evaporasi pada evaporator.

c. Mengisi air pada water bath sampai penuh.
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d. Memasang semua rangkaian alat, termasuk rotary evaporator,
pemanas water bath (diatur sampai suhu 40°C), lalu disambungkan
dengan aliran listrik.

e. Larutan etanol 96% dibiarkan memisah dengan zat aktif yang sudah
ada dalam labu.

f. Menunggu sampai aliran etanol 96% berhenti menetes pada labu
penampung (x 1,5 sampai 2 jam untuk 1 labu).

g. Menimbang ekstrak dengan neraca analitik.

h. Memasukkan hasil ekstraksi dalam botol plastik dan dimasukkan ke

dalam freezer (Santoso et al., 2014).

Identifikasi Candida albicans

Pewarnaan Gram

Membersihkan gelas objek dengan kapas, kemudian melewatkan gelas
objek di atas api untuk menghilangkan lemak dan dibiarkan dingin.
Meneteskan satu ose (1 pL) aquades steril pada gelas objek dan
ditambahkan sedikit biakan fungi yang diambil menggunakan ose,
selanjutnya disuspensikan dengan aquades pada gelas objek dan
diratakan. Untuk sediaan cair tidak perlu disuspensikan dengan aquades.
Mengeringkan sediaan di udara, kemudian dilakukan fiksasi dengan cara
melewatkan sediaan di atas api.

Meneteskan kristal violet pada sediaan dan dibiarkan selama 1 menit. Sisa
kristal violet dibuang dan dibilas dengan air.

Meneteskan lugol pada sediaan dan dibiarkan selama 1 menit. Sisa lugol

dibuang dan dibilas dengan air.
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Meneteskan alkohol 96% pada sediaan dan dibiarkan selama 5-10 detik
atau sampai warna cat luntur. Sisa alkohol dibuang dan dibilas dengan air.
Meneteskan safranin pada sediaan dan dibiarkan selama % menit. Sisa
safranin dibuang dan dibilas dengan air.

Mengeringkan sediaan dengan kertas penghisap.

Mengamati sediaan di bawah mikroskop dengan lensa objektif perbesaran

100x.

10. Hasil positif : Candida albicans tercat ungu (Gram positif), bentuk budding

(o

=

4.8.3

(Noorhamdani et al., 2017).

. Uji Germinating Tube

Mengambil isolat fungi dari perbenihan dengan menggunakan ose yang
sudah disterilisasi dengan cara pembakaran.

Memasukkan isolat fungi pada tabung yang berisi serum mamalia 0,5 ml.
Menginkubasi sediaan pada suhu 37°C selama * 4 jam.

Mengambil kultur di dalam serum menggunakan ose dan diletakkan pada
gelas objek, lalu ditutup dengan gelas penutup.

Mengamati sediaan di bawah mikroskop dengan perbesaran lensa objektif
40x.

Mencari bentukan hifa sejati yang memanjang khas Candida albicans

(Noorhamdani et al., 2017).

Persiapan Suspensi Uji Candida albicans
Perbenihan fungi Candida albicans pada media SDB dinilai absorbansinya
dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang

530nm.
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Dari nilai absorbansi yang didapatkan, dapat diperkirakan jumlah fungi
pada perbenihan di SDB dengan menggunakan kalibrasi yang sudah
diketahui sebelumnya. Diketahui nilai absorbansi 0.1 ekuivalen dengan
jumlah fungi sejumlah 10® CFU/mL (WHO, 2009), dapat dihitung dengan
menggunakan rumus berikut:

N1 X Vi= N2x V2

Keterangan:

N1 = Nilai absorbansi suspensi (hasil spektrofotometri)

V1 = Volume suspensi fungi uji yang akan ditambah pengencer
N2 = Optical density (0,1 = setara dengan 106 CFU /mL)

V2 = Volume suspensi fungi uji (10 mL)

Dari rumus tersebut, akan diperoleh volume (mL) suspensi fungi uji yang
akan ditambah pengencer untuk mendapatkan fungi dengan konsentrasi
108 CFU/mL sebanyak 10 mL.

Kemudian untuk mendapatkan campuran dengan konsentrasi 1x10* CFU/
mL, mengambil 1 mL suspensi fungi uji yang sudah dikalibrasikan dan
dicampurkan dengan 9 mL NaCl 0,85%. Tahap ini dilakukan dua kali
hingga sehingga didapatkan campuran dengan konsentrasi 1x10* CFU/ mL

(WHO, 2009)

4.8.4 Uji Antifungi Ekstrak Jahe Putih

Uji aktivitas antifungi pada penelitian ini diukur dengan menggunakan

metode dilusi tabung menggunakan 5 konsentrasi ekstrak etanol jahe putih yaitu

17.5%, 20%, 22.5%, 25%, dan 27.5% disertai dengan kontrol bahan dan kontrol

fungi untuk memastikan bahan yang digunakan tidak terkontaminasi mikroba lain.

Prosedur yang akan dilakukan adalah sebagai berikut:

Menyiapkan 5 tabung steril yang telah diberi label 17.5%, 20%, 22.5%,

25% dan 27.5%, dan 2 tabung steril yang telah diberi label KB dan KF.
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Pada tabung 17.5%, diisikan dengan ekstrak 0,175 mL ekstrak jahe putih
ditambah dengan 0,825 mL aquades steril.

Pada tabung 20%, diisikan dengan ekstrak 0,2 mL ekstrak jahe putih
ditambah dengan 0,8 mL aquades steril.

Pada tabung 22.5%, diisikan dengan ekstrak 0,225 mL ekstrak jahe putih
ditambah dengan 0,775 mL aquades steril.

Pada tabung 25%, diisikan dengan ekstrak 0,25 mL ekstrak jahe putih
ditambah dengan 0,75 mL aquades steril.

Pada tabung 27.5%, diisikan dengan ekstrak 0,275 mL ekstrak jahe putih
ditambah dengan 0,725 mL aquades steril.

Pada tabung KB, dimasukkan 2 mL ekstrak etanol jahe putih.

Pada tabung KF, dimasukkan 1 mL aquades steril.

Menambahkan 1 mL biakan cair Candida albicans ke dalam setiap tabung
kecuali tabung kontrol bahan (KB).

Dari tabung bertanda KF diambil 1 ose untuk diinokulasikan pada SDA
(sebagai original inoculum (Ol)).

Menginkubasikan semua tabung dan plate original inoculum pada suhu
37°-37,5° C selama 18-24 jam.

Setelah 18-24 jam, mengamati dan mencatat derajat kekeruhan pada
semua tabung. Cara membaca derajat kekeruhan adalah dengan
meletakkan sebuah kertas putih dibelakang tabung, dimana sebelumnya
pada kertas tersebut telah digambarkan 3 garis hitam, kemudian garis
hitam tersebut diperhatikan dari depan tabung. Konsentrasi paling rendah

yang tidak menunjukkan kekeruhan adalah KHM.
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Menghitung jumlah koloni pada original inoculum dengan menggunakan
colony counter.

Untuk mengetahui KBM, dilakukan penggoresan dari tabung yang
merepresentasikan KHM dan setiap tabung dengan konsentrasi diatas
KHM pada media SDA yang kemudian diinkubasikan pada suhu 37°-
37,5°C selama 18-24 jam.

Setelah 18-24 jam, jumlah koloni Candida albicans yang tumbuh dihitung
dengan colony counter, dimana konsentrasi terendah yang tidak ditumbubhi

atau terdapat 0.1% koloni dari jumlah koloni Ol merupakan KBM.



4.8.5 Alur Kerja Penelitian

Rimpang Jahe Putih

A

Ekstraksi dengan
pelarut etanol 96% dan
evaporasi

:

Ekstrak etanol jahe
putih

36

Isolat yang diduga
Candida albicans.

A 4

- Pewarnaan Gram
- Pengetesan germ tube

A 4

Membuat biakan cair dalam
Sabouraud Dextrose Broth

v

Membuat konsentrasi biakan
fungi dengan konsentrasi 1x10*
CFU/mL

v

v

4 l

\
—
KB 17.5 20% 22.5 2504 27.5 KF
% % %

:

Diinkubasikan pada suhu 37-37.5°C selama 18-24 jam @

l

Mengamati kekeruhan

Inkubasi

l

KHM

Menginokulasikan pada media perbenihan media padat
SDA, diinkubasikan pada suhu 37-37.5°C selama 18-24

jam

l

Colony counting

KBM

A 4

Gambar 4.1 Alur Kerja Penelitian
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4.9 Analisis Data
Uji statistik penelitian ini menggunakan program SPSS (Statistical Product
of Service Solution) 20.0 dengan langkah-langkah sebagai berikut:

1. Uji normalitas data dengan menggunakan Saphiro-Wilk test untuk menguiji
apakah data tersebar normal (parametik) atau tidak tersebar normal (non
parametik).

2. Uji homogenitas dengan menggunakan Levene Test Homogenicity of
Variance untuk menguji apakah sampel yang digunakan sudah homogen
atau tidak.

3. Variabel bebas (kelompok berbagai konsentrasi ekstrak etanol jahe putih)
merupakan data ordinal sementara variabel tergantung (jumlah koloni
Candida albicans) merupakan data numerikal, sehingga digunakan uji
komparasi dengan cara One-Way ANOVA untuk mengetahui adanya
pengaruh pemberian ekstrak etanol jahe putih terhadap pertumbuhan
koloni Candida albicans, dengan syarat:

a. Sebaran data harus normal

b. Varian data harus sama (homogen)
Namun jika data tidak homogen atau tidak tersebar normal, maka
digunakan metode Kruskal Wallis untuk mengetahui perbedaan jumlah
koloni yang terbentuk di media SDA pada setiap perlakuan.

4. Uji Post Hoc Tukey dilakukan untuk mengetahui pasangan kelompok
perlakuan yang memberikan perbedaan yang signifikan.

5. Uji Korelasi dilakukan untuk mengetahui hubungan antara variabel
dependen dan variabel independen. Jika data parametrik maka digunakan

Uji Korelasi Pearson, sedangkan data non parametrik akan diuji dengan Uji
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Korelasi Spearman. Pada penelitian ini digunakan Uji Korelasi Pearson.
Pada penelitian ini, uji korelasi dilakukan untuk mengetahui hubungan
konsentrasi pemberian ekstrak etanol jahe putih dan pertumbuhan Candida

albicans (melalui jumlah koloni yang terbentuk).



BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Identifikasi Fungi

Isolat fungi Candida albicans yang digunakan pada penelitian ini
didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi FKUB. Isolat yang telah disiapkan di-
streaking kan pada media Sabouraud Dextrose Agar (SDA) untuk kemudian
diamati bentukan morfologi yang terbentuk dan diidentifikasi dengan
menggunakan pewarnaan gram. Pada medium Sabouraud Dextrose Agar (SDA),
didapatkan bentukan koloni Candida albicans yang berwarna putih kekuningan
dan berbentuk bulat dengan permukaan sedikit cembung (Gambar 5.1a). Ukuran
koloni berhubungan dengan umur biakan. Koloni memiliki bau asam seperti tape.

Pada pewarnaan Gram dengan pengamatan menggunakan mikroskop
dengan perbesaran 1000x, didapatkan gambaran blastospora (sel ragi) yang

berbentuk bulat, lonjong, atau bulat lonjong (Gambar 5.1b). .

(@)

Gambar 5.1 Morfologi Koloni dan Sel Candida al