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ABSTRAK

Pamungkas, Rizqi Priasa. 2013. Uji Efek Ekstrak Kulit Lemon (Citrus limon L.)
Sebagai Antifungi TerhadapCandida albicans Secara In Vitro.Tugas
Akhir, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Aulia
Abdul Hamid. Dr. MSc. SpM (2) Delvi Fitriani, drg, Mkes.

Candida albicans (C. albicans) merupakan fungi patogen utama
penyebab kejadianKandidiasis akibat genus Candida(kandidiasis). Studi
penelitian pada masyarakat menemukan angka prevalensi kandidiasis yang
sangat tinggi dibanding dengan penyebab infeksi rongga mulut lainnya.Meskipun
pilihan terapi yang tersedia tampak efektif, banyak penduduk Indonesia yang
lebih memilih bahan alami untuk mengatasi kandidiasis. Salah satu alternatif
terapi adalah dengan bahan alami, yaitu kulit lemon (Citrus Limon L). Kandungan
aktif kulit lemon yang diduga bermanfaat sebagai antimikroba adalah limonene,
B-pinene dan y-terpinene. Penelitian ini merupakan langkah awal untuk
membuktikan efek antifungi ekstrak kulit lemon terhadap pertumbuhan jamur
Candida albicans secara in vitro. Studi eksperimental berupa post test only
control group design dilakukanterhadap Candida albicans dengan metode dilusi
tabung. Kelompok kontrol tidak diberi ekstrak (0%) sedangkan kelompok
perlakuan diberi ekstrak kulit lemon dengan dosis 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% dan
8%. Dari hasil penelitian, didapatkan bahwa KHM dan KBM ekstrak berturut —
turut adalah 4% dan 8%. Berdasarkan uji statistik, diperoleh bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna antara dosis ekstrak kulit lemon dengan pertumbuhan
koloni Candida albicans (ANOVA p<0,05). Terdapat hubungan yang sangat erat
dan berkebalikan antara dosis ekstrak dengan jumlah koloni yang tumbuh (Uji
Regresi Linier R = -0.977). Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa ekstrak
kulit lemon mampu menghambat pertumbuhan Candida albicans secara
signifikan.

Kata kunci: Candida albicans, ekstrak kulit lemon (Citrus Limon L.), antimikroba



ABSTRACT

Pamungkas, Rizqgi Priasa. 2013. Effect test of Lemon (Citrus lemon L.) Peel
Extractas antifungal agent toCandida albicansin Vitro. Final Assignment,
Faculty of Medicine, Brawijaya University. Supervisors: (1) Aulia Abdul
Hamid. Dr. MSc. SpM (2) Delvi Fitriani, drg, Mkes.

Candida albicans (C. albicans) is the main etiologic agent of mycoses due
to Candida genus(candidiasis). Study in the past has reported high candidiasis
prevalence, compared to other oral infection disease. Many adequate treatments
are available for candidiasis, but Indonesian peopleprefer to use natural
ingredients to overcome the disease. One of the natural alternative therapy that
can be used is extract of lemon peel (Citrus lemon L.). The active compositions of
lemon peel which was allegedly useful as antimicrobial werelimonene, B-pinene
and y-terpinene. This research was conducted to prove the antifungal effect of
lemon peel extract to the growth of Candida albicans in vitro. This experimental
study was using post-test only control group design with tube dilution method.
The control group was given no extract (0%), while the trial groups were given
the extract of pomegranate seed with variable doses, such as 2%, 3%, 4%, 5%,
6%, 7% and 8%. The result indicated that the pomegranate seed extract has
antifungal properties, with MIC (Minimun Inhibition Concentration) and MBC
(Minimum Bactericidal Concentration) are 4% and 8% respectively. Statistical
analysis showed that there was significant difference between various doses of
lemon peel extract and the growth of Candida albicans. (ANOVA p< 0.05). There
were strong and reverse correlation between dose of lemon peel extract and
growth of fungi (Regression correlation test R = -0.977). This experiment brought
up a conclusion that lemon peel extract has antifungal effect to Candida albicans
reflected by the inhibition of fungal growth.

Keywords: Candida albicans,lemon peel extract(Citrus lemon L.), antimicrobe
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infeksi jamur yang paling banyak ditemukan disebabkan oleh spesies
Candida terutama Candida albicans.Candida albicans adalah spesies jamur yang
secara normal terdapat pada permukaan rongga mulut mausia. Menurut
penelitian, Candida Albicans terdapat sekitar 30-40%pada rongga mulut orang
dewasa sehat, 45% pada neonatus, 45-65% pada anak-anak sehat, 50-65%
pada pasien yang memakai gigi tiruan lepasan, 65-88% pada orang yang
mengkonsumsi obat jangka panjang, 90% pada pasien leukemia akut yang
menjalani kemoterapi, dan 95% pada pasien HIV/AIDS (Akpan et al, 2002).

Sebenarnya Candida albicans pada rongga mulut individu yang sehat
merupakan organisme komensal yang hidup bersama dengan mikrobial flora
mulut dalam keadaan seimbang. Tetapi, jika terjadi gangguan pada
keseimbangan antara Candida albicans dengan anggota mikrobial mulut lainnya,
maka organisme ini dapat berproliferasi, berkolonisasi, menginvasi jaringan dan
menghasilkan infeksi oportunistik yang dikenal sebagai kandidiasis (Siar et al,
2003).

Berbagai faktor dapat menyebabkan terjadinya gangguan keseimbangan
antara Candida albicans dengan mikroba lainnya, seperti pada keadaan
xerostomia, pemakaian gigi palsu, merokok, penyakit sistemik seperti diabetes,
kondisi imunosupresif seperti HIV, keganasan seperti leukemia, defisiensi nutrisi,
dan pemakaian obat-obatan seperti antibiotik spektrum luas dalam jangka waktu
lama, kortikosteroid, dan kemoterapi. Ketidakseimbangan Candida albicans inilah
yang menimbulkan berbagai infeksi di rongga mulut.Salah satunya adalah

kandidiasis oral (Jawetz et al, 1996).



Infeksi Candida albicans dapat diatasi dengan menggunakan obat
antifungi yang bisa didapat dengan atau tanpa resep dokter, antara lain antifungi
polyene, antifungi azole, flucytosine, dan antifungi echynocandin. Obat-obatan
tersebut mengganggu keutuhan membran ergosterol atau dinding sel jamur yang
pada akhirnya mengarah pada kematian Candida albicans. Meskipun demikian,
masih banyak penduduk Indonesia yang lebih memilih bahan alami untuk
mengatasi keluhan kesehatan mereka, meskipun pilihan terapi yang tersedia
terbukti efektif (Klepser, 2001).

Indonesia memiliki keanekaragaman hayati yang paling besar di dunia,
dengan kurang lebih 140 juta hektar hutan hujan tropis (NAFED, 2006). The
Indonesian Country Study on Biodiversity (ICSB) (1993) memperkirakan bahwa
terdapat 25.000 hingga 30.000 spesies tanaman berbunga di Indonesia, dan
banyak diantaranya memiliki nilai medis yang belum dimanfaatkan.

Buah lemon sudah dikenal oleh masyarakat luas dan memiliki banyak
manfaat, baik dalam bidang industri maupun kesehatan.Lemon sebagai sumber
vitamin C juga banyak digunakan dalam produk minuman.Sudah sejak lama
lemon digunakan sebagai salah satu alternatif pengobatan bagi penyakit
penyakit tertentu. Ada beberapa alasan penggunaan lemon sebagai obat
alternatif, selain karena murah dan mudah didapat karena pertumbuhannya yang
terus menerus dan tidak mengenal musim, buah lemon juga banyak memiliki
aroma segar yang cukup membuat nyaman pemakainya. Tidak hanya buah
lemon, kulit lemon yang merupakan by product (produk sampingan dari industri
pengolahan buah lemon) juga kaya manfaat dalam bidang medis (Maria et al,
2005).

Pada kulit lemon terkandung minyak atsiri disebut juga minyak essensial
(essential oil) atau minyak yang menguap (volatile oil) yang terbentuk di dalam

reticulum endoplasmic sel tanaman dan diperoleh dari penyulingan dengan uap



atau ekstraksi bagian buah, bunga, kayu, akar, daun dan biji tanaman (Ulfah,
2002). Minyak atsiri diketahui memiliki efek anti bakteri, anti oksidatif dan
fungisida. Minyak atsiri terdapat pada bagian luar (pericarp) dari kulit lemon, yang
sebagian besar komposisinya terdiri dari limonene (90%) dan citral (5%)
sertaterpinol, linodyla-pinene, camphene, [-pinene, sabinene, myrcene, y-
terpinene,linalool,  (B-bisabolene, trans-a-bergamotenedan geranyl acetate
(Katzer, 2002). Diduga, komponen limonene yang terdapat dalam minyak atsiri
memiliki efek antifungi yang cukup baik (Chee et al, 2009).

Obat antifungi yang ada untuk mengobati infeksi karena Candida albicans
saat ini mempunyai toksisitas selektif yang rendah, sehingga seringkali
mengganggu sel hospes manusia (Dzen dkk, 2003). Baik untuk penggunaan
lokal maupun sistemik, obat antifungi sering menimbulkan efek samping berupa
pusing, demam, mual, muntah, diare, kerusakan pada kulit, efek toksik pada
organ lain, dan kelainan faal darah. Sementara itu, obat dengan toksisitas yang
lebih selektif dijual dengan harga yang lebih tinggi dapat membunuh jamur tanpa
merusak sel host (Ganiswara, 1995). Oleh karena itu, penulis tertarik untuk
melakukan penelitian tentang manfaat kulit lemon yang banyak mengandung
terpenoid sebagai anti fungi khususnya terhadap Candida albicans sebagai obat
antifungi alternatif dengan efektivitas lebih baik.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah ekstrak petroleum eterkulit lemon (Citrus limon L.) mempunyai

efekantifungi terhadapCandida albicanssecara in vitro.

1.3 Tujuan Penelitian



1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit lemon (Citrus limon L.)

terhadap Candida albicans secara in vitro.

1.3.2 Tujuan Khusus

a. Mengetahui kadar hambat minimum (KHM) ekstrak petroleum eter kulit lemon
(Citrus limon L.) terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans secara in
vitro.

b. Mengetahui kadar bunuh minimum (KBM) ekstrak petroleum eter kulit lemon
(Citrus limon L.) terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans secara in
vitro.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademik

a. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai dasar bagi
penelitian selanjutnya dalam pengembangan obat antimikotik yang efektif,
alamiah, dan murah dari bahan kulit buah lemon.

b. Menambah khazanah ilmu pengetahuan terutama dibidang kedokteran yang
berkaitan dengan pemanfaatan kulit lemon (Citrus limon L ) sebagai
antimikotik (anti jamur).

1.4.2 Manfaat Praktis

a. Memberikan alternatif anti jamur untuk pengobatan pasien dengan infeksi
Candida albicans.

b. Meningkatkan pemanfaatan limbah kulit buah lemon sebagaianti jamur dalam
berbagai sediaan seperti obat tetes, obat kumur, obat salep untuk pengoba

pasien dengan infeksi Candida albicans.

BAB 2



TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Candida albicans
2.1.1 Taksonomi Candida albicans

Taksonomi dari Candida albicans (Wirantara et al, 2008) :

Kingdom : Fungi

Phylum : Ascomycota
Subphylum : Saccharomycotina
Class : Saccharomycetes
Ordo : Saccharomycetales
Family : Saccharomycetaceae
Genus : Candida

Spesies : Candida albicans

2.1.2 Morfologi Candida albicans
Candida albicans merupakan jamur dimorfik, yaitu jamur yang mampu
tumbuh dalam dua bentuk yang berbeda sebagai sel tunas yang akan
berkembang menjadi blastospora dan menghasilkan kecambah yang akan
membentuk pseudohifa. Perbedaan bentuk ini tergantung pada faktor eksternal
yang mempengaruhinya. Morfologi koloni Candida albicans pada medium padat
agar Sabouraud dekstrosa, umumnya berbentuk bulat dengan permukaan sedikit
cembung, halus, licin dan kadang-kadang sedikit berlipat-lipat terutama pada
koloni yang telah tua. Koloni Candida albicans pada biakan berwarna putih
kekuningan dan berbau asam (Geo et al, 2004).
Pada medium tertentu, di antaranya agar tepung jagung (corn-meal agar),
agar tajin (rice-cream agar) atau agar dengan 0,1% glukosa terbentuk
klamidospora terminal berdinding tebal dalam waktu 24-36 jam. Pada biakan lain

dengan menggunakan medium agar eosin metilen biru dengan suasana CO2

5



tinggi selama 24-48 jam, menunjukkan adanya gambaran yang khas menyerupai

kaki laba-laba atau pohon cemara (Geo et al, 2004).

Gambar 2.1 .Perubahan Morfologi Candida albicans (Sumber:
http://overcomingcandida.com).

2.1.3 Reproduksi Candida albicans

Candida albicans memperbanyak diri dengan membentuk tunas yang akan
terus memanjang membentuk hifa semu. Hifa semu terbentuk dengan banyak
kelompok blastospora berbentuk bulat atau lonjong di sekitar septum. Pada
beberapa strain, blastospora berukuran besar, berbentuk bulat atau seperti botol,
dalam jumlah sedikit. Sel ini dapat berkembang menjadi klamidospora yang
berdinding tebal dan bergaris tengah sekitar 8-12 y. Candida albicans dapat
tumbuh pada variasi pH yang luas, tetapi pertumbuhannya akan lebih baik pada

pH antara 4,5-6,5. Jamur ini dapat tumbuh dalam perbenihan pada suhu

28°Celcius - 37 Celcius. Candida albicans membutuhkan senyawa organik
sebagai sumber karbon dan sumber energi untuk pertumbuhan dan proses
metabolismenya. Unsur karbon ini dapat diperoleh dari karbohidrat. Jamur ini

merupakan organisme anaerob fakultatif yang mampu melakukan metabolisme



sel, baik dalam suasana anaerob maupun aerob. Proses peragian (fermentasi)
pada Candida albicans dilakukan dalam suasana aerob dan anaerob.
Karbohidrat yang tersedia dalam larutan dapat dimanfaatkan untuk melakukan

metabolisme sel dengan cara mengubah karbohidrat menjadi CO2 dan H20

dalam suasana aerob (Tjampakasari, 2006).
Sedangkan dalam suasana anaerob hasil fermentasi berupa asam laktat

atau etanol dan COZ. Proses akhir fermentasi anaerob menghasilkan persediaan

bahan bakar yang diperlukan untuk proses oksidasi dan pernafasan. Pada
proses asimilasi, karbohidrat dipakai oleh Candida albicans sebagai sumber
karbon maupun sumber energi untuk melakukan pertumbuhan sel. Candida
albicans dapat dibedakan dari spesies lain berdasarkan kemampuannya
melakukan proses fermentasi dan asimilasi. Pada kedua proses ini dibutuhkan
karbohidrat sebagai sumber karbon. Pada proses fermentasi, jamur ini
menunjukkan hasil terbentuknya gas dan asam pada glukosa dan maltosa,
terbentuknya asam pada sukrosa dan tidak terbentuknya asam dan gas pada
laktosa. Pada proses asimilasi menunjukkan adanya pertumbuhan pada glukosa,
maltosa dan sukrosa namun tidak menunjukkan pertumbuhan pada laktosa
(Tjampakasari, 2006).
2.1.4 Struktur Fisik Candida albicans

Dinding sel Candida albicans berfungsi sebagai pelindung sekaligus
sebagai target dari beberapa zat antifungi. Dinding sel juga turut berperan dalam
proses penempelan dan kolonisasi sertabersifat antigenik (Segal, 1994). Fungsi
utama dinding sel adalahmemberi bentuk bagi sel ragi sekaligus melindungi sel
ragi dari lingkungannya (van Rij et al, 1984).

Candida albicans mempunyai struktur dinding sel yang kompleks dengan

tebal antara 100 nmhingga 400 nm. Komposisi primernya terdiri dari glukan (47-



60% dari seluruh berat kering dinding sel), manan dan protein (15,2-30% dari
seluruh berat kering dinding sel), serta khitin (0,6-9% dari seluruh berat kering
dinding sel). Dalam bentuk ragi, kecambah, dan miselium, komponen-komponen
ini menunjukkan proporsi yang serupa. Meskipun demikian, bentuk miselium
memiliki khitin tiga kali lebih banyak dibandingkan dengan bentuk sel ragi
(Segal, 1994).

Dinding sel Candida albicans ternyata berlapis-lapis. Segal (1994)
mengemukakan bahwa dinding sel Candida albicans sebenarnya terdiri dari lima

lapisan yang berbeda

Fiitmittar Layer

Mannoprotein
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Gluczn-Chitin
Mannoprotein
Drzzma membrans

Gambar 2.2 Skema Dinding Sel Candida albicans
(Library of Congress Cataloging in Publication Data,1994)

Seperti pada sel eukariotik lain, membran sel Candida albicans terdiri dari
lapisan fosfolipid ganda. Membran protein inimemiliki aktifitas enzim seperti
manan sintase, khitin sintase, glukan sintase, ATPase dan protein yang
mentranspor fosfat. Keberadaan membran sterol pada dinding sel memegang
peranan penting karena sterol merupakan target zat antifungi dan kemungkinan
merupakan lokasi kerja enzim-enzim yang berperan dalam sintesis dinding sel
(Roberts et al, 1996). Mitokondria pada Candida albicans merupakan
pembangkit daya sel. Organel ini memproduksi ATP dengan menggunakan
energi yang diperoleh dari penggabungan oksigen dengan molekul-molekul

makanan (Tjampakasari, 2006).



Seperti halnya pada eukariot lain, nukleus Candida albicans merupakan
organel paling menonjol. Organel ini dipisahkan dari sitoplasma oleh dua lapis
membran. Nukleus menyimpan semua DNA kromosom yang terkemas dalam
serat-serat kromatin. Bagian dalam nukleus berhubungan dengan sitosol melalui
pori-pori nukleus (Roberts et al, 1996). Vakuola berperan dalam sistem
pencernaan sel sebagai tempat penyimpanan lipid dan granula polifosfat.
Mikrotubulus dan mikrofilamen terdapat didalam sitoplasma. Pada Candida
albicans, mikrofilamen berperan penting dalam terbentuknya perpanjangan hifa
(Roberts et al., 1996).

2.1.5 Struktur Genetik Candida Albicans

Candida albicans memiliki genomdiploid. Ukuran kromosom Candida
albicans diperkirakan berkisar antara 0,95-5,7 Mbp (Segal, 1994). Galur Candida
albicans dapat dibedakan dengan beberapa metode yang
menggunakan Alternating Field Gel Electrophoresis. Perbedaan Galur ini dapat
dilihat dari pola pita yang dihasilkan dan metode yang digunakan. Galur yang
sama memiliki pola pita kromosom yang sama berdasarkan jumlah dan
ukurannya (Tjampakasari, 2006).

Sebanyak 17 galur isolat Candida albicans dari kasus kandidiasis telah
dipelajari dan dikelompokkan menjadi 6 tipe dengan metode elektroforesis.
Variasi dalam jumlah kromosom kemungkinan besar merupakan hasil
penyusunan ulang kromosom (chromosome rearrangement) yang dapat terjadi
akibat delesi, adisi atau variasi dari pasangan yang homolog. Peristiwa ini
merupakan hal yang sering terjadi dan merupakan bagian dari daur hidup normal
berbagai macam organisme. Hal ini juga seringkali menjadi dasar perubahan
sifat fisiologis, serologis maupun virulensi (Segal, 1994).

Pada Candida albicans, frekuensi terjadinya variasi morfologi koloni

dilaporkan sekitar 10 hingga 10™. Frekuensi ini meningkat oleh mutagenesis



akibat penyinaran UV dosis rendah yang dapat membunuh kurang dari 10%
populasi. Terjadinya mutasi dapat dikaitkan dengan perubahan fenotip, berupa
perubahan morfologi koloni menjadi putih halus, gelap halus, berbentuk bintang,
lingkaran, berkerut tidak beraturan, berbentuk seperti topi, berbulu, berbentuk
seperti roda, berkerut dan bertekstur lunak (Segal, 1994).

2.2 Kandidiasis

2.2.1 Definisi

Kandidiasis adalah suatu penyakit infeksi pada kulit dan mukosa yang
disebabkan oleh jamur kandida. Kandida adalah suatu spesies yang paling
umum ditemukan di rongga mulut dan merupakan flora normal. Telah dilaporkan
spesies kandida mencapai 30 — 40 % dari seluruh populasi mikroorganisme
rongga mulut (Akpan,2002).

Terdapat lima spesies Candida yaitu Candida albicans, Candida
tropikalis, Candida glabrata, Candida krusei dan Candida parapsilosis. Dari
kelima spesies Candida tersebut Candida albicans merupakan spesies yang
paling umum menyebabakan infeksi di rongga mulut (Nolte,1982).

2.2.2 Patogenesis dan Temuan Patologis

Mekanisme pertahanan tubuh pada integumen yang intact merupakan
perlawanan terhadap infeksi Kandidiasis. Beberapa hal yang memicu maserasi
pada kulit akan menyebabkan munculnya tempat potensial untuk invasi Candida
bahkan pada individu yang sehat. Beberapa tahun ini dikemukakan peran dari
sel dendritik untuk mempertahankan integritas kulit dan mukosa. Apabila
Candida menginvasi dermis atau masuk ke dalam aliran darah, maka sel leukosit
polimorfonuklear (sel PMN) berperan penting pada pertahanan tubuh karena sel
PMN memiliki kapasitas untuk merusak pseudohifa, untuk memfagositosis dan
membunuh blastospora. Berdasarkan penelitian, enzim mieloperoksidase,

hydrogen peroksida, dan anion superoksida merupakan mekanisme utama



dalam membunuh Candida albicans secara intraseluler. Disamping itu, neutrofil,
monosit dan eusinofil juga memiliki fungsi fagositosis seperti sel dendritik. Akan
tetapi, neutrofil dan monosit hanya sedikit memiliki mieloperoksidase, dimana hal
ini menentukan kapasitas untuk membentuk hydrogen peroksida dan anion
superoksida untuk membunuh Candida albicans dengan efektif. Sel-sel lain
seperti sel endothelial dan sel epitel juga dapat menelan organism pada
percobaan in vivo, namun tidak memiliki efek membunuh secara langsung.
Platelet juga memiliki aktifitas anti-Candida, dimana platelet-derived factor
menstimulasi produksi germ tube dan Candida cell wall fractions agglutinate
platelets (Neville, 2009).

Pada bentuk manifestasi serius dari infeksi candida, organisme ini
menyebar secara hematogen, membentuk mikro dan makroabses pada organ-
organ utama dalam tubuh. Meskipun mekanisme pasti belum diketahui, namun
kemungkinan besar Candida masuk ke aliran darah dari permukaan mukosa
setelah berkembang dalam jumlah yang besar akibat penggunaan antibiotika.
Perubahan bentuk dari blastospora menjadi pseudohifa dan hifa mengakibatkan
candida dapat berpenetrasi ke jaringan dan menyebabkan manifestasi klinis
(Neville, 2009).

2.2.3 Kandidiasis Oral
2.2.3.1 Definisi, Etiologi, Epidemiologi Kandidiasis Oral

Kandidiasis oral merupakan salah satu penyakit pada rongga mulut
berupa lesi merah dan lesi putih yang disebabkan oleh jamur jenis Candida sp,
dimana Candida albicans merupakan jenis jamur yang menjadi penyebab utama.
Kandidiasis oral pertama kali dikenalkan oleh Hipocrates pada tahun 377 SM,
yang melaporkan adanya lesi oral yang kemungkinan disebabkan oleh genus
Kandida. Terdapat 150 jenis jamur dalam famili Deutromycetes, dan tujuh

diantaranya (Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosi, Candida



krusei, Candida kefyr, Candida glabrata, dan Candida gquilliermondii) dapat
menjadi patogen, dan Candida albicans merupakan jamur terbanyak yang
terisolasi dari tubuh manusia sebagai flora normal dan penyebab infeksi
oportunistik (Cannon,1995). Terdapat sekitar 30-40% Candida albicans pada
rongga mulut orang dewasa sehat, 45% pada neonatus, 45-65% pada anak-anak
sehat, 50-65% pada pasien yang memakai gigi palsu lepasan, 65-88% pada
orang yang mengkonsumsi obat-obatan jangka panjang, 90% pada pasien
leukemia akut yang menjalani kemoterapi, dan 95% pada pasien HIV/AIDS
(Akpan, 2002).

Kandidiasis oral dapat menyerang semua umur, baik pria maupun wanita.
Meningkatnya prevalensi infeksi Kandida albikan ini dihubungkan dengan
kelompok penderita HIV/AIDS, penderita yang menjalani transplantasi dan
kemoterapi maligna. Odds dkk (1990) dalam penelitiannya mengemukakan
bahwa dari 6.545 penderita HIV/AIDS, sekitar 44.8% adalah penderita
kandidiasis (Monica, 2005).
2.2.3.2 Klasifikasi dan Gejala Klinis

Gambaran klinis kandidiasis oral tergantung pada keterlibatan lingkungan
dan interaksi organisme dengan jaringan pada host. Adapun kandidiasis oral
dikelompokkan atas tiga, yaitu :

1. Akut, dibedakan menjadi dua jenis, yaitu :
a. Kandidiasis Pseudomembranosus Akut

Kandidiasis pseudomembranosus akut yang disebut juga sebagai thrush,
pertama sekali dijelaskan kandidiasis ini tampak sebagai plak mukosa yang
putih, difus, bergumpal atau seperti beludru, terdiri dari sel epitel deskuamasi,
fibrin, dan hifa jamur, dapat dihapus meninggalkan permukaan merah dan kasar
(Akpan, 2002). Pada umumnya dijumpai pada mukosa pipi, lidah, dan palatum

lunak. Penderita kandidiasis ini dapat mengeluhkan rasa terbakar pada mulut



(Allen, 1992). Kandidiasis seperti ini sering diderita oleh pasien dengan sistem
imun rendah, seperti HIV/AIDS, pada pasien yang mengkonsumsi kortikosteroid,
dan menerima kemoterapi (Ohio, 2005). Diagnosa dapat ditentukan dengan
pemeriksaan klinis, kultur jamur, atau pemeriksaan mikroskopis secara langsung

dari kerokan jaringan (Langlais, 2005).

Gambar 2.3 Kandidiasis Pseudomembranosus Akut (Neville, 2009).

b. Kandidiasis Atropik Akut

Kandidiasis jenis ini membuat daerah permukaan mukosa oral
mengelupas dan tampak sebagai bercak-bercak merah difus yang rata. Infeksi ini
terjadi karena pemakaian antibiotik spektrum luas, terutama Tetrasiklin, yang
mana obat tersebut dapat mengganggu keseimbangan ekosistem oral antara
Lactobacillus acidophilus dan Kandida albikan. Antibiotik yang dikonsumsi oleh
pasien mengurangi populasi Lactobacillus dan memungkinkan Kandida tumbuh
subur. Pasien yang menderita Kandidiasis ini akan mengeluhkan sakit seperti

terbakar (Langlais, 2005).



Gambar 2.4 Kandidiasis Atropik Akut (Neville, 2009).
2. Kronik, dibedakan menjadi tiga jenis, yaitu :
a. Kandidiasis Atropik Kronik
Disebut juga “denture stomatitis” atau “alergi gigi tiruan”. Mukosa palatum
maupun mandibula yang tertutup basis gigi tiruan akan menjadi merah, kondisi
ini dikategorikan sebagai bentuk dari infeksi Kandida. Kandidiasis ini hampir 60%
diderita oleh pemakai gigi tiruan terutama pada wanita tua yang sering memakai

gigi tiruan selagi tidur (Langlais, 2005).

Gambar 2.5 Kandidiasis Atropik Kronik (Neville, 2009).
b. Kandidiasis Hiperplastik Kronik
Infeksi jamur timbul pada mukosa bukal atau tepi lateral lidah berupa
bintik-bintik putih yang tepinya menimbul tegas dengan beberapa daerah merah.

Kondisi ini dapat berkembang menjadi displasia berat atau keganasan, dan



kadang disebut sebagai Kandida leukoplakia. Bintik-bintik putih tersebut tidak
dapat dihapus, sehingga diagnosa harus ditentukan dengan biopsi. Kandidiasis

ini paling sering diderita oleh perokok (Grrenberg, 2003).

Gambar 2.6 Kandidiasis Hiperplastik Kronik (Neville, 2009).
¢. Median Rhomboid Glositis
Median Rhomboid Glositis adalah daerah simetris kronis di anterior lidah
ke papila sirkumvalata, tepatnya terletak pada duapertiga anterior dan sepertiga
posterior lidah. Gejala penyakit ini asimptomatis dengan daerah tidak berpapila

(Grrenberg, 2003).

Gambar 2.7 Median Rhomboid Glositis (Neville, 2009).
3. Keilitis Angularis
Keilitis angularis merupakan infeksi Kandida albikan pada sudut mulut,

dapat bilateral maupun unilateral. Sudut mulut yang terkena infeksi tampak



merah dan pecah-pecah, dan terasa sakit ketika membuka mulut. Keilitis
angularis ini dapat terjadi pada penderita defisiensi vitamin B12 dan anemia

defisiensi besi (Samaranayake, 2006).

Gambar 2.8 Keilitis Angularis (Neville, 2009).

2.2.4 Penatalaksanaan

Pada pasien yang kesehatan tubuhnya normal, seperti perokok dan
pemakai gigi tiruan, perawatan kandidiasis oral relatif mudah dan efektif, namun
pasien yang mengkonsumsi antibiotik jangka panjang, dan pasien dengan sistem
imun tubuh rendah yang mendapat perawatan kemoterapi dimana infeksi jamur
mau tidak mau akan timbul, maka perawatan kandidiasisnya lebih spesifik.
Adapun perawatan kandidiasis oral yaitu dengan menjaga kebersihan rongga
mulut, memberi obat-obatan antifungal baik lokal maupun sistemik, dan berusaha
menanggulangi faktor predisposisi, sehingga infeksi jamur dapat dikurangi (Ohio,
2005).

Kebersihan mulut dapat dijaga dengan menyikat gigi maupun menyikat
daerah bukal dan lidah dengan sikat lembut. Pada pasien yang memakai gigi
tiruan, gigi tiruan harus direndam dalam larutan pembersih seperti Klorheksidin,
hal ini lebih efektif dibanding dengan hanya meyikat gigi tiruan, karena

permukaan gigi tiruan yang tidak rata dan poreus menyebabkan Kandida mudah



melekat, dan jika hanya menyikat gigi tiruan tidak dapat menghilangkannya
(Akpan, 2002).

Pemberian obat-obatan antifungal juga efektif dalam mengobati infeksi
jamur.Terdapat dua jenis obat antifungal, yaitu pemberian obat antifungal secara
topikal dan sistemik. Pengobatan antifungal topikal pada awal abad 20 yaitu
dengan menggunakan gentian violet, namun karena perkembangan resisten dan
adanya efek samping seperti meninggalkan stain pada mukosa oral, sehingga
obat itu diganti dengan Nystatin yang ditemukan pada tahun 1951 dan
Amphotericin B pada tahun 1956. Obat-obat tersebut bekerja dengan mengikat
sterol pada membran sel jamur, dan mengubah permeabilitas membran sel.
Nystatin merupakan obat antifungal yang paling banyak digunakan. Obat
antifungal sistemik digunakan pada pasien yang tidak mempan terhadap obat
antifungal topikal dan pada pasien dengan resiko tinggi menderita infeksi
sistemik (Zunt, 2000).

Selain menjaga kebersihan rongga mulut dan memberi obat-obatan
antifungal pada pasien, faktor predisposisi juga harus ditanggulangi.
Penanggulangan faktor predisposisi meliputi pembersihan dan penyikatan gigi
tiruan secara rutin dengan menggunakan cairan pembersih, seperti Klorheksidin,
mengurangi rokok dan konsumsi karbohidrat, mengunyah permen karet bebas
gula untuk merangsang pengeluaran saliva, menunda pemberian antibiotik dan
kortikosteroid, menangani penyakit yang dapat memicu kemunculan kandidiasis
seperti penanggulangan penyakit diabetes, HIV, dan leukemia (Samaranayake,
2006).

2.3 Lemon (Citrus limon L.)
2.3.1 Lemon (Citrus limon L.)
Buah lemon (Citrus limon L.) merupakan jaringan reproduktif yang

mengelilingi biji angiosperma dari pohon lemon. Buah lemon digunakan untuk



tujuan kuliner dan non kuliner di seluruh dunia. Sari buah lemon mengandung
5% (kurang lebih 0,03 mol/Liter) citric acid , sehingga memberi lemon rasa kecut,
dan memiliki pH 2 hingga 3 (Morton, 1987).

Berikut ini adalah taksonomi dari lemon

Kerajaan : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Geraniales

Familia : Rutaceae

Genus : Citrus

Spesies : Citrus limon L. Burm. F

Gambar 2.9 : Buah Lemon (Citrus limon L.) (Herbal, 2006).

2.3.2 Kandungan Kulit Buah Lemon (Citrus limon L.)

Kulit lemon terdiri dari dua lapisan. Lapisan luar (pericarp) mengandung
essensial oil 6%, yang sebagian besar tersusun dari limonene 90% dan citral 5%
ditambah dengan sedikit ferpinol, linodyl dan geranyl acetate. Lapisan dalam
(mucocarp) tidak mengandung essensial oil tapi mengandung variasi dari
flavones glycolides, carisenoid, pectinserta derivate dari coumarine (Katzer,

2002).



Mengenai komponen komponen kimia utama dari kulit buah lemon adalah
B-pinene , limonene, y terpinene , a-pinene, camphene, sabinene, myrcene, a-
terpinene, linalool, B-bisabolene, trans-a-bergamotene, nerol, dan neral. Dari
seluruh komponen kimia yang terdapat pada kulit buah lemon, yang diduga
berfungsi sebagai antifungi adalah limonene yang termasuk dalam kelas
terpenoid (Maria et al, 2005).

Tidak hanya itu, kulit lemon juga mengandung berbagai zat gizi antara
lain kalsium, fosfor, potassium, asam askorbat dan vitamin A yang sangat

berguna untuk kesehatan tubuh (Herbal, 2006).
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Gambar 2.10 Struktur Kimia Golongan Terpenoid (Sumber:
http://chemed.chem.purdue.edu/genchem/topicreview/bp/lorganic/hydro.ht
mi)

2.3.3 Manfaat Kulit Buah Lemon (Citrus limon L.)

Kulit lemon adalah bagian dari Citrus limon, nama ilmiah lemon.
Kebanyakan orang membuang kulit lemon dan hanya memakan bagian dari
daging buah lemon saja. Meskipun kulit lemon tidak selezat buahnya, namun
kulit lemon mengandung banyak manfaat terutama dalam bidang medis. Di
Afrika, kulit lemon digunakan sebagai obat penyakit usus besar, dan di India kulit
lemon digunakan untuk mengobati penyakit gastritis. Berdasarkan penelitian

British Pharmacopoeia, kulit lemon juga dapat dimanfaatkan sebagai aroma



terapi yang dapat mengobati insomnia. Studi terbaru mengenai penemuan
monoterpene pada kulit lemon yang disebut limonene menunjukkan bahwa zat
tersebut sangat berguna untuk mengatasi pertumbuhan abnormal pada kulit,
meningkatkan pembentukan sel darah putih, dan sebagai antibakteri.
Berdasarkan penelitian terbaru, kandungan limonene juga dapat digunakan
untuk membantu menurunkan kejadian squamous cell carcinoma pada kulit,
meskipun masih diperlukan study lebih lanjut untuk membuktikannya (Herbal,
2006).

Kulit lemon yang juga kaya kandungan sitrat diketahui dapat mencegah
penggumpalan kalsium sehingga dapat mencegah terjadinya arteriosklerosis.
Selain itu juga berlimpah kandungan serat berupa pectin yang baik untuk
menurunkan kadar kolesterol dan trigliserida (Rahman, 2005).

2.4 Terpenoid
Terpenoid merupakan suatu golongan hidrokarbon yang banyak dihasilkan oleh

tumbuhan dan terutama terkandung pada getah dan vakuolaselnya. Pada tumbuhan,

senyawa-senyawa golongan terpena dan modifikasinya, terpenoid, merupakan metabolit
sekunder. Terpenoid dihasilkan pula oleh sejumlah hewan, terutama serangga dan
beberapa hewan laut. Di samping sebagai metabolit sekunder, terpenoid merupakan
kerangka penyusun sejumlah senyawa penting bagi makhluk hidup. Sebagai contoh,

senyawa-senyawa steroid adalah turunan skualena, juga karoten dan retinol (Rahman,

2005).

Terpenoid memainkan peran yang sangat penting dalam kehidupan hewan dan
tumbuhan. Untuk tanaman sangat berguna dalam berbagai proses termasuk respirasi,
fotosintesis, pertumbuhan, perkembangan, dan adaptasi lingkungan. Dewasa ini terpenoid
menjadi molekul yang sangat penting dalam dunia agrikultur dan medis. Terpenoid
menjadi nutrisi penting untuk makanan, sebagai agen kemoterapi untuk pengobatan

tumor, sebagai antibakteri, antifungi, anti inflamasi, anti tuberculosis, dan anti HIV.



Sedang penggunaan pada bidang agrikultur mencakup sebagai substansi dasar untuk
insectisida (Ethan, 2001).

Terpenoid disebut juga isoprenoid. Hal ini dapat dimengerti karena kerangka
penyusun terpenoid adalah isoprena (CsHg). Terpenoid memiliki rumus dasar (CsHsg)n,
dengan n merupakan penentu kelompok tipe terpenoid. Modifikasi terpenoid adalah
senyawa dengan struktur serupa tetapi tidak dapat dinyatakan dengan rumus dasar
(Rahman, 2005).

Terpenoid dikenal sebagai komponen obat herbal tradisional serta
memiliki efek antifungi, antibacterial, antineoplastik serta fungsi farmasi lainnya.
Mekanisme kerja terpenoid sebagai antifungi belum sepenuhnya dipahami.
Tetapi beberapa penelitian menemukan adanya efek toksik terpenoid terhadap
struktur dan fungsi membrane. Terpenoid diketahui mampu menghambat sintesa
ergosterol yang terjadi pada membrane sel. Dimana ergosterol merupakan
komponen penting dalam membrane sel. Bagian lipofilik pada terpenoid
berpartisipasi ke dalam struktur dan fungsi membran sehingga menyebabkan
perubahan fluiditas membrane, mengubah lingkungan lipid protein membrane,
melisiskan membrane sel, dan mengganggu aktivitas enzimatik membrane yang
dapat menghambat pembentukan dinding sel (niescier, 2000; Daisy et al, 2008;

Choi et al, 2008) .
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Gambar 2.11Jalur Biosintesis Ergosterol (Ghannoum dan Rice, 1999)
25 Obat Antifungi

Obat antifungi merupakan obat yang digunakan untuk mengobati infeksi
akibat jamur. Antifungi dapat dikelompokkan menjadi tiga kelas berdasarkan
sasaran aksinya, yaitu antifungi azole yang menginhibisi sintesis ergosterol
(sterol utama jamur); polyene yang Dberinteraksi secara fisikokimia
denganmembran sterol jamur; serta 5-fluorocytocine, yang menginhibisi sintesis

makromolekul (Ghannoum and Rice, 1999).



2.5.1 Mekanisme Aksi Antifungi

Berikut ini dijelaskan beberapa mekanisme aksi dari beberapa pilihan
antifungi, yaitu antifungi yang mempengaruhi sterol jamur, dinding jamur, dan
asam nukleat jamur.
2.5.1.1Antifungi yang Mempengaruhi Sterol Jamur

Dalam pemanfaatan klinis, antifungi yang mempengaruhi sterol jamur
dibagi menjadi tiga kelompok utama. Kelompok tersebut adalah : azole, polyene,
dan allylamine/thiocarbamate. Seluruh aktivitas antifungi obat tersebut
dikarenakan oleh inhibisi sintesis atau interaksi langsung dengan ergosterol,
yang merupakan komponen utama membran sel jamur (Parks and Casey, 1996).
25.1.1.1 Azole

Laporan pertama mengenai aktifitas antifungi golongan azole diterbitkan
pada akhir era 60-an (Holt, 1980; Seehan et al., 1999). Komponen asli golongan
ini, seperti miconazole dan econazole, beserta dengan komponen-komponen
yang belakangan ditemukan, seperti ketoconazole, fluconazole, dan itraconazole,
terbukti efektif untuk melawan infeksi jamur pada manusia. Diantara golongan
azole, fluconazole merupakan obat yang banyak digunakan, terutama karena
keamanan dan efficacy klinisnya (Hata et al., 1995; Nakamura et al., 1995;
Perfect and Schell, 1995; Fothergill et al. 1996; Itoh et al. 1996; Law and
Denning, 1996).
2.5.1.1.2 Polyene

Kerentanan suatu sel terhadap polyene seperti amphotericin B tergantung
pada keberadaan sterol dalam membran plasma sel. Hal ini diperkuat fakta
bahwa semua organisme yang rentan terhadap polyene seperti ragi, algae, dan
protozoa memiliki sterol dalam membran luarnya, sementara organisme yang

resisten tidak (Norman et al., 1972). Pentingnya sterol membran bagi aktivitas



polyene juga didukung oleh studi-studi sebelumnya, yang menunjukkan bahwa
jamur dapat dilindungi dari efek aksi inhibsi polyene tertentu dengan cara
menambahkan sterol dalam medium pertumbuhan (Gottleib et al., 1958; Lampen
et al., 1960; Zygmunt and Tavormina, 1966). Efek ini dipercaya merupakan hasil
interaksi fisiokimia antara sterol dengan polyene, sehingga obat tidak dapat
berikatan dengan sterol seluler.

Mekanisme polyene yang lebih besar seperti amphotericin B diduga
merupakan hasil interaksi antara obat antifungi dengan sterol membran yang
menimbulkan pori-pori aqueous yang terdiri dari sebuah cincin yang tersusun dari
delapan molekul amphotericin B yang terikat secara hidrofobik pada membran
sterol (de Kruijff and Demel, 1974; Holz, 1974). Konfigurasi ini mengubah
permeabilitas membran sehingga terjadi kebocoran komponen sitoplasmik yang
mengarah pada kematian organisme (Kerridge, 1980; Kerridge et al., 1985).
Selain itu, kematian Candida albicans juga dapat disebabkan oleh kerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh polyene (Titsworth and Grunberg, 1973; Graybill

et al., 1997).
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Gambar 2.12 Representasi Skematik Interaksi Antara Amphotericin B dan Kolesterol
Dalam Phospolipid Bilayer. (A) Pori yerbentuk oleh gabungan dua sumuran (B) Orientasi
molekuler dalam pori pada kolesterol akibat amphotericin B. (Defever et al., 1982)



2.5.1.1.3 Allylamine

Sebuah studi yang dilakukan oleh Ryder dan Favre (1997) menunjukkan
bahwa target kerja allylamine adalah squalene epoxidase. Kematian sel jamur
terjadi terutama karena akumulasi squalene, bukan karena defisiensi ergosterol.
Dalam kadar tinggi, squalene dapat meningkatkan permeabilitas membran yang
mengganggu keseluruhan organisasi seluler.
2.5.1.2Antifungi yang Aktif Terhadap Dinding Sel Jamur

Antifungi yang aktif terhadap dinding sel jamur bekerja dengan cara
menginhibisi sintesis glucan. Dari tiga golongan antifungi yang bekerja secara
spesifik sebagai inhibitor 3B-glucan synthase (aculeacin, echinocandin, dan
papulacandin), hanya echinocandin yang terus diteliti secara klinis untuk
mengevaluasi keamanan, tolerabilitas, dan efficacynya melawan kandidiasis
(Ghannoum and Rice, 1999).

Inhibitor B-glucan bekerja sebagai inhibitor nonkompetitif spesifik teradap
B-(1,3)-glucan synthase. Akibatnya, pembentukan komponen glukan struktural
menjadi terhambat. Meskipun demikian, sintesis asam nukleat dan mannan tetap
berjalan. Inhibisi ini memiliki efek sekunder terhadap sel intak, seperti
pengurangan kadar ergosterol dan lanosterol serta peningkatan kadar chitin di
dinding sel. Hal ini mengakibatkan perubahan jamur setara sitologis dan
ultrastruktural, dan lisis akan terestriksi, terutama di ujung-ujung tunas sel yang
tumbuh (Ghannoum and Rice, 1999).
2.5.1.3 Antifungi yang Menghinhibisi Asam Nukleat

Antifungi yang menginhibisi asam nukleat seperti 5-fluorocytosine (5FC)
memasuki sel dengan bantuan enzim permease. Begitu 5FC berhasil memasuki
sel, antifungi ini akan dikonversi oleh enzim cytosine deaminase menjadi 5-
flurouracil (5FU). Selanjutnya, 5FU akan dikonversi menjdi 5-fluorouridylic acid

(FUMP) oleh UMP. FUMP akan difosforilasi lebih lanjut dan bergabung dengan



RNA. Pada akhirnya, hal ini akan mengganggu sintesis protein sel jamur (Polak
and Scholer, 1975). 5FU juga dikonversi menjadi 5-flurodeoxyuridine
monophosphate yang merupakan inhibitor thymidylate synthase poten.

Enzim tersebut terlibat dalam sintesis DNA dan pembelahan inti sel
(Diasio et al., 1978). Dengan demikian, 5FC bekerja dengan cara menghambat
metabolisme pirimidin sekaligus sintesis RNA, DNA, dan protein di sel jamur.
2.5.2 Resistensi terhadap Antifungi

Resistensi terhadap antifungi dapat terjadi melalui berbagai mekanisme.
Mekanisme ini antara lain meliputi perubahan target obat, perubahan biosintesis
sterol, pengurangan konsentrasi enzim target intraseluler, dan overekspresi
target obat antifungi (Ghannoum and Rice, 1999).
2.5.2.1. Antifungi yang Mempengaruhi Sterol Jamur

Berikut ini dijelaskan mekanisme resistensi terhadap antifungi yang
mempengaruhi sterol jamur.
2.5.2.1.1 Resistensi terhadap Azole

Masih belum ada laporan mengenai modifikasi azole sebagai dasar
mekanisme resistensi. Strain yang resisten terhadap azole menunjukkan adanya
modifikasi kualitas dan kuantitas enzim target, mengurangan akses menuju
target, atau kombinasi dari mekanisme-mekanisme ini (Ghannoum and Rice,
1999).
2.5.2.1.2 Resistensi terhadap Polyene

Meskipun sudah digunakan secara klinis selama lebih dari 30 tahun,
resistansi terhadap antifungi polyene seperti amphotericin B dan nystatin jarang
dilaporkan. Apabila ada, isolat yang umumnya resisten biasanya merupakan
spesies-spesies Candida yang jarang dijumpai, seperti Candida lusitaniae,
Candida glabrata, dan Candida guilliermondii (Martins and Rex, 1996). Fryberg

(1974) memperkirakan bahwa perkembangan resistensi terhadap polyene terjadi



melalui seleksi alam oleh sel-sel yang secara alami telah resisten terhadap
polyene. Sel-sel tersebut memproduksi sterol yang dimodifikasi sehingga
memiliki afinitas lebih rendah terhadap antifungi polyene.
2.5.2.1.3 Resistensi terhadap Allylamine

Meskipun allylamine seperti terbinafine terkadang gagal menyembuhkan
infeksi jamur, resistensi jamur patogen manusia terhadap allylamine masih belum
dilaporkan. Meskipun demikian, peningkatan frekuensi penggunaan allylamine
kemungkinan dapat memicu resistensi, karena Vanden Bossche et al. (1992)
telah melaporkan bahwa satu strain Candida glabrata yang resisten terhadap
fluconazole mengekspresikan cross-resistance terhadap terbinafine.
2.5.2.2 Antifungi yang Aktif terhadap Dinding Sel Jamur

Karena inhibitor sintesis glukan belum dimanfaatkan dalam praktek Klinis,
data mengenai adanya resistensi terhadap antifungi ini hanya didapat dari
penelitian laboratorium (Kurtz, 1997; Kurtz and Douglas, 1997).
2.5.2.3 Antifungi yang Menghinhibisi Asam Nukleat

Resistensi 5-fluorocytosine dapat terjadi melalui penurunan uptake
(hilangnya aktivitas permease) atau melalui hilangnya aktivitas enzimatik yang
bertanggung jawab untuk mengonversi 5-fluorocytosine menjadi 5-florouridylic
acid. Meskipun resistensi karena penurunan uptake 5FC telah dijumpai pada S.
cerevisiae dan C. glabrata, mekanisme ini masih belum dijumpai pada Candida
albicans atau Cryptococcus neoformans (Jund and Lacroute, 1970; Whelan,
1987).
2.6 Uji Kepekaan Terhadap Antifungi Secaraln Vitro

Menurut Murray et al. (1999), teknik bakteriologi dasar untuk uji kepekaan
terhadap antimikroba secara in vitro dapat digunakan untuk uji kepekaan
terhadap antifungi di dalam laboratorium. Meskipun demikian, terdapat beberapa

hal yang harus disesuaikan, yaitu:



a. Media yang dapat digunakan untuk Candida albicans adalah media
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) plate atau Sabouraud Dextrose Broth.

b. Inkubasi membutuhkan suhu 35°C dan waktu 24-48 jam karena fungi
butuh waktu yang lebih lama untuk memperbanyak diri.

C. Pemeriksaan langsung spesimen klinik untuk Candida albicans
menunjukkan bentukan yeast berdiameter 3-4 ym atau pseudohyphae
berdiameter 5-10 um. Bentukan hifa yang melengkung dan pendek
biasanya didapati bersama sel yeast bulat yang mengumpul dalam
kelompok-kelompok kecil.

d. Spektrofotometer diatur menggunakan A = 530 nm agar sama dengan
kekeruhan standar McFarland 0,5 (1x10° hingga 5x10° CFU/ml)

e. Konsentrasi jamur untuk uji antifungi adalah 0,5x10* hingga 2,5x10*
CFU/ml
Uji kepekaan terhadap antimikroba secara in vitro dapat dilakukan

dengan beberapa metode, yaitu metode dilusi tabung, metode dilusi agar, dan

metode difusi cakram (Dzen dkk., 2003).

2.6.1 Metode Dilusi Tabung
Tes ini dikerjakan dengan menggunakan satu seri tabung reaksi yang diisi

media cair dan sejumlah tertentu bakteri yang diuji. Kemudian masing-masing

tabung diisi dengan obat yang telah diencerkan secara serial. Selanjutnya, seri
tabung diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24-48 jam dan diamati terjadinya
kekeruhan pada tabung. Konsentrasi terendah obat pada tabung yang
ditunjukkan dengan hasil biakan yang mulai tampak jernih (tidak ada
pertumbuhan bakteri) adalah KHM (Kadar Hambat Minimal) dari obat.

Selanjutnya biakan dari semua tabung yang jernih diinokulasikan pada media

agar, diinkubasikan dan keesokan harinya diamati ada tidaknya koloni bakteri

yang tumbuh. Konsentrasi terendah obat pada biakan padat yang ditunjukkan



dengan tidak adanya pertumbuhan koloni bakteri adalah KBM (Kadar Bunuh
Minimal) dari obat terhadap bakteri uji (Dzen dkk., 2003).
2.6.2 Metode Dilusi Agar
Tes ini dikerjakan dengan menggunakan metode dilusi agar (agar dilution
test). Larutan antimikroba yang sudah diencerkan secara serial dicampurkan ke
dalam medium agar yang masih cair (tetapi tidak terlalu panas) kemudian agar
dibiarkan memadat, dan selanjutnya diinokulasi dengan bakteri atau jamur.
Dibutuhkan enam cawan dan satu cawan untuk kontrol positif tanpa antimikroba.
Dengan metode ini, satu atau lebih bakteri terisolasi yang tercampur per cawan.
Pada metode dilusi agar, diperlukan larutan antimikroba dengan kadar menurun
yang dibuat menggunakan teknik pengenceran serial. Selanjutnya, diinkubasikan
pada suhu 37°C selama 24-48 jam. Setelah di inkubasi, cawan diamati serta
dihitung pertumbuhan bakteri (Dzen, 2003).
2.6.3 Metode Difusi Cakram
Tes ini dikerjakan dengan menggunakan cakram kertas saring yang
mengandung bahan antimikroba yang telah ditentukan kadarnya. Cakram
tersebut kemudian ditempatkan pada media padat yang telah diberi bakteri uji.
Setelah diinkubasi, diameter area hambatan dihitung sebagai daya hambat obat
terhadap bakteri uji (Jawetzet al.,1996). Area hambatan yang terbentuk
ditunjukkan sebagai daerah yang tidak memperlihatkan adanya pertumbuhan
bakteri di sekitar cakram kertas saring.
Evaluasi dapat dilakukan dua cara seperti berikut ini :
a. Cara Kirby Bauer
Cara ini dilakukan dengan membandingkan diameter dari area jernih (zona
hambatan) disekitar cakram dengan tabel standar yang dibuat oleh NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standard). Dengan tabel NCCLS

ini dapat diketahui kriteria sensitif, sensitif intermediet dan resisten.



a. Cara Joan-Stokes
Cara ini dilakukan dengan membandingkan radius zona hambatan yang
terjadi antara bakteri kontrol yang sudah diketahui kepekaannya terhadap
obat tersebut dengan isolat bakteri yang diuji. Pada cara Joan-Stokes,
prosedur uji kepekaan untuk bakteri kontrol dan bakteri uji dilakukan
bersama-sama dalam satu piring agar (Dzen dkk., 2003). Kriterianya adalah
Sensitif : yaitu radius zona inhibisi kuman tes lebih luas, sama dengan atau
lebih kecil tetapi tidak lebih dari 3 mm terhadap kontrol.Intermediet : yaitu
radius zona inhibisi kuman tes lebih besar dari 3 mm, tetapi dibanding kontrol
lebih kecil lebih dari 3 mm. Resisten : yaitu radius zona inhibisi kurang atau
sama dengan 3 mm (Dzen dkk., 2003).

2.7 Macam-Macam Proses Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan zat dari bahan padat
maupun cair dengan bantuan pelarut. Pelarut yang digunakan harus dapat
mengekstrak substansi yang diinginkan tanpa melarutkan material lainnya.
Ekstraksi menggunakan pelarut didasarkan pada kelarutan komponen terhadap
komponen lain dalam campuran. Salah satu teknik ekstraksi adalah
menggunakan air untuk mengambil pigmen alami dari tumbuhan. Terdapat
beberapa faktor yang mempengaruhi laju ekstraksi suatu bahan atau zat, yaitu :
(1) tipe persiapan sampel; (2) waktu ekstraksi; (3) Kuantitas pelarut; (4) suhu
pelarut; dan (5) tipe pelarut (Luthana, 2009).

Pemilihan larutan penyaring harus mempertimbangkan banyak faktor.
Larutan penyaring yang baik harus memenuhi kriteria yaitu murah dan mudah
diperoleh, stabil secara fisika dan kimia, bereaksi netral, tidak mudah menguap
dan tidak mudah terbakar, tidak mempengaruhi zat berkhasiat. Larutan

pengekstraksi yang digunakan disesuaikan dengan kepolaran senyawa-senyawa



yang diinginkan. Larutan pengekstraksi yang digunakan yaitu petroleum eter
(Lifton, 2007).

Petroleum eter adalah pelarut non polar yang merupakan campuran
hidrokarbon cair yang bersifat mudah menguap . Petroleum eter akan melarutkan
senyawa-senyawa yang bersifat kurang polar pada selubung sel dan dinding sel
seperti lemak-lemak, terpenoid, klorofil dan steroid (Lifton, 2007).

2.7.1 Prinsip Maserasi

Maserasi merupakan cara penyarian sederhana yang dilakukan dengan
caramerendam serbuk simplisia dalam cairan penyari selama beberapa hari
pada temperatur kamar dan terlindung dari cahaya. Metode maserasi digunakan
untuk menyari simplisia yang mengandung komonen kimia yang mudah larut
dalam cairan penyari, tidak mengandung benzoin, tiraks dan lilin. Keuntungan
dari metode ini adalah peralatannya sederhana, sedangkan kerugiannya antara
lain waktu yang diperlukan untuk mengekstraksi sampel cukup lama, cairan
penyari yang digunakan lebih banyak, tidak dapat digunakan untuk bahan-bahan
yang mempunyai tekstur keras seperti benzoin, tiraks dan lilin (Luthana, 2009).
2.7.2 Prinsip Soxhletasi

Soxhletasi merupakan penyarian simplisia secara berkesinambungan,
cairan penyari dipanaskan sehingga menguap, uap cairan penyari terkondensasi
menjadi molekul-molekul air oleh pendingin balik dan turun menyari simplisia
dalam klongsong dan selanjutnya masuk kembali ke dalam labu alas bulat
setelah melewati pipa sifon.

Keuntungan prinsip soxhletasi antara lain adalah dapat digunakan untuk
sampel dengan tekstur yang lunak dan tidak tahan terhadap pemanasan secara
langsung, pelarut yang digunakan lebih sedikit, pemanasannya dapat diatur.
Sedangkan kerugian prinsip soxhletasi antara lain adalah karena pelarut didaur

ulang, ekstrak yang terkumpul pada wadah bagian bawah terus-menerus



dipanaskan sehingga dapat menyebabkan reaksi peruraian oleh panas, Jumlah
total senyawa-senyawa yang diekstraksi akan melampaui kelarutannya dalam
pelarut tertentu sehingga dapat mengendap dalam wadah dan membutuhkan
volume pelarut yang lebih banyak untuk melarutkannya, bila dilakukan dalam
skala besar, mungkin tidak cocok untuk menggunakan pelarut dengan titik didih
yang terlalu tinggi, seperti metanol atau air, karena seluruh alat yang berada di
bawah komdensor perlu berada pada temperatur ini untuk pergerakan uap
pelarut yang efektif.
2.7.3 Prinsip Perkolasi

Perkolasi adalah cara penyarian dengan mengalirkan penyari melalui
serbuk simplisia yang telah dibasahi. Keuntungan metode ini adalah tidak
memerlukan langkah tambahan yaitu sampel padat (marc) telah terpisah dari
ekstrak. Kerugiannya adalah kontak antara sampel padat tidak merata atau
terbatas dibandingkan dengan metode refluks, dan pelarut menjadi dingin
selama proses perkolasi sehingga tidak melarutkan komponen secara efisien
(Luthana, 2009).
2.7.4 Prinsip Refluks

Dalam metode ini, penarikan komponen kimia dilakukan dengan cara
sampel dimasukkan ke dalam labu alas bulat bersama-sama dengan cairan
penyari lalu dipanaskan. Kemudian, uap-uap cairan penyari terkondensasi pada
kondensor bola menjadi molekul-molekul cairan penyari yang akan turun kembali
menuju labu alas bulat, akan menyari kembali sampel yang berada pada labu
alas bulat, demikian seterusnya berlangsung secara berkesinambungan hingga
mencapai penyarian sempurna. Filirat yang diperoleh, kemudian dikumpulkan
dan dipekatkan. Keuntungan dari metode ini adalah digunakan untuk
mengekstraksi sampel-sampel yang mempunyai tekstur kasar dan tahan

pemanasan langsung. Sedangkan kerugian metode ini adalah membutuhkan



volume total pelarut yang besar dan sejumlah manipulasi dari operator (Luthana,
2009).
2.7.5 Prinsip Destilasi Uap Air

Destilasi uap adalah metode yang popular untuk ekstraksi minyak-minyak
menguap (esensial) dari sampel tanaman. Metode destilasi uap air diperuntukkan
untuk menyari simplisia yang mengandung minyak menguap atau mengandung
komponen kimia yang mempunyai titik didih tinggi pada tekanan udara normal
(Luthana, 2009).
2.7.6 Prinsip Rotavapor

Proses pemisahan ekstrak dari cairan penyarinya dengan pemanasan
yang dipercepat oleh putaran dari labu alas bulat, cairan penyari dapat menguap
5-10° C di bawah titik didih pelarutnya disebabkan oleh karena adanya
penurunan tekanan. Dengan bantuan pompa vakum, uap larutan penyari akan
menguap naik ke kondensor dan mengalami kondensasi menjadi molekul-
molekul cairan pelarut murni yang ditampung dalam labu alas bulat penampung

(Luthana, 2009).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konsep

Kulit lemon (Citrus limon L.)

\ 4
Ekstrak petroleum eter kulit

lemon (Citrus limon L.):

e [imonene
e f(-pinene
e y-terpinene

A 4
Membran sel fungi

A
Menghambat sintesa ergosterol

e Perubahan fluiditas membrane sel sehingga terjadi perubahan transport ion
pada membrane sel

¢ Gangguan system enzimatik membrane sehingga menghambat sintesa
protein dinding sel

A 4
dinding sel dan membran sel fungi lisis

A
Pertumbuhan Candida albicans terhambat

Gambar 3.1 Kerangka Konsep

Ekstrak petroleum eter kulit lemon akan menghasilkan kandungan Citrus

limon berupa limonene, [-pinene, vy-terpinene yang ketiganya merupakan
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golongan terpenoid. Golongan terpenoid ini bekerja menghambat sintesa
ergosterol yang terjadi pada membrane sel. Ergosterol merupakan salah satu
komponen penting pada membrane sel (Dewi, 2008). Pada Candida albicans,
ergosterol memiliki peran penting dalam fluiditas membrane, permeabilitas
membrane, morfologi sel, serta aktifitas enzim yang berperan dalam sintesis
dinding sel. (Niescier, 2000; Daisy et al, 2008; Choi et al, 2008).

Salah satu prasyarat penting yang harus dipenuhi agar Candida albicans
dapat hidup adalah terjaganya integritas sel. Dinding sel merupakan salah satu
struktur terpenting Candida albicans karena berfungsi memberi bentuk sel dan
melindungi sel dari pengaruh lingkungan luar. Dinding sel diproduksi melalui
serangkaian reaksi enzimatik yang terjadi pada ergosterol membrane sel. Apabila
sintesa ergosterol dihambat, produksi dinding sel pun akan terganggu, akibatnya
Candida albicans kehilangan integritas struktural selnya dan mati (Segal, 1994).

Sehingga pertumbuhan Candida albicans akan terhambat.

3.2 Hipotesis
Ekstrak petroleum eter kulit lemon mempunyai efek antifungi terhadap

Candida albicans secara in vitro.

BAB 4

METODE PENELITIAN



4.1 Rancangan Penelitian

Desain penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah desain
penelitian true experimentalpost control design only karena penelitian ini bisa
dilihat hasilnya setelah dilakukan penelitian untuk mengetahui efek antifungi
berbagai konsentrasi ekstrak petroleum eter kulit lemon (Citrus limon L) terhadap
jamur Candida albicans dengan menggunakan metode tube dilution test yang
dilanjutkan dengan penggoresan pada media Saboaroud Dextrose Agar.
4.2 Sampel Penelitian

Sampel pada penelitian ini adalah jumlah koloni jamur Candida albicans
dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
dengan kepadatan 10* CFU/ml per tube. Jumlah pengulangan penelitian
menggunakan sebagai berikut :(Lukito, 1998).
p(n-1)= 16
8 (n-1) =216
8n-8 =16
8n 224> nz3
Keterangan:
p = jumlah perlakuan (8, yaitu 7 konsentrasi ekstrak petroleum eter, 1 kontrol)
n = jumlah pengulangan (3 kali pengulangan).
4.3 Variabel Penelitian

Variabel pada penelitian ini ada dua, yaitu variabel tergantung dan

variabel bebas.

4.3.1 Variabel Tergantung
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Variabel tergantung pada penelitian ini adalah pertumbuhan jumlah koloni
jamur Candida albicans.
4.3.2 Variabel Bebas
Variabel bebas adalah ekstrak petroleum eter kulit lemon (Citrus limon L)
dengan konsentrasi 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% dan 8%.
4.4 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Mikrobiologi Fakultas kedokteran
Universitas Brawijaya Malang dari bulan Januari 2012 sampai mei 2012.
4.5 Instrumen Penelitian
Instrumen yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari alat dan bahan.
451 Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah glas objek, ose, bunsen,
tabung reaksi kosong steril, korek api, vortex, inkubator, plate kosong steril,
mikroskop, pisau, nampan, timbangan, kertas timbel, ekstraktor soxhlet,
waterbath, rotatory evaporator, cawan petri, mikropipet 1 ml, inkubator, label,
blue tip, colony counter, spektrofotometer (gambar alat dapat dilihat pada
lampiran 1).
45.2 Bahan
4.5.2.1Bahan untuk identifikasi jamur candida albicans adalah alkohol 96%, sda
(sabouraud dextrose agar), sabouraud dextrose broth, kristal violet, lugol,
safranin, aquadest, minyak imersi, kertas penghisap, kapas.
4.5.2.2 Bahan untuk pembuatan ekstrak petroleum eter kulit lemon adalah 3kg
kulit lemon (Citrus limon |.) yang berasal dari perkebunan Punten kota
Batu, 450 ml petroleum eter, air pendingin.
4.5.2.3 Bahan uji kepekaan ekstrak petroleum eter kulit lemon (citrus limon 1.)
adalahisolat candida albicans, ekstrak petroleum eter kulit lemon,

sabouraud dextrose broth, sda + tween 0,05%, nacl, aquadest steril.



4.6

4.7

Definisi Operasional
Ekstrak petroleum eter kulit lemon adalah kulit luar dari buah lemon (Citrus
limon L.) yang berasal dari perkebunan Punten Batu. Kulit dikeringkan pada
suhu ruang kemudian dihaluskan dengan menggunakan grinder dan
diekstraksi dengan pelarut petroleum eter.
Isolat jamur Candida albicans adalah isolat yang diperoleh dari sampel
sputum pasien di Rumah Sakit Saiful Anwar Malang yang telah diidentifikasi
oleh Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Standar kepadatan jamur yang digunakan dalam penelitian ini sebesar 10*
CFU/ml (Murrayet al., 1999).
Satuan CFU merupakan singkatan dari Colony Forming Unit.
KHM adalah kadar hambat minimum, yaitu diamati hambatan pertumbuhan
mikroba dengan membandingkan kekeruhan atau pertumbuhannya dengan
kontrol yang mengandung media. KHM didapatkan pada tabung yang jernih
pada pengenceran tertinggi. Penentuan KHM dilakukan dengan metode
pengenceran (dilution method).
Kadar Bunuh Minimum (KBM) adalah kadar atau konsentrasi minimal larutan
ekstrak kulit lemon yang mampu membunuh kuman uji (Candida albicans),
ditandai dengan tidak terdapatnya pertumbuhan koloni kuman pada media
Saborous Dextrose Agar (SDA) yang telah dilakukan streaking dengan satu

ose larutan ekstrak kulit lemon yang tidak menunjukkan kekeruhan.

Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian terdiri dari prosedur penelitian pendahuluan dan

prosedur penelitian sesungguhnya. Penelitian pendahuluan disini dimaksudkan



untuk memperoleh konsentrasi yang digunakan dalam penelitian sesungguhnya.

Tahapan dalam prosedur penelitian ini adalahprosedur proses pembuatan

ekstrak petroleum eter, pemeriksaan mikroskopik, tes germinating tube,

persiapan suspensi uji Candida albicans, dan uji aktivitas antifungal ekstrak kulit
luar lemon (Citrus limon L) terhadap Candida albicans.

4.7.1 Proses  Pembuatan

Ekstrak Petroleum Eter Kulit Lemon (Wijiani : 2009)

a. Kulitlemon diiris.

b. Kulitlemon yang telah diiris diletakkan di atas nampan.

c. Kulitlemon dikeringkan pada suhu ruang.

d. Kulit lemon kering ditimbang dan diambil sebanyak 100 g kulit lemon
kering.

e. Kulitlemon kering dimasukkan dalam kertas timbel yang telah dijahit.

f. Kulit lemon dimasukkan dalam ekstraktor soxhlet.

g. Petroleum eter sebanyak 450 ml dimasukkan ke dalam ekstraktor soxhlet.

h.  Air pendingin dialirkan.

i. Petroleum eter dan kulit lemon kering dalam ekstraktor soxhlet dipanaskan
dengan waterbath.

J- Ekstraksi dilakukan selama 7 kali siklus.

k. Setelah dilakukan ekstraksi, hasil yang diperoleh kemudian didinginkan
dalam suhu ruang. Sehingga, didapatkan ekstrak yang masih bercampur
dengan pelarut petroleum eter.

Ekstrak campur pelarut dimasukkan dalam rotator evaporator pada suhu
40-60°C.

m. Pelarut petroleum eter diuapkan sampai diperoleh ekstrak kental.

n. Didapatkan ekstrak konsentrasi 100%.
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Gambar 4.1 Ekstraktor Soxhlet

4.7.2 Pemeriksaan Mikroskopis

a.

Gelas objek dibersihkan dengan kapas, kemudian dilewatkan di atas api
untuk menghilangkan lemak dan dibiarkan dingin.
Satu ose aquades steril diteteskan pada gelas objek ditambah sedikit
biakan jamur yang diambil menggunakan ose, selanjutnya disuspensikan
dengan aquades pada gelas objek dan diratakan. Untuk sediaan cair
tidak perlu disuspensikan dengan aquades.
Sediaan dikeringkan di udara, kemudian dilakukan fiksasi dengan cara
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.



4.7.3

4.7.4

Sediaan ditetesi dengan alkohol 96% selama 5-10 detik
atau sampai warna cat luntur. Sisa alkohol dibuang dan dibilas dengan
air.

Sediaan ditetesi safranin selama %2 menit. Sisa safranin
dibuang dan dibilas dengan air.

Sediaan dikeringkan dengan kertas penghisap.

Sediaan dilihat di bawah mikroskop dengan lensa objektif
perbesaran 1000x.

Hasil positif : Candida albicans tercat ungu (Gram
positif).

Tes Germinating Tube

Isolat jamur diambil dari perbenihan dengan menggunakan ose yang
sudah disterilisasi dengan cara pembakaran.

Dimasukkan tabung yang berisi serum mamalia 0,5 ml.

Diinkubasikan pada 35°C selama + 4 jam.

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

Diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran lensa objektif 40x.

Dicari bentukan pseudohifa memanjang khas Candida albicans.
Persiapan Suspensi Uji Candida albicans

Dipersiapkan jamur Candida albicans dari SDA yang telah diuji
konfirmasi.

Ambil 5 koloni (d = 1mm) dengan ose kemudian dimasukkan ke dalam 5
ml NaCl 0,85% steril. Kemudian diukur Optical Density (OD) atau

kepadatan optisnya dengan spektrofotometer pada Anaks = 530 nm. Dari



4.7.5

hasil yang diperoleh dibuat suspensi sel yang mengandung 1x10°® hingga
5x10° CFU/ml dengan rumus nq X v4 = ny X Vo (Murray et al., 1999).

Untuk mendapatkan suspensi sel yang mengandung 0,5x10* hingga
2,5x10* CFU/ml dilakukan dengan cara mengambil 1 ml (dari tabung yang
mengandung 10° CFU/ml) untuk dicampur dengan 9 ml NaCl 0,85% steril.
Maka akan didapatkan suspensi sel dengan konsentrasi 10° CFU/ml.
Proses dilanjutkan satu kali hingga mencapai konsentrasi suspensi jamur
yang digunakan untuk tes, yaitu 0,5x10* hingga 2,5x10* CFU/ml (Murray
et al., 1999).

Uji Aktivitas Antifungi Ekstrak Petroleum Eter Kulit Lemon(Citrus
limon L.) TerhadapCandida albicans

Rangkaian uji aktivitas antifungi ekstrak petroleum eter kulit lemon adaah

sebagai berikut:

a.

Disediakan 9 tabung steril, 7 tabung sebagai uji antifungi dan 1

tabung sebagai kontrol jamur , 1 kontrol bahan.

b. Ekstrak petroleum eter kulit lemon (dalam bentuk cairan) dimasukkan pada

tabung reaksi steril masing-masing sebanyak 0,1 ml, 0,15 ml, 0,2 ml, 0,25ml,

0,3 ml, 0,35 ml.

Aquades steril dimasukkan pada masing-masing tabung sebanyak 0,9ml,

0,85ml, 0,8ml, 0,75ml, 0,7ml, 0,65ml.

c. Menyiapkan perbenihan cair perbenihan jamur dengan konsentrasi jamur

0,5x10* hingga 2,5x10* CFU/ml

Perbenihan cair jamur dimasukkan pada semua tabung konsentrasi di atas,

masing-masing sebanyak 1 ml. Sehingga konsentrasi akhir ekstrak petroleum

eter kulit lemon (Citrus limon L.) adalah 0% (kontrol jamur), 2%, 3%, 4%, 5%,

6%, 7% dan8%.



d. Kontrol jamur (0%) digoreskan pada SDA sebagai original inoculum kemudian
diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 35°C.

e. Masing-masing tabung di-vortex dan diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu
35°C.

f. Pada hari kedua, semua tabung dikeluarkan dari inkubator. KHM didapatkan
dengan cara melihat kejernihan tabung.

g. Kemudian dari masing-masing tabung dilusi diambil satu ose kemudian
diinokulasikan pada SDA. Kemudian diinkubasi 24-48 jam pada suhu 35°C.

h. Pada hari ketiga didapatkan data KBM dan dilakukan pengamatan kuantitatif
pada masing-masing konsentrasi dengan cara menghitungjumlah koloni jamur
dengan colony counter. KBM ditentukan dari tidak adanya jumlah koloni yang
tumbuh pada SDA atau jumlah koloninya kurang dari 0,1% jumlah koloni di Ol.

i. Setelah ditemukan konsentrasi KBM kemudian dilakukan penelitian yang
sesungguhnya dengan prosedur yang sama seperti pada penelitian
pendahuluan dengan 8 konsentrasi A%,B%,C%,D%,E%,F%, G% dan H%.
Konsentrasi tersebut ditentukan berdasarkan hasil eksplorasi dari penelitian
pendahuluan. Rentang konsentrasi 1% digunakan untuk menentukan Kadar
Bunuh Minimal (KBM) yang lebih tepat serta untuk mendapatkan persamaan
regresi yang lebih teliti. Jarak ini masih dianggap ideal karena jarak yang
terlalu dekat (<1%) akan menyebabkan tingkat kesalahan pengambilan
ekstrak meningkat.

4.8  Analisis Data

Data terlebih dahulu dilakukan uji distribusi dan homogenitas varian
menggunakan kolmogorov smirnov. Apabila data terdistribusi normal, analisis
data yang digunakan adalah uji statistik one way ANOVA dan uji statistik
korelasi-regresi. Uji statistik one way ANOVA dengan derajat kepercayaan 95 %

(a = 0,05) digunakan untuk mengetahui adanya pengaruh pemberian berbagai



konsentrasi ekstrak petroleum eter kulit lemon terhadap jumlah koloni jamur
Candida albicans. Sedangkan uji korelasi-regresi digunakan untuk mengetahui
kekuatan hubungan antara konsentrasi ekstrak petroleum eter lemon terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans. Analisis data menggunakan program

SPSS (Statistical Product of Service Solution) for Windows versi 17.0.



BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Hasil Identifikasi Candida albicans

Jamur Candida albicans yang digunakan di dalam penelitian ini berasal
dari jsolate yang didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang. Masing-masing isolate jamur di streaking ulang di
medium Sabouraud Dextrose Agar (SDA), semua isolate jamur Candida albicans
akan menghasilkan koloni yang berbentuk bulat dengan permukaan sedikit
cembung yang terlihat pada gambar 5.1a. Teksturnya halus, licin dan terkadang
sedikit berlipat-lipat, terutama pada koloni yang sudah tua. Ukuran koloni
dipengaruhi oleh umur biakan. Koloni berwarna putih kekuningan dan berbau
asam seperti tape. Pada pewarnaan Gram dan pengamatan dibawah mikroskop
dengan pembesaran 1000x didapatkan gambaran sel ragi (blastospora)

berbentuk bulat, lonjong atau bulat lonjong seperti pada Gambar 5.1b.

Gambar 5.1 Morfologi Koloni dan Sel Candida albicans (a) Koloni Candida
albicans pada medium SDA; (b) Jamur Candida albicans pada pengecatan Gram
pembesaran 1000x



Uji Germinating Tube Test telah dilakukan sebelumnya oleh labolatrium
mikrobiologi Universitas Brawijaya. Pada pengamatan didapati bentukan
pseudohifa memanjang (tanda panah) khas Candida albicans seperti terlihat

pada Gambar 5.2
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Gambar 5.2 Pseudohifa (Tanda panah) Candida albicans pada Uji
Germinating Tube Test

5.1.2 Gambaran Ekstrak Kulit Lemon

Ekstrak kulit lemon (Citrus Lemon L.) berwarna kuning, sedikit keruh dan
mudah larut dalam air.
5.1.3 Hasil Pengamatan Pertumbuhan Candida albicans pada Tabung dan
Analisis KHM

Pada penelitian ini digunakan 7 macam konsentrasi ekstrak kulit lemon
yaitu 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% dan 8% serta konsentrasi 0% (kontrol jamur atau
jamur tanpa ekstrak). KHM (kadar hambat minimal) adalah kadar terendah dari

antifungi yang mampu menghambat pertumbuhan jamur (ditandai dengan tidak



adanya kekeruhan pada tabung), setelah diinkubasi selama 24 jam (Dzen dkk,
2003). Tingkat kekeruhan larutan diamati untuk menentukan KHM.

Hasil pengamatan efek ekstrak kulit lemon terhadap pertumbuhan
Candida albicans pada tabung dapat dilihat pada Tabel 5.1

Tabel 5.1 Tingkat kekeruhan jamur Candida albicans

Ulangan | Konsentrasi Ekstrak Kulit Lemon KJ
2% 3% 4% 5% 6% 7% 8%

I 3 2 0 0 0 0 0 3
Il 3 2 0 0 0 0 0 3
1] 3 2 0 0 0 0 0 3
Keterangan :

1. Skor 0 : Jernih, berarti tidak tumbuh jamur

2. Skor 1 : Sedikit keruh, berarti tumbuh sedikit jamur

3. Skor 2 : keruh, berarti tumbuh banyak jamur

4. Skor 3 : Sangat keruh, berarti tumbuh sangat banyak jamur

5.

KJ : Kontrol jamur, Candida albicans
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Gambar 5.3 Tingkat Kekeruhan pada Tabung




Pada tabung konsentrasi 2% nampak sangat keruh yang berarti sangat
banyak jamur yang tumbuh, pada tabung konsentrasi 3% nampak keruh yang
berarti masih banyak jamur yang tumbuh, sedangkan pada tabung konsentrasi
4%, 5%, 6%, 7% dan 8% nampak jernih yang berarti tidak ada jamur yang
tumbuh. Dari hasil pengamatan dapat diketahui bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak, semakin kecil tingkat kekeruhan pada tabung dan dapat
terlihat bahwa konsentrasi 4% merupakan konsentrasi terkecil yang tidak
menunjukkan kekeruhan pada tabung, sehingga dapat disimpulkan bahwa KHM
penelitian adalah konsentrasi 4%.

5.1.4 Hasil Pengukuran Pertumbuhan Candida albicans pada Media SDA
dan Analisis KBM

Setelah tabung diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dan diamati tingkat
kekeruhannya untuk melihat KHM, tiap konsentrasi ekstrak tersebut diinokulasi
pada SDA. Kemudian SDA diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Penghitungan jumlah koloni yang tumbuh pada masing-masing konsentrasi SDA
dihitung keesokan harinya dengan menggunakan colony counter. Hal ini berlaku
untuk ketiga isolate jamur Candida albicans untuk melihat kadar bunuh minimum.

KBM (Kadar Bunuh Minimal) adalah kadar terendah dari antifungi yang dapat
membunuh jamur (ditandai dengan tidak tumbuhnya kuman pada SDA) atau
pertumbuhan koloninya kurang dari 0.1% dari jumlah koloni inoculum awal
(Original Inoculum/Ql) pada medium SDA yang telah dilakukan penggoresan
sebanyak satu ose (1 pl) (Dzen dkk. 2003). Hasil streaking jamur pada SDA
dapat dilihat pada Gambar 5.4

Hasil pengukuran pertumbuhan Candida albicans dari perbenihan media

SDA dapat dilihat pada Tabel 5.2



Tabel 5.2 Jumlah Koloni Candida albicans pada media SDA (CFU/Plate)

Ulangan | Konsentrasi Ekstrak Kulit Lemon KJ

2% 3% 4% 5% 6% 7% | 8% | Ol | (kontrol

jamur)

I 6050 | 2450 | 528 341 193 5 0 167 | 212.000

Il 5220 | 2780 | 600 313 183 6 0 201 | 199.000

1] 5420 | 2650 | 583 370 190 4 0 3568 | 177.000

Mean 5563 | 2627 | 570 342 188 5 0 242 | 196.000

Catatan : Ol (Original Inokulum)







Gambar 5.4 Jumlah Koloni Candida albicans pada Media SDA

Keterangan:

(a) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak 0% atau kontrol jamur
(b) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak kulit lemon 2%

(c) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak kulit lemon 3%

(d) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak kulit lemon 4%

(e) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak kulit lemon 5%

(f) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak kulit lemon 6%

(g) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak kulit lemon 7%

(h) Pertumbuhan koloni pada konsentrasi ekstrak kulit lemon 8%

(iy Pertumbuhan koloni padaoriginal inoculum

Pada konsentrasi 2% didapatkan koloni rata-rata sejumlah 5563 koloni, pada
konsentrasi 3% didiapatkan koloni rata-rata sejumlah 2627 koloni, pada
konsentrasi 4% didapatkan koloni rata-rata sejumlah 570 koloni, pada

konsentrasi 5% & didapatkan koloni rata-rata sejumlah 342 koloni, pada



konsentrasi 6% didapatkan koloni rata-rata sejumlah 188 koloni, pada
konsentrasi 7% didapatkan koloni rata-rata sejumlah 5 koloni dan baru pada
konsentrasi 8% didapatkan koloni rata-rata sejumlah 0 koloni. Dari hasil
pengukuran dapat diketahui bahwa terjadi penurunan rata-rata jumlah koloni
Candida albicans seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak kulit lemon
dan didapatkan KBM pada konsentrasi 8% karena pada konsentrasi tersebut

tidak menunjukkan adanya pertumbuhan koloni jamur Candida albicans.
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Gambar 5.5 Grafik Pertumbuhan Candida albicans pada Media SDA
dengan Konsentrasi Tertentu Ekstrak Kulit Lemon

5.2 Analisis Data

Hasil penelitian ini kemudian dianalisa dengan menggunakan analisis statistic
SPSS versi 17.0 untuk windows. Tabel One-way Anova, Post Hoc Tukey,

Correlations and Regresi Linier terdapat pada lampiran.

5.2.1 Analisis Data dengan Metode One-way Anova
Metode One—way Anova digunakan untuk mengetahui perbandingan
pengaruh berbagai konsentrasi ekstrak kulit lemon terhadap Candida albicans.
Dari uji Anova diperoleh nilai signifikansi 0.000 yang artinya perbedaan

bermakna antar perlakuan.



Langkah selanjutnya adalah mengolah yang ada dengan menggunakan
metode Post Hoc test untuk mengetahui perbedaan yang bermakna diantara
berbagai konsentrasi ekstrak. Uji Post Hoc Tukey merupakan uji perbandingan
berganda (multiple comparisons). Uji ini menunjukkan pasangan kelompok
sampel (kelompok perlakuan atau konsentrasi dan jumlah koloni) yang
memberikan perbedaan yang signifikan dan yang tidak memberikan perbedaan
secara signifikan. Dari hasil uji Post Hoc Tukey dapat diketahui bahwa ada
perbedaan yang signifikan di setiap pasangan kelompok sampel yang
ditunjukkan oleh angka signifikansi 0,000 (p< 0,05).

Dari Post Hoc test diketahui terdapat perbedaan bermakna antara
berbagai konsentrasi, diantara Konsentrasi 0% (Kontrol Jamur) bermakna
terhadap seluruh konsentrasi yang ada, konsentrasi 2% bermakna terhadap
konsentrasi yang ada, konsentrasi 3% bermakna terhadap konsentrasi yang ada,
konsentrasi 4% bermakna terhadap konsentrasi yang ada, konsentrasi 5%
bermakna terhadap konsentrasi yang ada, konsentrasi 6% bermakna terhadap
konsentrasi yang ada, konsentrasi 7% bermakna terhadap konsentrasi yang ada,
konsentrasi 8% bermakna terhadap konsentrasi yang ada.

Tabel 5.3 Ringkasan Nilai Signifikansi (p<0.05) Post Hoc Test

Konsentrasi | 0% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8%

0% 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000
2% 0.000 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000
3% 0.000 | 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000
4% 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000 |0.000
5% 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000
6% 0.000 | 0.000 | 0.000 |[0.000 |0.000 0.000 | 0.000
7% 0.000 | 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000 |0.000 0.000




8% 0.000 | 0.000 | 0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |O0.000

5.2.2 Analisis Data dengan Uji Korelasi dan Regresi Linier

Analisis data dengan uji korelasi bertujuan untuk mengetahui kekuatan
hubungan antara pemberian ekstrak kulit lemon terhadap jumlah koloni Candida
albicans.Uji korelasi nyang digunakan adalah metode Pearson.

Dari uji korelasi Pearson didapatkan nilai signifikansi 0.000 yang berarti
terdapat hubungan antara pemberian ekstrak kulit lemon terhadap pertumbuhan
candida albicans. Nilai Pearson Correlation menunjukkan nilai R=-977 yang
artinya terdapat hubungan yang sangat erat antar variabel, nilai negative
menunjukkan arah hubungan berkebalikan antar variabel yaitu semakin tinggi
konsentrasi ekstrak maka semakin sedikit jumlah koloni yang tumbuh

Analisis Regresi digunakan untuk menentukan model yang paling sesuai
untuk pasangan data serta dapat digunakan untuk membuat model dan
menyelidiki hubungan antara dua variabel atau lebih. Dalam penelitian ini uji
regresi digunakan untuk mengetahui sejauh mana hubungan antara peningkatan
konsentrasi dengan kemampuan penghambatan terhadap koloni.

Dari Uji regresi linier didapatkan nilai Adjusted R Square(R?) = 0.953 yang
artinya persentase pengaruh pemberian ekstrak kulit lemon terhadap
pertumbuhan Candida albicans adalah 95.3% sedangkan 4.7% dipengaruhi
variabel perancu yang tidak diteliti. Faktor-faktor tersebut bisa merupakan akibat

dari lama penyimpanan ekstrak atau akibat resistensi jamur itu sendiri.




BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian ini dimaksudkan untuk mengetahui efek antifungi ekstrak kulit
lemon terhadap pertumbuhan Candida albicans secara in vitro, serta untuk
mengetahui berapa KHM dan KBM ekstrak kulit lemon terhadap penghambatan
pertumbuhan jamur Candida albicans secara in vitro. Metode yang digunakan
pada penelitian ini adalah metode dilusi tabung (tube dilution test). Dengan
metode ini akan diketahui Kadar Hambat Minimum (KHM) yang diamati dari
tingkat kekeruhan tabung dilusi dan Kadar Bunuh Minimum (KBM) yang dilihat
dari pertumbuhan koloni jamur pada Sabouraud Dextrose Agar (SDA) < 0,1 %
original inoculums. Selain itu, dapat pula diketahui hubungan antara konsentrasi
ekstrak kulit lemon terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans.

Jamur yang digunakan dalam penelitian ini disediakan oleh Laboratorium
Mikrobiologi FKUB. Jamur diidentifikasi dengan pewarnaan Gram dan diamati di
bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x. Pada pengamatan didapatkan sel
ragi berwarna ungu yang menunjukkan sifat Gram positif. Uji Germinating Tube
dilakukan untuk membedakan spesies Candida albicans dengan spesies
Candida lainnya. Dengan uji Germinating Tube, didapatkan gambaran
pseudohifa memanjang yang hanya didapati pada Candida albicans.
Pengamatan secara makroskopis juga dilakukan dengan melihat pertumbuhan

koloni jamur Candida albicans pada Sabouraud Dextrose Agar. Pada



pengamatan makroskopis, terlihat koloni yang berwarna putih kekuningan pada
Sabouraud Dextrose Agar. Pertumbuhan koloni jamur Candida albicans juga
mudah dikenali dengan aroma khas seperti tape (Suprihatin, 1982). Isolat
tersebut kemudian dibuat biakan cair dengan standar kepadatan (1-5)x10*
CFU/ml.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kulit lemon, diekstrak
dengan metode ekstraksi soxhlet petroleum eter 96% karena dapat digunakan
untuk sampel dengan tekstur yang lunak dan tidak tahan terhadap pemanasan
secara langsung, pelarut yang digunakan lebih sedikit, pemanasannya dapat
diatur, proses penyarinya sempurna, prosesnya cepat. Petroleum eter dipilih
sebab bahan aktif yang diduga terdapat pada kulit lemon, yaitu golongan
trepenoid, cenderung larut terhadap petroleum eter.

Penelitian ini dilakukan dalam dua tahap, tahap yang pertama Candida
albicans ditumbuhkan dalam media cair yang dicampurkan dengan ekstrak kulit
lemon dan inkubasi selama 24 jam untuk diamati kekeruhannya yang selanjutnya
digunakan dalam menentukan KHM. Tahap yang kedua adalah penggoresan
(streaking) pada medium SDA kemudian diinkubasi selama 24 jam untuk dihitung
jumlah koloni dengan menggunakan colony counter yang selanjutnya digunakan
untuk menentukan KBM

Konsentrasi ekstrak kulit lemon yang digunakan dalam penelitian ini
diperoleh berdasarkan penelitian pendahuluan yaitu dengan dosis 50%, 25%,
12,5%, 6,125%, 3,125%, 1,562% pada tanggal 14 Agustus 2012. Penelitian
lanjutan dari penelitian sebelumnya dengan dosis 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%,
3,5%, 4% pada tanggal 21 Agustus 2012. Penelitian lanjutan dari penelitian
sebelumnya dengan dosis 0,25%, 0,5%, 0,75%, 1%, 1,25%, 1,5% pada tanggal
28 Agustus 2012. Dalam penelitian tersebut didapatkan konsentrasi akhir ekstrak

kulit lemon 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% dan 8%. Konsentrasi ekstrak kulit lemon



pada penelitian ini berdasarkan konsentrasi yang dapat memberikan hasil
pertumbuhan terbaik yang masih dapat dihitung dengan kemampuan dan
ketersediaan prasarana yang ada.

Dari hasil pengamatan pada tabung dapat ditentukan bahwa KHM ekstrak
kulit lemon terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans adalah pada
konsentrasi 4% sedangkan KBM didapatkan pada konsentrasi 8% karena pada
konsentrasi ini tidak terdapat koloni jamur yang tumbuh. Dari hasil ini dapat
disimpulkan bahwa ekstrak kulit lemon mempunyai aktifitas dalam menghambat
pertumbuhan jamur Candida albicans, semakin besar konsentrasi ekstrak kulit
lemon yang diberikan semakin besar pula daya hambat pada pertumbuhan
Candida albicans, dimana pada konsentrasi 8% tidak didapatkan pertumbuhan
Candida albicans.

Pada penelitian ini, hasil perhitungan jumlah koloni yang tumbuh pada
medium SDA dianalisis dengan uji statistic One Way Anova, uji Post Hoc,
Korelasi dan Regresi Linier menggunakan SPSS 17.

Uji statistik One Way Anova digunakan untuk mengetahui seberapa
signifikan efek ekstrak kulit lemon terhadap pertumbuhan koloni jamur Candida
albicans. Dari uji ini didapatkan angka signifikansi 0.000 (p< 0.05) sehingga
kesimpulan yang dapat diambil adalah ekstrak kulit lemon memberikan efek yang
signifikan terhadap penghambatan pertumbuhan koloni jamur Candida albicans.
Uji statistic Post Hoc digunakan untuk mengetahui kelompok pemberian
konsentrasi mana yang berbeda dan mana yang tidak berbeda. Dari uji Post Hoc
dapat disimpulkan bahwa semua konsentrasi tidak mempunyai perbedaan yang
signifikan satu sama lainnya.

Uji Korelasi Pearson digunakan untuk mengetahui apakah ada hubungan
antara konsentrasi ekstrak kulit lemon dengan jumlah koloni Candida albicans.

Uji Korelasi menunjukkan nilai signifikansi 0.000 yang berarti terdapat hubungan



antara pemberian ekstrak kulit lemon terhadap pertumbuhan jamur Candida
albicans. Kemudian hasil analisis menunjukkan nilai R=-977 yang artinya
terdapatnya hubungan yang sangat erat antar variabel, nilai negatif
menunjukkan konsentrasi ekstrak kulit lemon terhadap jumlah koloni Candida
albicans yang bersifat berlawanan, dimana semakin tinggi konsentrasi kulit lemon
maka semakin rendah jumlah koloni Candida albicans.

Uji Regresi Linier bertujuan untuk mengetahui bagaimana gambaran
hubungan antara peningkatan konsentrasi ekstrak kulit lemon terhadap
penurunan jumlah koloni. Dari Uji Regresi Linier didapatkan nilai Adjusted R
Square (R?) = 0.953 yang artinya persentase pengaruh pemberian ekstrak kulit
lemon terhadap pertumbuhan Candida albicans adalah 95.3%, sedangkan 4,7%
dipengaruhi variabel perancu yang tidak diteliti.

Kandungan kulit lemon tersusun oleh berbagai macam zat akiif,
diantaranya Limonene, [-pinene dan y-terpinene yang mempunyai sifat
antimikotik. Limonene yang merupakan senyawa trepenoid yang terkandung
didalam ekstrak kulit lemon dapat menghancurkan struktur-struktur pada dinding
Candida albicans. Dinding sel Candida albicans yang bersifat antigenik ini sendiri
berfungsi sebagai pelindung dari lingkungannya dan berperan pula pada
penempelan serta pertumbuhan kolonisasi jamur (Katzer, 2002). Disamping
Limonene, kulit lemon juga mengandung [-pinene dan y-terpinene. Pada
penelitian Pawar et al tahun 2011 melaporkan B-pinene memiliki aktivitas
antifungi yang kuat terhadap Candida albicans. [B-pinene dan y-terpinene
merupakan golongan terpenoid. Golongan terpenoid ini bekerja menghambat
sintesa ergosterol yang terjadi pada membrane sel. Ergosterol merupakan salah
satu komponen penting pada membrane sel (Dewi, 2008). Dengan demikian
ekstrak kulit lemon melalui kandungan zat aktif yang terkandung didalamnya

memiliki efek antimikotik terhadap Candida albicans.



Penelitian British Pharmacopoeia, kulit lemon juga dapat dimanfaatkan
sebagai aroma terapi yang dapat mengobati insomnia. Penemuan lain
monoterpene pada kulit lemon yang disebut limonene menunjukkan bahwa zat
tersebut sangat berguna untuk mengatasi pertumbuhan abnormal pada kulit,
meningkatkan pembentukan sel darah putih, dan sebagai antijamur. Berdasarkan
penelitian terbaru, kandungan limonene juga dapat digunakan untuk membantu
menurunkan kejadian squamous cell carcinoma pada kulit. (Herbal, 2006).
Penelitian lain kulit lemon yang juga kaya kandungan sitrat diketahui dapat
mencegah penggumpalan kalsium. Sehingga dapat mencegah terjadinya
arteriosklerosis. Selain itu juga berlimpah kandungan serat berupa pectin yang
baik untuk menurunkan kadar kolesterol dan trigliserida (Rahman, 2005).

Berdasarkan hasil penelitian dan analisa data diatas dapat disimpulkan
bahwa ekstrak kulit lemon memiliki efek antijamur terhadap pertumbuhan
Candida albicans secara in vitro, semakin tinggi konsentrasi ekstrak kulit lemon
semakin sedikit koloni jamur Candida albicans yang tumbuh.

Aplikasi klinis dari penelitian ini memang masih memerlukan penelitian
lebih lanjut mengenai standarisasi bahan aktif apa saja yang dapat digunakan
dan berapa konsentrasi yang efektif sebagai antijamur. Beberapa zat aktif yang
berperan sebagai antifungi dalam kulit lemon masih belum diketahui interaksinya,
oleh karena itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui
kemungkinan efek sinergisnya atau antagonisnya.Penelitian untuk mengetahi
konsentrasi masing-masing zat aktif yang terkandung didalam kulit lemon juga
diperlukan agar dapat diperkirakan dosis yang aman untuk dikonsumsi manusia.
Namun berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka ekstrak kulit
lemon ini dapat digunakan secara langsung oleh masyarakat sebagai
pengobatan alternative infeksi Candida albicans secara topical. Sedangkan

penggunaan secara sistemik masih memerlukan penelitian lebih lanjut secara in



vivo pada hewan coba untuk meneliti efek farmakokinetik, efek farmakodinamik
dan efek toksiknya.

Dengan melihat fakta hasil penelitian, dimana didapatkan penurunan
jumlah koloni Candida albicans seiring dengan peningkatan konsentrasi dan
diperkuat dengan adanya data bahwa kulit lemon mengandung bahan aktif yang
memiliki daya antijamur, maka dapat disimpulkan ekstrak kulit lemon efektif

dalam penghambatan pertumbuhan jamur Candida albicans secara in vitro.



BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa ekstrak kulit lemon
memiliki efek terhadap penghambatan pertumbuhan Candida albicans secara in
vitroyang ditunjukkan dengan :

a. KHM, dari hasil pengamatan penguji, semakin tinggi konsentrasi ekstrak,
semakin kecil tingkat kekeruhan pada tabung dan konsentrasi 4% merupakan
konsentrasi terkecil yang tidak menunjukkan kekeruhan pada tabung.

b. KBM, dari hasil perhitungan koloni, terjadi penurunan rata-rata jumlah koloni
C.albicans seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak dan konsentrasi
8% merupakan konsentrasi terkecil yang tidak menunjukkan adanya
pertumbuhan koloni.

7.2 Saran

Adapun saran yang penliti berikan dari penelitian ini adalah :

a. Diharapkan dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek kulit lemon dengan
menggunakan metode selain ekstrak petroleum eter.

b. Perlu penelitian lebih lanjut tentang konsentrasi bahan-bahan aktif yang
terkandung dalam kulit lemon yang bersifat antijamur sehingga dapat

diperkirakan dosis yang aman untuk dikonsumsi manusia.



c. Perlu penelitian lebih lanjut tentang bagaimana efek antijamur kulit lemon
terhadap Candida albicans secara in vivo pada hewan coba atau manusia

baik secara topical atau sistemik.
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