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Candida albicans merupakan salah satu jamur yang dapat ditemukan di
rongga mulut. C. albicans adalah jamur komensal yang normal terdapat di
mukosa rongga mulut pada individu yang sehat (Akpan, 2002). Jamur ini
jumlahnya mencapai 40-80% dari populasi mikroorganisme di rongga mulut
(Grenbeerg et al,. 2008). Walaupun demikian C. albicans dapat menjadi patogen
dalam kondisi tertentu sehingga menimbulkan infeksi yang disebut dengan
kandidiasis. Pengobatan kandidiasis dapat dilakukan dengan beberapa cara, salah
satunya adalah dengan cara memanfaatkan tanaman obat yang diduga dapat
menghambat pertumbuhan jamur, memiliki efek samping minimal dan mudah
didapatkan di lingkungan sekitar.

Daun Kakao merupakan salah satu tanaman herbal yang memiliki khasiat
terapi. Pada daun kakao terdapat beberapa senyawa aktif berupa kafein, flavonoid
dan alkaloid yang diduga memiliki aktivitas antijamur. Pada penelitian ini
menggunakan metode maserasi dikarenakan metode ekstraksi yang sederhana.

Penelitian ini merupakan jenis penelitian experimental laboratories in
vitro dengan rancangan penelitian the post-test only control group design yang
bertempat di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember dan dilaksanakan pada bulan September 2018. Sampel berjumlah 6 untuk
setiap kelompok penelitian. Terdapat 6 kelompok penelitian, yaitu ekstrak daun
kakao konsentrasi 25%, 50%, 75%, 100%, nistatin sebagai kontrol positif, dan
aquades sebagai kontrol negatif. Pada masing-masing kelompok tersebut
diberikan sebanyak 20 uL pada paper disk dengan diameter 5 mm pada 4
petridish yang berisi media SDA yang telah diinokulasi dengan C. albicans.
Semua petridish tersebut kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah 24 jam, kemudian dilakukan pengukuran diameter zona inhibisi di sekitar
paper disk menggunakan jangka sorong.
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Hasil penelitian menunjukkan rata-rata diameter zona hambat terhadap
pertumbuhan C. albicans berturut-turut yang paling besar adalah kontrol positif
(K+) yaitu sebesar 13,92 mm, kelompok EDK 100% vyaitu sebesar 7,98 mm.
Kelompok EDK 75 vyaitu sebesar 6,30 mm dan kelompok EDK 50, kelompok
EDK 25, kontrol negatif (K-) yaitu sebesar 0,00 mm. Pada kelompok EDK 100
dan kelompok EDK 75 hasil tersebut sesuai dengan pendapat Pelzcer dan Chan
(1998) yang menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi suatu bahan antijamur
maka aktivitas antijamur juga akan semakin kuat. Sedangkan pada kelompok
EDK 50 dan kelompok EDK 25 kemungkinan kemampuan difusi yang rendah
disebabkan oleh terlalu banyaknya kandungan aquadest pada ekstrak sehingga
menyebabkan senyawa aktif pada ekstrak tidak dapat berdifusi maksimal ke

dalam medium yang mengandung inokulum (Dewi, 2010).

Data hasil penelitian kemudian ditabulasi dan dianalisis secara statistik.
Data dianalisis dengan uji statistik nonparametrik Kruskal-Wallis. Hasil uji
statistik Kruskal-Wallis menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna
pada seluruh kelompok penelitian ditandai dengan nilai signifikansi (p < 0,05),
yaitu 0,000. Uji hasil penelitian kemudian dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney
untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan yang bermakna antar kelompok
penelitian. Hasil uji Mann-Whitney antar kelompok penelitian menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna antar kelompok penelitian EDK 100,
EDK 75, EDK 50, EDK 25, K(+) dan K(-) ditandai dengan nilai (p<0,05).

Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data, dapat disimpulkan bahwa
ekstrak daun kakao memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan C. albicans
dan kelompok EDK 100 merupakan konsentrasi optimal dari ekstrak daun kakao
dalam menghambat pertumbuhan C. albicans yang dimungkinkan karena adanya
senyawa yang terdapat dalam ekstrak daun kakao berupa kafein, flavonoid dan

alkaloid.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang

Candida albicans merupakan salah satu jamur yang dapat ditemukan di
rongga mulut. C. albicans adalah jamur komensal yang normal terdapat di
mukosa rongga mulut pada individu yang sehat (Akpan, 2002). Jamur ini
jumlahnya mencapai 40-80% dari populasi mikroorganisme di rongga mulut
(Grenbeerg et al., 2008). C. albicans dapat menjadi patogen dalam kondisi
tertentu, seperti merokok, oral hygiene buruk, kelainan fungsi kelenjar ludah,
kelainan endokrin dan defisiensi nutrisi sehingga dapat menimbulkan suatu
infeksi yang disebut dengan kandidiasis oral (Dangi et al., 2010).

Kandidiasis oral merupakan infeksi yang disebabkan oleh pertumbuhan
berlebih dari spesies Candida dalam rongga mulut yang didominasi oleh C.
albicans sebanyak 85-95% (Maharani dan Santoso, 2012). C. albicans
dianggap jenis yang paling patogen dan paling banyak menimbulkan penyakit,
dibandingkan dengan spesies Candida lainnya (Komariah dan Sjam, 2012).
Klasifikasi yang paling sering ditemukan didalam rongga mulut adalah
pseudomembran dan eritematosus. Pseudomembran secara klinis berupa lesi
bercak atau plak putih di lidah, palatum, dan bukal, kemudian jika dikerok
akan terlepas, meninggalkan permukaan mukosa merah dan dapat disertai
perdarahan ringan. Kandidiasis eritematosus secara klinis ditandai oleh adanya
area merah biasanya pada dorsum lidah dan palatum serta jarang terjadi pada
mukosa bukal. Kandidiasis eritematosus adalah bentuk kandidiasis yang
disertai rasa sakit konstan atau rasa terbakar (Scully C, 2008).

Kandidiasis oral pada keadaan akut dapat menimbulkan keluhan seperti
rasa terbakar (burning sensation), rasa sakit yang terjadi pada lidah, mukosa
bukal, atau labial (Dangi et al., 2010). Munculnya keluhan tersebut maka
diperlukan suatu tindakan pencegahan maupun pengobatan yang dapat

mengatasi infeksi dari kandidiasis oral.
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Pengobatan kandidiasis oral dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu
dengan penggunaan antijamur dan menghilangkan faktor predisposisi (Dangi,
et al., 2010). Salah satu obat jamur yang banyak digunakan untuk mengobati
infeksi kandidiasis oral akibat infeksi C. albicans adalah nistatin (Rautemaa
dan Ramage, 2011). Nistatin merupakan obat anti jamur golongan poliene.
Pemberian obat nistatin dapat dilakukan dalam bentuk topikal maupun
sistemik. Pemberian obat nistatin topikal bisa dalam bentuk suspensi oral dan
juga pastile oral, tetapi yang sering digunakan adalah bentuk suspensi oral.
Tetapi pada penelitian ini menggunakan nistatin topikal golongan poliene.
Penggunaan nistatin memiliki beberapa efek samping yaitu timbul mual,
muntah dan diare (Syarif, 2007). Diduga efektif dalam menghambat
pertumbuhan jamur, memiliki efek samping minimal dan mudah didapatkan di
lingkungan sekitar, maka perlu dicari alternatif lain dalam pengobatan
kandidiasis oral misalnya dengan memanfaatkan tanaman sebagai obat herbal.

Salah satu contoh tanaman berkhasiat herbal adalah kakao. Kakao
merupakan salah satu komoditi perkebunan utama andalan nasional. Sejak
awal tahun 1980-an, pertumbuhan dan perkembangan kakao semakin pesat di
Indonesia. Daerah penghasil kakao yang berada di Indonesia antara lain
Sulawesi Selatan, Sulawesi Tengah, Sulawesi Tenggara, Sumatra Utara,
Kalimantan Timur, Lampung (Departemen Perindustrian, 2007). Menurut
Kementrian Pertanian (2008) selain itu Jawa Timur juga penghasil kakao yang

cukup besar, yaitu salah satunya daerah Jember (Sulistyowati et al., 2004).

Tanaman kakao yang digunakan pada penelitian ini adalah kakao jenis
forestero. Pemanfaatan dari tanaman kakao masih terfokus pada biji kakao
dan kulit kakao, tetapi daun kakao belum dimanfaatkan secara maksimal.
Daerah Jember khusunya, daun kakao mudah didapatkan dan berlimpah. Daun
kakao ini memiliki aktivitas bahan aktif yaitu flavonoid, alkaloid dan kafein.
Tetapi yang paling berperan adalah senyawa aktif alkaloid dan flavonoid.
Dalam hal kesehatan, daun kakao ini dapat dimanfaatkan sebagai pengobatan

herbal karena terdapat senyawa aktif flavonoid. Menurut Sulistiawati dan
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Mulyati (2009), senyawa aktif flavonoid berperan sebagai antioksidan,
antimikroba dan antivirus. Dimana flavonoid merupakan metabolit sekunder
tumbuhan. Zat ini mempunyai fungsi dalam menghambat pembelahan atau
proliferasi sel. Senyawa flavonoid dapat mengikat protein mikrotubulus dalam
sel dan menganggu fungsi mitosis gelendong sehingga menimbulkan
penghambatan pertumbuhan jamur (Candrasari et al., 2012). Daun kakao juga
mengandung kafein dan alkaloid (Osman et al., 2004). Pada senyawa kafein
mekanisme aktivitas antijamur yaitu dengan menghambat sintesis dinding sel
yang menyebabkan sel jamur menjadi lisis dan berakhir dengan kematian sel.
Kafein juga merupakan antioksidan kuat yang berperan sebagai pertahanan
Kimia intrinsik melawan jamur (Janzen, 2010). Senyawa alkaloid mampu
untuk mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel sehingga
menyebabkan lapisan dinding sel jamur tidak terbentuk secara utuh dan
mengakibatkan kematian sel (Rahmawati et al., 2013).

Berdasarkan latar belakang diatas dan belum banyak penelitian pada
daun kakao, perlu dilakukan penelitian mengenai kemampuan ekstrak daun
kakao dalam menghambat pertumbuhan C. albicans. Dari penelitian ini
diharapkan akan diketahui apakah ekstrak daun kakao dapat menghambat
pertumbuhan C. albicans. Selain itu juga diharapkan ekstrak daun kakao bisa
menjadi alternatif obat antijamur yang lebih aman dan lebih terjangkau bagi

masyarakat.

1.2.Rumusan Masalah

1.2.1. Apakah ekstrak daun kakao (Theobrama cacao L.) mampu menghambat
pertumbuhan C. albicans ?

1.2.2. Berapa konsentrasi optimal ekstrak daun kakao (Theobroma cacao L.)

yang dapat menghambat pertumbuhan C. albicans ?
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1.3.Tujuan Penelitian

1.3.1. Untuk mengetahui daya hambat dari ekstrak daun kakao (Theobrama
cacao L.) terhadap pertumbuhan C. albicans.

1.3.2. Untuk mengetahui konsentrasi optimal ekstrak daun kakao (Theobroma

ccao L.) dalam menghambat pertumbuhan C. albicans.

1.4.Manfaat Penelitian

1.4.1. Dapat melengkapi informasi dan sebagai bahan pertimbangan bagi
masyarakat mengenai pengaruh daya hambat dari ekstrak daun kakao
terhadap pertumbuhan C. albicans.

1.4.2. Dapat memberikan informasi kepada tenaga medis dan masyarakat dalam
mendukung upaya kesehatan gigi dan mulut melalui pemanfaatan tanaman

kakao yang dijumpai di daerah Jember.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Candida albicans
Jamur kandida telah dipelajari dan dikenal sejak abad ke-18.
Penyakit yang disebabkannya dihubungkan dengan kebersihan rongga
mulut yang kurang baik. Pada Third International Microbiology
Congress di New York pada tahun 1938 diperkenalkan nama kandida dan
dibakukan pada Eight Botanical Congress di Paris pada tahun 1954.
Kandidiasis terdapat di seluruh dunia dengan sedikit perbedaan variasi
penyakit pada setiap area. Infeksi yang disebabkan oleh kandida bisa
berupa aku, subakut atau kronis pada seluruh tubuh manusia (Babic dan
Hukic, 2010).
2.1.1. Kilasifikasi Candida albicans
Dalam tata nama jamur, kedudukan C. albicans dapat
diklasifikasikan sebagai berikut (Siregar, 2005):

Kingdom : Fungi

Famili : Cryptococaccae
Subfamili : Candidoidea
Genus : Candida
Species : C. albicans

2.1.2. Morfologi Candida albicans

C. albicans merupakan jamur polimorfik yang dapat hidup secara
komensal. Jamur ini berkoloni pada permukaan rongga mulut, vagina dan
saluran pencernaan (Klis, 2009; Sudbery et al., 2004). Secara morfologi
C. albicans dapat tumbuh dalam tiga bentuk yang berbeda, yaitu dalam
bentuk sel jamur (blastospora), pseudohifa dan hifa (Henriques, 2007).
Sel jamur (blastospora) berbentuk lonjong atau bulat lonjong dan
membentuk koloni dengan diameter 2-4 mm, memiliki permukaan yang

halus dan berwarna putih kekuningan (Ryan, 1994).
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Gambar 2.1 Sel jamur (Sudbery et al,. 2011)

Pseudohifa dan hifa tampak mirip, tetapi memiliki perbedaan yaitu
adanya penyempitan pada setiap septum dan pada leher sel induk dengan
tunasnya (Sudbery et al., 2004). Pseudohifa memiliki ukuran yang lebih
lebar daripada hifa. Lebar minimum pseudohifa adalah 2,8 pm,
sedangkan hifa memiliki lebar rata-rata 2,0 um. Hifa memiliki 2 bentuk
filamen, yaitu filamen bercabang dan tidak bercabang yang memiliki satu
atau lebih septum dan tidak ada penyempitan pada leher sel induk dan
septum (Sudbery et al., 2011).

Gambar 2.2. Bentuk pseudohifa C. albicans

(a) Bakal tunas sel mengalami pemanjangan, tampak adanya konstriksi pada leher

tunas; (b) Sel anakan tetap melekat pada sel induk setelah terbentuknya septum

Jamur kandida tumbuh cepat dan baik pada suhu 25-37°C pada
media perbenihan sederhana sebagai sel oval dengan pembentukan tunas
untuk memperbanyak diri dan spora jamur disebut dengan blastospora
atau sel ragi atau sel khamir. Morfologi mikroskopis dari C. albicans
memperlihatkan pseudohyphae dengan cluster disekitar blastokonidia

bulat bersepta panjang berukuran 3-7x7-14 pm. Jamur membentuk


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

pseudohifa (hifa semu) yang sebenarnya merupakan rangkaian
blastospora yang bercabang, juga dapat membentuk hifa sejati (Babic dan
Hukic, 2010).

Munculnya germ tube pertama kali dapat diamati ketika sel jamur
berubah menjadi hifa (Yun, 2003). Hifa memiliki peran pada proses
infeksi, yaitu dengan cara melepaskan enzim hidrolitik sehingga akan
mengakibatkan kerusakan pada sel epitel dan sel endotel (Dalle, 2010;
Filler dan Sheppard, 2006; Phan, 2007; Zhu dan Filler, 2010). Selain itu,
ketika sel jamur akan di fagositosis olen makrofag, maka sel jamur akan
menghindarinya dengan mengubahbentuk menjadi sel hifa (Lorenz et al,
2004).

Gambar 2.3.Bentuk hifa C. albicans (Sudbery et al., 2011)

2.1.3. Dinding Sel Candida albicans

Candida albicans memiliki struktur dinding sel yang kompleks
dan dinamis. Dimana dinding sel merupakan organel penting yang
berfungsi untuk mempertahankan kelangsungan hidup sel (Netea et al.,
2008). Menurut Segal dan Bavin (1994) yang dikutip dari Maharani
(2012), dinding sel C. albicans terdiri dari lima lapisan yang berbeda.
Komposisi primernya terdiri dari berbagai polisakarida seperti glukan,
mannan dan khitin. Mannan juga terdapat bebas di luar struktur dinding
sel sehingga C. albicans dapat dikenali oleh sel hospes (Netea et al.,
2010). Glukan dan kitin mendukung kekuatan dan membentuk dinding
sel. Sebaliknya, lapisan mannan pada bagian luar tidak tersusun dengan
baik dan memiliki permeabilitas dan porositas yang rendah. Sehingga,
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lapisan mannan mempengaruhi ketahanan dinding sel terhadap serangan
dari hospes dan permeabilitas dinding sel terhadap obat antijamur (Gow
etal., 2012).

Dinding sel merupakan struktur karakteristik yang terdapat pada
semua jamur, tetapi tidak dimiliki oleh sel mamalia. Hal ini disebabkan
dinding sel jamur dijadikan target utama bagi obat antijamur (Hiller et
al., 2011). Ergosterol merupakan komponen pada jamur yang menjadikan
jamur sebagai target utama bagi obat antijamur. Ergosterol (ergosta-
5,7,22-trien-34-0l) merupakan sebuah molekul sterol yang diproduksi
oleh jamur sebagai komponen dari dinding sel. Antijamur akan berikatan
dengan ergosterol sehingga menyebabkan perubahan suhu dari membran
sel, mengganggu permeabilitas cairan dalam sel, merusak struktur dan
fungsi membran sel, menghambat pertumbuhan jamur, dan akhirnya

dapat menyebabkan kematian sel (Gow et al., 2012).

Outer wall

cell wall protein:

Inner wall

Gambar 2.4 Komponen penyusun dinding sel C. albicans (Gow et al., 2012).

2.2.Kandidiasi Oral
Pertumbuhan jamur C. albicans didalam rongga mulut yang
berlebih dapat menjadi patogen yang nantinya akan menyebabkan infeksi
pada rongga mulut yang disebut dengan kandidiasis oral. Kandidiasis
oral ini merupakan infeksi yang sering terjadi di mukosa rongga mulut

dan biasanya ditemukan pada orang yang mengalami penurunan sistem
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imun. Bila terjadi infeksi, filamen jamur C. albicans akan bersifat
patogen sehingga terjadi perlekatan pada dinding epitel sel hospes.
Proses ini akan diperberat oleh faktor-faktor predisposisinya dan akan
terus berlanjut sehubungan dengan imunodefisiensi yang dialami oleh
pasien dengan kandidiasis pada rongga mulut. Kandidiasis sering
mengakibatkan rasa tidak nyaman pada mulut, timbul rasa nyeri dan
terjadi penurunan nafsu makan. Kandidiasis oral pada keadaan akut dapat
menimbulkan keluhan seperti rasa terbakaar (burning sensation), rasa
sakit biasanya pada lidah, mukosa labial atau mukosa bukal dan terjadi
xerostomia (mulut kering) (Dangi et al., 2010).

Kandidiasi dalam rongga mulut dapat terjadi karena dipengaruhi
oleh beberapa faktor, yaitu terjadinya penurunan sistem imun, sering
ditemukan pada penderita HIV/AIDS. Pada penderita xerostomia dan
penggunaan protesa, menyebabkan kurangnya pembersihan oleh saliva.
Penggunaan antibiotik dan  kortekosteroid akan menghambat
pertumbuhan bakteri komensal sehinga mengakibatkan pertumbuhan C.
albicans yang lebih banyak dan dapat menurunkan daya tahan tubuh,
karena kosteosteroid akan menyebabkan penekanan sel mediates immune
(Jainkittivong, 2007).

2.3. Tanaman Kakao

Dalam produksi kakao dunia Indonesia menempati peringkat
ketiga setelah Ghana dan Pantai Gading. Luas area tanaman kakao di
Indonesia terus meningkat, tetapi menurut Lembaga Riset Perkebunan
Indonesia produksivitas rata-rata kakao Indoneisa baru mencapai 625
kg/ha/th. Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan salah satu jenis
tanaman penyegar yang mempunyai nilai ekonomi yang tinggi. Kakao
mempunyai peran penting sebagai bahan dasar dari produk pangan,
kosmetik dan kesehatan. Seluruh bagian tanaman kakao dapat
dimanfaatkan sebagai produk yang mempunyai nilai ekonomis
(Febrianto, 2013).
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Tanaman kakao merupakan tanaman menyerbuk silang (cross
pollination) sehingga terdapat keragaman diantara genotipe, baik
keragaman morfologi seperti bentuk buah, warna buah, besar biji maupun
keragaman dalam tingkat ketahanan terhadap hama dan penyakit.

2.3.1. Klasifikasi Tanaman Kakao

Tanaman kakao (Theobroma cacao L.) termasuk familia
Sterculiseae , merupakan suatu tanaman tropis yang mempunyai 50
genus dan 700 spesies atau lebih. Kedudukan tanaman kakao dalam
sistematika (taksonomi) tumbuhan menurut (Tjitrosoepomo, 1988),
diklasifikasikan sebagai berikut:

Regnum : Plantae (Tumbuhan)

Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Anak divisi : Angiospermae (Tumbuhan Berbunga)
Kelas : Dicotyledoneae (Berkeping dua, dikotil)
Anak kelas : Dialypetalae

Ordo : Malvales

Familia : Sterculiaceae

Genus : Theobroma

Spesies : Theobroma cacao L.

Gambar 2.5. Tanaman Kakao (http://wikipedia.com)
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2.3.2. Morfologi Tanaman Kakao
Tanaman kakao termasuk tanaman tahunan (perennial) dan
merupakan tanaman dikotil. Tanaman kakao dapat mencapai ketinggian
8-10 meter. Pertumbuhan pada tanaman kakao ini bersifat dimorfisme,
artinya mempunyai dua bentuk tunas vegetatif. Pada tanaman kakao ini
memiliki dua cabang, yaitu cabang yang arah pertumbuhannya keatas
disebut dengan ortotrop, sedangkan cabang yang arah pertumbuhannya
ke samping disebut dengan plagiotrop. Dari kedua jenis cabang tersebut
sering ditumbuhi dengan tunas-tunas air atau wiwilan yang banyak
menyerap energi sehingga akan mengurangi pembuangan dan
pembuahan. Tanaman kakao ini terdiri dari akar, batang, daun, bunga,
biji dan buah. Akar kakao merupakan akar tunggal kecuali jika
berkembang dari tanam vegetatif (Sunanto, 1994). Menurut Heddy
(1990), warna daun pada tanaman kakao dewasa berwarna hijau dengan
panjang bervariasi antara 25-30 cm dan lebar antara 7,5-10 cm. Bunga
kakao berwarna putih kemerahan dan tidak berbau serta terdiri dari 5
daun kelopak, 5 daun mahkota dan 10 tangkai sari yang tersusun dalam
lingkaran (Sunanto, 1994). Biji kakao ini berbentuk bulat telur agak pipih
dengan ukuran 2,5 x 1,5 cm dengan diselimuti lendir (pulp) berwarna
putih. Buah kakao dikatakan matang apabila berwarna kuning atau
oranye (Sunanto, 1994).

Terdapat banyak jenis kakao di alam, tetapi jenis yang paling banyak
ditanam untuk produksi besar-besaran hanya ada 3 jenis, yaitu (Sunanto,
1994):

1. Jenis criollo, dimana criollo ini terdiri dari criollo Amerika
Tengah dan criollo Amerika Selatan. Jenis criollo ini
menghasilkan kakao yang sangat baik dan dikenal sebagai
kakao mulia, fine flavour cocoa, choiced cocoa. Criollo atau
kakao mulia merupakan kelompok yang mempunyai cita rasa
lebih lembut. Buahnya berwarna hijau atau merah, kulitnya

tipis berbintil-bintil kasar dan lunak. Biji buah berbentuk bulat


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

12

telur dan berukuran besar dengan keping biji berwarna putih
pada saat basah.

2. Jenis forestero, banyak diusahakan di berbagai negara produsen
kakao dan menghasilkan biji kakao yang mutunya sedang atau
bulk cocoa atau juga dikenal sebagai ordinary cocoa. Buahnya
berwarna hijau dan kulitnya tebal. Bijinya tipis atau gepeng dan
keping biji berwarna ungu pada saat basah.

3. Jenis trinitario, merupakan campuran atau keturunan dari jenis
criollo dan jenis forestero secara alami, sehingga kakao jenis
trinitario ini sangat heterogen. Kakao trinitario ada yang
termasuk fine flavour cocoa dan ada yang termasuk bulk cocoa.
Buahnya berwarna merah atau hijau dan memiliki bentuk yang
bermacam-macam. Biji buahnya juga bermacam-macam
dengan keping biji berwarna ungu muda sampai ungu tua pada
waktu basah.

2.3.3. Deskripsi Botani Tanaman Kakao
Kakao termasuk tanaman kauliflori yang artinya bunga dan buah
tumbuh pada batang dan cabang tanaman (Susanto, 1994).
a. Batang atau cabang
Habitat asli tanaman kakao adalah hutan tropis dengan
curah hujan dan kelembaban yang tinggi sehingga tanaman
tumbuh tinggi. Batang dari tanaman kakao muda memiliki
batang yang lurus. Tetapi pada usia sekitar 10 bulan, batang
tersebut akan terbentuk 3-6 cabang kipas (fan branches). Titik
cabang tersebut disebut dengan jorquette. Tinggi batang pada
umumnya sekitar 1-2 m dari permukaan tanah, tetapi jika
batang sampai terbentuk jorquette ukurannya bervariasi
(Sunanto, 1992).
b. Akar
Tanaman kakao yang berasal dari biji (generatif)

mempunyai akar tunggang yang disertai akar serabut dan
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berkembang disekitar permukaan tanah (Sunanto, 1992).
Pertumbuhan akar kakao dapat mencapai 8 m ke arah samping
dan 15 m ke arah bawah (Siregar et al., 2010).

Perkembang akar sangat dipengaruhi oleh struktur tanah,
air tanah dan aerasi dalam tanah. Pada tang yang drainasenya
buruk dan permukaan air tanahnya tinggi, akar tunggangnya
tidak bisa tumbuh lebih dari 45 cm. Hal yang sama juga terjadi
apabila permukaan air tanah terlalu dalam. Permukaan air tanah
yang baik untuk pertumbuhan akar bibit kakao adalah 25-64
cm (Siregar et al., 2010).

Daun

Warna daun bervariasi mulai dari warna kecokelatan,
cokelat, cokelat kemerahan, merah kecokelatan, merah,
kemerahan, merah mudah, merah tua, merah cerah dan kuning
kemerahan. Apabila daun masih muda warnanya juga
bervariasi mulai dari kuning, kuning cerah, cokelat, merah
kecokelatan, hijau kecokelatan, hijau kemerahan dan hijau.
Panjang dari daun kakao ini antara 10-48 cm dan lebarnya
antara 4-20 cm. Permukaan atas pada daun tua berwarna hijau
dan bergelombang, sedangkan permukaan bawah pada daun tua
berwarna hijau muda, kasar dan bergelombang (Bozoglu dan
Karayel, 2006).

Daun kakao merupakan daun tunggal (follium simplex).
Tangkai daun (petiolus) berbentuk silinder dan bersisik halus
(tergantung dari tipenya), pangkal membulat, ujung runcing
sampai meruncing dengan panjang = 25-28 mm dengan
diameter 3-7,4 mm. Warna tangkai daun kakao ini juga
bervariasi, mulai dari warna hijau, hijau kekuningan dan hijau
kecoklatan. Bangun daunnya bulat memanjang (oblongus).
Ujung daunnya (apex folii) meruncing (acuminatus) dan

pangkal daunnya (basis folii) berbentuk runcing (acutus),
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kedua tepi daun kanan dan Kiri ibu tulang daun sedikit demi
sedikit menuju keatas dan pertemuannya di puncak daun yang
membentuk sudut lancip. Tepi daun (margo filii) rata (integer)
sampai sedikit bergelombang, daging daun kakao tipis tetapi
kuat. Susunan tulang daun kakao (nervatio) menyirip
(penninervis), hanya memiliki satu ibu tulang daun yang
berjalan dari pangkal ke ujung daun dan merupakan terusan
dari ujung daun, alur tulang dari daun kakao ini tampak jelas
(Bozoglu dan Karayel, 2006).

Gambar 2.6. Daun Kakao (http://wikipedia.com)

Bunga

Letak sebaran bunga, buah pada batang dan cabang bersifat
cauliflora. Tanaman kakao ini berbunga sepanjang tahun dan
tumbuh secara berkelompok pada bantalan bunga yang
menempel pada batang, cabang dan ranting (Sunanto, 1992).
Bunga kecil dan halus yang berwarna putih sedikit ungu
kemerahan dan tidak berbau. Bunga tersebut memiliki diameter
sekitar 1-2 m. Bunga kakao terdiri atas daun kelopak bunga
(calyx) sebanyak 5 helai, sedangkan benang sari (androecium)
sejumlah 10 helai. Panjang dari tangkai bunga tersebut 2-4 cm
(Siregar et al., 2010).
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Daun kelopak bunga (calyx) berbentuk lanset, memiliki
panjang 6-8 mm. Warna daun kelopak bunga tersebut putih
kadang semakin ke ujung warnanya menjadi ungu kemerahan.
Daun buah (gynoecium) terdiri atas 5 helai dengan tepi saling
berlekatan membentuk bakal buah (ovarium) beruang satu.
Daun mahkota bunga (corolla) memiliki bentuk cawan, dengan
panjang 8-9 mm. Warna daun mahkota bunga putih kekuningan
atau putih kemerahan. Benang sari (androecium) tersusun
dalam dua lingkaran. Lingkaran pertama terletak dilekukan
mahkota. Lingkaran kedua terletak di sebelah dalam, terdiri
atas 5 helaian tidak mengandung tepung sari. Ukurannya

panjang dan tumbuh keluar dari bunga (Siregar et al., 2010).

Buah

Pada buah kakao memiliki dua variasi warna pada
dasarnya, yaitu buah yang masih muda berwarna hijau putih
dan bila matang akan berwarna kuning, dan buah muda yang
berwarna merah setelah matang akan berwarna jingga (Susanto,
1994).

Pada buah muda akan cepat mengalami pengeringan
(cherelle wilt) karena kompetisi energi atau karena
pengurangan hormon yang dibutuhkan untuk pertumbuhan
buah muda (Siregar et al., 2010).

Gambar 2.7. Buah Kakao (http://wikipedia.com)
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f. Biji
Dalam setiap buah kakao terdapat sekitar 20-50 butir biji.
Biji dibungkus oleh daging buah atau pulp yang berwarna putih
dan rasanya manis (Susanto, 1994). Ketika biji buah kakao
tersebut muda, biji akan menempel pada bagian dalam kulit
buah, tetapi bila buah telah matang, biji akan terlepas dari kulit
buah. Buah yang telah matang, jika digoyang atau digoncang

akan menimbulkan suara (Siregar et al., 2010).

2.4. Daya Antijamur Daun Kakao (Theobroma L)
2.4.1. Kafein

Kafein ditemukan oleh seorang kimiawan Jerman Friedrich Runge
(1819). Kafein (1,3,7-trimethylxanthine) merupakan senyawa aktif
nitrogen. Kafein merupakan suatu alkaloid dari metil xantin yang
memiliki rumus kimia C8H10N8O2 dan pH 6,9 (Janzen 2010).
Kristal kafein mengikat satu molekul air dan dapat larut dalam air
mendidih. Kafein mencair pada suhu 235°C-237°C dan akan
menyublim pada suhu 176°C. Selain dalam kopi, kafein juga
terdapat dalam kakao (cocoa) dan produk-produk coklat (Ciptadi
dan Nasution, 1985). Mekanisme aktivitas antijamur dari senyawa
ini adalah dengan menghambat sintesis dinding sel yang
menyebabkan sel jamur menjadi lisis dan berakhir dengan
kematian sel. Kafein juga merupakan antioksidan kuat yang
berperan sebagai pertahanan kimia intrinsik melawan jamur
(Janzen, 2010).

rd»i:
y/

T cH
H,C \NJI >
O)\T N
CHs
(1.3.7 Drymethyl xantine)

Gambar 2.8. Rumus bangun kafein (Sumber: Ciptadi dan Nasution, 1985)
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2.4.2. Flavonoid

Flavonoid terdapat pada semua bagian tumbuhan hijau, seperti
akar, daun, kulit kayu, benang sari, bunga, buah dan biji buah
(Nugrahaningtyas et al., 2005). Flavonoid yang merupakan bagian dari
polifenol mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom
karbon, dimana dua cincin benzene (C3) sehingga membentuk suatu
susunan struktut kimia Ce-C3-Ce (Redha, 2010).

Flavonoid merupakan salah satu golongan senyawa fenol yang
terdiri dari dua cincin aromatik yang terkait melalui tiga karbon yang
biasanya membentuk heterosiklik oksigen (Bravo, 1998). Flavonoid
mampu bereaksi dengan dinding sel dengan cara mengerutkan dinding
sel (Permatasari et al., 2016). Selanjutnya masuk kedalam inti sel dan
membuat seluruh protein pada jamur mengalami denaturasi sehingga sel
jamur menjadi rusak dan mati. Flavonoid merupakan senyawa aktif yang
dapat digunakan sebagai antioksidan, antibakteri, antijamur dan
antiinflamasi (Septianoor et al., 2013). Sebagai antijamur, flavonoid
mempunyai senyawa genestein yang berfungsi menghambat pembelahan
atau ploriferasi sel. Senyawa ini mengikat protein mikrotubulus dalam sel
dan menganggu fungsi mitosis gelendong sehingga menimbulkan

penghambatan pertumbuhan jamur (Candrasari et al., 2012).

Ju

O

Gambar 2.9. Struktur kimia flavonoid

2.4.3. Alkaloid
Alkaloid merupakan suatu golongan senyawa organik yang paling

banyak ditemukan dialam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari
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tumbuh-tumbuhan dan tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan
(Lenny, 2006). Fungsi spesifik alkaloid pada C. albicans adalah mampu
untuk mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel sehingga
menyebabkan lapisan dinding sel jamur tidak terbentuk secara utuh dan

mengakibatkan kematian sel (Rahmawati et al., 2013).

Gambar 2.10. Struktur kimia alkaloid.

Metode Ekstraksi
Ekstraksi merupakan kumpulan senyawa-senyawa dari berbagai

golongan yang terlarut didalam pelarut yang sesuai, termasuk
didalamnya senyawa-senyawa aktif atau tidak aktif (Sidik dan Mudahar,
2000). Simplisia yang diekstrak mengandung senyawa aktif yang dapat
larut dan senyawa yang tidak dapat larut seperti serat, karbohidrat,
protein dan sebagainya. Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai
simplisia dapat digolongkan kedalam minyak atsiri, flavonoid dan
alkaaloid, dengan diketahuinya senyawa aktif yang dikandung simplisia
maka akan mempermudah pemisahan pelarut dan cara ektraksi yang
tepat (Ditjen POM, 2000).
Metode ekstraksi bahan alam dengan menggunakan pelarut dibedakan
menjadi 2 cara, yaitu cara dingin (cold processing) dan cara panas (heat
processing).
1. Caradingin (cold processing)

Prinsip dari metode ini yaitu mengekstraksi bahan kering pada suhu

kamar secara berturut-turut dengan pelarut yang kepolarannya

semakin tinggi. Keuntungan menggunakan metode ini yaitu mudah
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karena ekstrak tidak dipanaskan sehingga kemungkinan kecil bahan
alam menjadi terurai. Penggunaan pelarut dengan peningkatan
kepolaran bahan alam secara berurutan memungkinkan pemisahan
bahan-bahan alam berdasarkan kelarutannya dan polaritasnya dalam
pelarut ekstraksi. Hal ini dapat mempermudah proses isolasi.
Ekstraksi dingin memungkinkan banyak senyawa terekstraksi.
Berikut ini termasuk kedalam ekstraksi dingin (Heinrich et al.,
2004).
a. Maserasi
Maserasi adalah metode ekstraksi yang paling sederhana. Bahan
simplisia yang dihaluskan sesuai dengan syarat farmakope
(umumnya terpotong-potong atau berupa serbuk kasar) yang
disatukan dengan bahan pengestraksi (Voight, 1995). Maserasi
ini merupakan metode yang proses pengekstrakan dengan
menggunakan pelarut dan beberapa kali pengocokan atau
pengadukan pada temperatur ruangan. Remaserasi berarti
dilakukan pengulangan penambahan pelarut serta dilakukan
penyaringan maserat dan seterusnya (Ditjen POM, 2000).
b. Perkolasi
Perlokasi merupakan ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru
sampai sempurna yang umumnya dilakukan pada temperatur
ruangan. Serbuk simplisia yang akan diperkolasi tidak langsung
dimasukkan kedalam bejana perkulator, tetapi dibasahi terlebih
dahulu atau dimaserasi terlebih dahulu dengan cairan penyari
sekurang-kurangnya selama 3 jam. Maserasi ini penting terutama
pada serbuk simplisia yang keras dan mengandung bahan yang
mudah mengembang. Apabila serbuk simplisia tersebut langsung
dialiri dengan penyari, maka cairan penyari tidak dapat
menembus keseluruhan sel dengan sempurna (Ditjen POM,
2000).
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2. Cara panas (heat processing)

Metode ekstraksi cara panas merupakan metode ekstraksi

menggunakan pelarut yang suhunya ditingkatnkan.

a. Sokletasi
Sokletasi merupakan ekstraksi yang dilakukan dengan pelarut
yang selalu baru yang umumnya dilakukan dengan menggunakan
alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan jumlah
pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik
(Departemen Kesehatan RI, 2000).

b. Infus
Infus merupakan ekstraksi dengan pelarut air yang dipanaskan
dengan menggunakan panci pemanas air dengan temperature air
mencapai 100°C dan temperature uap mencapai 90°C selama 15
menit. Proses infus ini digunakan untuk mendapatkan zat
kandungan aktif yang larut dalam air dari bahan-bahan nabati
(Departemen Kesehatan RI, 2000).

c. Refluks
Refluks merupakan ekstraksi dengan pelarut pada temperatur
titik didihnya selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas
yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik. Agar
mendapatkan proses ekstraksi sempurnya biasanya dilakukan
pengulangan proses residu pertama 3-5 kali (Departemen
Kesehatan RI, 2000).

d. Dekok
Dekok merupakan infus pada waktu yang lebih lama dan
temperatur sampai titik didih air, yaitu pada suhu 90°C sampai
100°C selama 30 menit. Metode ini dapat digunakan untuk
simplisia yang mengandung bahan aktif dan tahan terhadap

pemanasan (Departemen Kesehatan RI, 2000).
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Gambar 2.11.Bagan Kerangka Konsep
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2.7. Penjelasan Kerangka Konsep

Candida albicans merupakan anggota flora normal yang berada
didalam rongga mulut tetapi bisa berubah menjadi mikroorganisme yang
bersifat patogen apabila terdapat faktor pendukungnya (Grenbeerg, 2008).
Adanya faktor predisposisi seperti fakor lokal dan faktor sistemik akan
menyebabkan populasi C. albicans dalam rongga mulut meningkat dari
flora normal rongga mulut menjadi mikroorganisme yang patogen.
Dimana faktor lokal meliputi kebiasaan merokok, oral hygiene yang
buruk, kekebalan host dan kelainan kelenjar ludah. Sedangkan untuk
faktor sistemik bisa dari defisiensi nutrisi dan kelainan endokrin. Kondisi
patogen ini juga diikuti dengan adanya perubahan blastospora menjadi hifa
yang menyebabkan adanya virulensi.

Pengobatan kandidiasis salah satunya bisa menggunakan obat
nistatin (Rautemaa dan Ramage, 2011). Nistatin merupakan obat oral
kandidiasis dalam bentuk topikal golongan poliene. Tetapi jika
penggunaan nistatin yang kurang tepat dapat menimbulkan efek samping
berupa toksik, timbul mual, muntah dan diare (Syarif, 2007). Mekanisme
kerja nistatis dalam menghambat pertumbuhan jamur yaitu dengan cara
berikatan dengan ergosterol secara irreversible membran sel jamur
sehingga mengakibatkan terganggunya permeabilitas membran sel jamur
dan mekanisme transpornya. Sel jamur kehilangan banyak kation dan
mekromolekul sehingga mengalami kematian (Fauziah, 2014).

Seiring  dengan  perkembangan zaman, pemakaian dan
pendayagunaan obat-obat tradisional di Indonesia berkembang secara
pesat. Obat tradisional yang berasal dari tumbuhan dan bahan alami
pastinya memiliki efek samping, tetapi tingkat resiko dan bahaya jauh
lebih rendah daripada obat dengan bahan kimia. Salah satu tanaman yang
memiliki daya antijamur adalah tanaman kakao yang mempunyai beberapa
senyawa aktif yaitu flavonoid dan alkaloid. Dimana flavonoid bekerja
dengan menghambat pertumbuhan jamur pada membran sel yang akan
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terjadi pertumbuhan sel akan menjadi lambat sehingga dinding sel tidak
terbentu. Kerja dari senyawa aktif alkaloid yaitu dengan menghambat
pertumbuhan jamur yang akan menyebabkan kebocoran pada membran sel
sehingga sel pada jamur akan mengalami kerusakan (Rahmawati et al.,
2013). Akibatnya akan terjadi penurunan jumlah koloni jamur C. albicans

pada sel host dan akan menyebabkan infeksi oral kandidiasis menurun.

2.8. Hipotesis

2.8.1. Ekstrak daun kakao (Theobrama cacao L.) memiliki daya hambat
terhadap pertumbuhan Candida albicans.

2.8.2. Ektrak daun kakao (Theobroma cacao L.) konsentrasi 100%
merupakan konsentrasi optimum dalam menghambat pertumbuhan

Candida albicans.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

1.1.  Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan jenis penelitian experimental laboratories
in vitro. Pemilihan jenis penelitian ini dipilih karena baik sampel maupun
perlakuan lebih terkendali, terukur dan pengaruh perlakuan lebih dapat

dipercaya.

1.2. Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian ini menggunakan metode The Post Test Only
Control Group Design, yaitu suatu metode dengan cara melakukan
pengamatan atau pengukuran setelah perlakuan dan hasilnya
dibandingkan dengan kontrol (Notoatmodjo, 2010).

1.3.  Tempat dan Waktu Penelitian
1.3.1. Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biomedik Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan Laboratorium
Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas Jember.
1.3.2. Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2018.

1.4.  Variabel Penelitian
1.4.1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini ada ekstrak daun kakao
(Theobroma cacao L.) dengan konsentrasi 25%, 50%, 75% dan 100%.
1.4.2. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah hambat pertumbuhan

jamur C. albicans.
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1.4.3. Variabel Terkendali

a. Suspensi C. albicans
Suhu inkubasi 37°
Waktu inkubasi 24 jam
Sabouraud dextrose agar

=

a o

Sabouraud dextrose broth

= @

Kriteria daun kakao yaitu daun yang masih utuh (tidak
dimakan ulat dan tidak busuk) dan daun dewasa atau
berwarna hijau tua. Dikatakan daun dewasa yaitu daun
nomer 5 sampai dengan nomer 8 dihitung dari pucuk daun
(Supriyanto et al., 2014).

1.5.  Definisi Operasional Variabel
1.5.1. Ekstrak Daun Kakao (Theobroma cacao L.)

Ekstrak daun kakao merupakan sediaan zat pokok daun kakao yang
diperoleh dari proses ekstrak dengan metode maserasi menggunakan
etanol 96%. Setelah dimaserasi selama 3 hari kemudian disaring dan
dilakukan penguapan untuk mendapat ekstrak daun kakao konsentrasi
100% dengan sediaan pekat. Penelitian ini menggunakan pengenceran
dengan konsentrasi 25%, 50%, 75% dan 100%.

1.5.2. Candida albicans

Jamur C. albicans yang digunakan dalam penelitian ini didapatkan
dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember dan diidentifikasi di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember.

1.5.3. Hambat Pertumbuhan Candida albicans

Hambat pertumbuhan C. albicans adalah kemampuan suatu bahan

dalam menghambat atau membunuh pertumbuhan dan reproduksi

jamur, yang diukur menggunakan diameter zona hambat.
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1.5.4. Diameter Zona Hambat
Diameter zona hambat terhadap pertumbuhan jamur C. albicans
adalah wilayah atau daerah yang tampak jernih disekeliling disc yang

diukur menggunakan jangka sorong.

1.6. Sampel Penelitian

1.6.1. Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini berdasarkan
rumus Federer sebagai berikut (Supranto, 2000):
(n-1) (t-1)>15

Keterangan :
n = besar kelompok
t = jumlah sampel
Perhitungan jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah sebagai berikut:
(n-1)(t-1)> 15
(6-1)(t-1)>15
5(t1)>15
St—-5>15
5t>20
t>4
Besar sampel minimal berdasarkan perhitungan tersebut adalah 4
sampel pada masing-masing kelompok. Sehingga jumlah
keseluruhan sampel penelitian yang digunakan sebanyak 24
sampel.
1.6.2. Pembagian Kelompok Sampel

Sampel penelitian terbagi menjadi 6 sampel kelompok perlakuan, yaitu:

a. Kelompok K+ - Nistatin (kontrol positif)
b. Kelompok K- : Aquadest steril (kontrol negatif)
c. Kelompok EDK 25 . Ekstrak daun kakao konsentrasi 25%
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Kelompok EDK 50 : Ekstrak daun kakao konsentrasi 50%
Kelompok EDK 75 : Ekstrak daun kakao konsentrasi 75%
Kelompok EDK 100 : Ekstrak daun kakao konsentrasi 100%

Alat dan Bahan Penelitian

1.7.1. Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

© © N o gk~ w0 NP

I N O T e N o e N N I S
P O © 0O ~N O U A W N B O

22.
23.

Masker (One-Med, Indonesia)
Sarung tangan atau handscoon
Pinset

Mess 50

Petridish (Pyrex, Germany)
Ose

Gigaskrin

Bunsen (Pyrex, Japan)

Tabung reaksi (Pyrex, Japan)

. Timbangan atau neraca (Indonesia)

. Tabung Erlenmeyer (Pyrex, Japan)

. Beaker glass

. Spatula kaca

. Syiringe (Terumo, Japan)

. Jangka sorong (Inoki, Japan)

. Spektrofotometer (Milton Roy, Spektronik 20*, Germany)
. Mikropipet (Eppendorf, Germany)

. Laminar flow (Super Clean Bench, HF-100, Korea)

. Thermolyne (Maxi Mix I, tipe 37600 mixer, USA)
. Buncher
. Rotary evaporator (Heidolph, laborota 4000, Germany)

Inkubator (WTC Binder, Germany)
Autoclave (Hanshin Medical Co., Ltd., HS-85E, Korea)


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34,
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Oven (Memmert GmbH + Co. KG, tipe 300, Germany)
Thermometer (Isolab, Germany)
Label

Isolasi

Gunting

Gelas ukur (Pyrex, Japan)

Corong kaca (Herma, Japan)

Rak tabung reaksi

Alumunium foil

Kertas saring (Whatman No. 40, UK)
Bolpoin

Blank disc

Kamera

1.7.2. Bahan Penelitian

1.

o g b~ w DN

1.8.

SDA (Saboroud Dextrose Agar) (Merck, Germany)

SDB (Saboroud Dextrose Broth) (Merck, Germany)

Aquadest (Otsuka, Indonesia)

Nistatin (Cazetin, Indonesia)

Ekstrak Daun Kakao

Biakan C. albicans (Laboratorium Mikrobiologi FKG Universitas
Jember)

Etanol 96%

Spirtus

Prosedur Penelitian

1.8.1. Tahap Persiapan

a.

Sterilisasi Alat
Semua alat yang terbuat dari kaca dibersinkan terlebih dahulu dan
disterilkan dengan menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama

15 menit. Sedangkan alat yang terbuat dari plastik dicuci sampai
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bersih, kemudian dikeringkan dan disterilkan dengan menggunakan
alkohol 70%.
Pembuatan ekstrak daun kakao

Pembuatan ekstrak daun kakao dilakukan di Laboratorium
Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas Jember. Daun kakao sebanyak
Y% kg dicuci dengan air mengalir hingga bersih kemudian didiamkan
dan tidak boleh terpapar sinar matahari secara langsung. Daun kakao
dipotong melintang dengan lebar 2 cm kemudian dikeringkan pada
oven. Setelah itu potongan melintang daun kakao dihaluskan
menggunakan alat selep sampai menjadi serbuk atau bubuk. Sediaan
ekstrak dibuat dengan metode maserasi, yaitu simplisia daun kakao
ditimbang kemudian direndam pada pelarut etanol 96% sebanyak 1,5 L
sesuai perbandingan 1: 7,5 b/v. Perendaman dilakukan selama 3 hari
didalam wadah toples tertutup dan dilakukan pengadukan setiap hari.
Rendaman simplisia daun kakao disaring menggunakan kertas saring
dengan bantuan corong buncher sehingga menghasilkan filtrat. Setelah
itu dilanjutkan dengan penguapan maserat menggunakan rotary
evaporator dan didapatkan ekstrak dalam bentuk cair. Kemudian
ekstrak daun kakao dipekatkan dengan dimasukkan kedalam oven
dengan suhu 40-50°C untuk mendapatkan ekstrak daun kakao yang

murni 100%.

(a) (b) ()
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(g) (h)

Gambar 3.1 Pembuatan ekstrak daun kakao 100%

(a)Potongan melintang daun kakao kemudian dikeringkan dalam oven; (b) daun
kakao diselep agar menjadi serbuk; (c) daun kakao menjadi serbuk halus; (d)
simplisia direndam dengan pelarut etanol 96%; (e) larutan disaring dengan kertas
saring dan corong buchne; (f) penguapan maserat dengan rotary evaporator; (g)
ekstrak daun kakao dalam sediaan cair; (h) ekstrak daun kakao pekat.

c. Pengenceran ekstrak daun kakao
Pengenceran ekstrak daun kakao dilakukan untuk memperoleh
konsentrasi 25%, 50% dan 75% dari ekstrak daun kakao konsentrasi
100%. Pengenceran ekstrak daun kakao dengan menggunakan
aquadest steril dan dilakukan di dalam laminar flow. Hasil
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pengenceran tersebut dimasukkan kedalam tabung reaksi yang sudah

diberi keterangan label konsentrasi 25%, 50% dan 75%. Pengenceran

ekstrak daun kakao menggunakan rumus pengenceran volume M1xV1
= M2xV2. Sehingga didapatkan hasil sebagai berikut:

1) Ekstrak daun kakao 100%

2) Ekstrak daun kakao 75% diperoleh dari 0,75 ml ekstrak daun
kakao 100% ditambah dengan 0,25 ml aquadest lalu
dihomogenkan dengan thermolyne.

3) Ekstrak daun kakao 50% diperoleh dari 0,5 ml ekstrak daun kakao
100% ditambah dengan 0,5 ml aquadest lalu dihomogenkan
dengan thermolyne.

4) Ekstrak daun kakao 25% diperoleh dari 0,25 ml ekstrak daun
kakao 100% ditambah dengan 0,75 ml aquadest lalu
dihomogenkan dengan thermolyne.

1 2
)
» »
0,75ml
100 75

Keterangan :
- : Ekstrak daun kakao

S : Aquades steril
(a) (b)

3 4

0,75ml
N——

50% 25%

Gambar 3.2 (a) Alur proses pengenceran ekstrak daun kakao;

(b) Ekstrak daun kakao yang sudah diencerkan

Identifikasi C. albicans
Identifikasi isolat C. albicans dilakukan di laboratorium Mikrobiologi

FKG Universitas Jember untuk memastikan bahwa jamur tersebut
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benar C. albicans, tidak terkontaminasi dan siap digunakan untuk
penelitian. Tahap identifikasi dimulai dengan cara pengambilan sampel
darah vena perifer menggunakan syringe sebanyak 5 ml sebagai media
pertumbuhan C. albicans. Kemudian di sentrifugasi selama 15 menit
sehingga terpisah antara plasma dan hematokritnyanya. Plasma darah
kemudian diambil dan dimasukkan kedalam tabung reaksi sebagai
media pertumbuhan, lalu diberikan 1 ose biakan C. albicans kemudian
diinkubasi selama 2,5 jam. Setelah 2,5 jam, C. albicans diidentikasi
dengan cara mengambil 1 ose biakan kemudian dibuat hapusan diatas
object glassdengan gerakan memutar lalu ditutup dengan deck glass.
Perlakuan ini dilakukan disamping apibunsen agar terhindar dari
kontaminasi. Hapusan tersebut kemudian diamati dibawah mikroskop
dengan perbesaran 400x terlebih dahulu, kemudian dilanjutkan dengan
perbesaran 1000x dengan diberikan minyak emersi (Gunadi et al.,
2012). Hasil identifikasi menunjukkan bahwa biakan jamur adalah
benar C. albicans karena tampak adanya bentukan bading sel, yang

merupakan salah satu bentuk morfologi dari pertumbuhan C. albicans.

g

Gambar 3.3. Hasil Uji Identifikasi (pembesaran 1000x)

Membuat media cair Saboraud Dextrose Broth (SDB)

Media SDB terbuat dari tiga gram SDB dan aquadest steril 100 mL
kemudian diaduk hingga homogen diatas hotplate. Campuran yang
terbentuk di sterilkan dengan autoclave dengan suhu 121°C selama 15

menit. Kemudian media diinkubasi selama 24 jam.
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Membuat suspensi C. albicans

C. albicans yang digunakan dalam penelitian ini adalah galur murni
yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Gigi Universitas Jember. C. albicans sebelumnya dilakukan uji
identifikasi jamur menggunakan mikroskop inverted, setelah itu
dilakukan kultur pada temperatur 37°C selama 24 jam pada media
SDA. Selanjutnya dibuat suspensi dengan cara diambil koloni C.
albicans dengan 1 ose mata steril dan dikultur dalam 2 ml media SDB
dalam tabung reaksi, kemudian diinkubasi pada temperatur 37°C
selama 24 jam, kemudian dicocokkan dengan standar Mc. Farland 1.
Membuat media cair Saboraud Dextrose Agar (SDA)

Ukuran standar 13 gram bubuk SDA dan membutuhkan aquadest steril
200 mL, kemudian diaduk hingga homoges diatas hotplate. Media
tersebut di sterilkan dengan autoclave dengan suhu 121°C selama 15

menit. Kemudian media diinkubasi dengan suhu 37 °C selama 24 jam.

1.8.2. Tahap Perlakuan

a.

b.

Pemberian kode label perlakuan pada petridish

Pada bagian bawah petridish diberi kertas label agar bisa membedakan.
Kertas label tersebut bertuliskan kelompok K+ Nistatin (kontrol
positif, kelompok K- aquadest steril (kontrol negatif), kelompok EDK
25: ekstrak daun kakao 25%, kelompok EDK 50: ekstrak daun kakao
50%, kelompok EDK 75: ekstrak daun kakao 75% dan kelompok EDK
100: ekstrak daun kakao 100%. Untuk membedakan petridish, maka
pada bagian tengah masing-masing petridish diberi kertas label nomor
petridish 1 sampai 4.

Inokulasi suspensi C. albicans

Media SDA yang sudah hangat dituangkan kedalam petridish yang
sudah disterilkan. Kemudian suspensi C. albicans diinokulasikan pada
media dan diratakan menggunakan thermolyne shaker agar suspensi
dapat menyebar secara merata dan ditunggu sampai agar tersebut

memadat.
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c. Peletakan paper disk pada media
Pada setiap petridish yang telah diinokulasikan C. albicans, dibagi
menjadi 6 lokasi pada media SDA untuk ditempati paper disk yang
telah ditetesi larutas kontrol dan ekstrak daun kakao. Paper disk yang
digunakan adalah oxoix dengan diameter 0,5 mm. 6 lokasi tersebut
diberi kertas label diatas petridish yang bertuliskan K+, K-, EDK 25,
EDK 50, EDK 75 dan EDK 100.

Gambar 3.4 Pemberian paper disk yang telah diberi perlakuan pada media SDA

3.8.3 Tahap Pengukuran Diameter Zona Inhibisi

Pada tahap ini dilakukan pengamatan dan pengukuran
dengan cara petridish dibalik agar zona hambat lebih terlihat jelas.
Zona hambat ditunjukkan dengan terlihatnya daerah jernih
disekeliling paper disk. Pengukuran zona hambat ini menggunakan
jangka sorong. Cara pengukurannya yaitu diameter zona hambat
diukur dari tepi (break point) ke tepi (break point) bersebrangan
dengan melewati pusat paper disk dan dilakukan secara tegak
lurus. Apabila terdapat diameter zona hambat pendek (a mm) dan

panjang (b mm) maka keduanya dijumlah kemudian dibagi dua

_ letm)
~ 2 " Ppengukuran dilakukan sebanyak 3 kali oleh 3 orang

pengamat yang berbeda yang sebelumnya telah diberikan
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penjelasan untuk menyamakan presepsi dalam menghitung zona

hambat, kemudian hasil pengukuran diambil rata-rata.

K (+) K(-) EDK 25
EDK 50 EDK 75 EDK 100

O

O

O
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1.9. Alur Penelitian

Persiapan alat dan bahan

A 4

Pembuatan ekstrak
daun kakao

\ 4

Pengenceran ekstrak
daun kakao
konsentrasi 25%, 50%,
75% dan 100%

A 4

Membuat
media
cair SDB

v
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Membuat
media
SDA

Persiapan
suspensi C.
albicans

v

Inokulasi C. albicans
pada media SDB

\ 4

Meletakkan 6 paper disk
pada petridish setelah
media terisi C. albicans

EDK EDK

25 50

EDK
75

EDK
100

'

K+
Nistatin

v

K-
Aquadest

v

Inkubasi selama 24 jam pada

suhu 37 °C

A 4

Pengukuran zona inhibisi

A 4

Tabulasi data

A 4

Analisis data

Gambar 3.5. Diagram Alur Penelitian
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3.10. Analisis Data

Setelah data terkumpul dan disusun dalam bentuk tabel, selanjutnya
dilakukan analisis data menggunakan program SPSS. Data yang diperoleh
dilakukan uji normalitas menggunakan uji Kolomogrov-Smirnov dan uji
homogenitas menggunaka Levene Test. Jika pada kedua uji tersebut menunjukkan
data terdistribusi normal dan homogen (p > 0,05) maka dilanjutkan dengan uji
parametrik, yaitu Independent One Way ANOVA dan dilakukan uji lanjut dengan
LSD (Least Square Differences). Tetapi jika data tidak terdistribusi normal atau
tidak homogen (p < 0,05), maka dilanjutkan dengan uji statistik nonparametrik,
yaitu Kruskal-Wallis yang dilanjutkan dengan uji Mann-Withney untuk
mengetahui apakah ada perbedaan yang bermakna antar kelompok penelitian.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

5.1.1 Ekstrak daun kakao (Thebroma cacao L.) memiliki daya hambat terhadap
pertumbuhan Candida albicans

5.1.2 Konsentrasi terbesar pada ekstrak daun kakao (Theobroma cacao L.)
dalam menghambat pertumbuhan Candida albicans adalah konsentrasi
100%.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diberikan saran sebagai
berikut:

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai daya hambat ekstrak daun
kakao (Theobroma cacao L.) terhadap mikroflora lain pada rongga mulut.

5.2.2 Perlu dilakukan uji biokompatibilitas sebelum digunakan sebagai bahan
alternatif terapi kandidiasis oral secara in vivo untuk mengetahui efek
samping yang ditimbulkan.

5.2.3 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai senyawa antijamur
(flavonoid, alkaloid dan kafein) dalam ekstrak daun kakao yang memiliki

kemampuan paling efektif dalam menghambat pertumbuhan C. albicans.
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LAMPIRAN

A. Foto Hasil Penelitian

Zona hambat ekstrak daun kakao (Thebroma cacao L.) terhadap pertumbuhan C.
albicans. (a) Zona hambat K+ (Nistatin), (b) Zona hambat K- (Aquadest), (c) Zona
hambat ekstrak daun kakao konsentrasi 100%, (d) Zona hambat ekstrak daun kakao
konsentrasi 75%, (e) Zona hambat ekstrak daun kakao konsentrasi 50%, (f) Zona
hambat ekstrk daun kakao konsentrasi 25%.

~Petridish 2
Sy \

b 2
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B. Foto Alat Penelitian dan Bahan Penelitian

B.1 Alat Penelitian

Keterangan :

a. Rak tabung reaksi J. Ose

b. Jangka sorong digital k. Syringe

c. Mikropipet I. Borer stainless steel

d. Tabung erlenmeyer m. Petridish tidak bersekat
e. Beaker glass n. Tabung reaksi

f. Bunsen 0. Phenotype

g. Neraca p. Label

h. Spatula kaca g. Gunting

i. Gigaskrin r. lIsolasi

Alumunium foil
Timbangan digital

Corong kaca
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Kertas saring Incubator Oven

Thermolyne

Autoclave Laminar flow

B.2 Bahan Penelitian

Daun Kakao SDA SDB Nistatin
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C. Analisis Data

Alkohol 70%

~ ETANOL 9617 l

TEEEEE————

Etanol 96%

58

Candida albicans

C.1 Hasil Uji Normalitas Data Menggunakann Kolmogorov-Smirnov

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

KontrolPasitif | KentrolNegatif EDK 100 EDK 75 EDK 50 EDK 25
(Nistatin) (Aguadest) | (Konsentrasi 100%) | (Kensentrasi 75%) | (Konsentrasi 50%) | (Konsentrasi 25%)

M 4 4 4 4 4 4
Mormal Parameters® Mean 1,2675(,0000 7975 6300 0000 0000

Std. Deviation |,10595 .00000° .06185 04967 ,00000= ,00000°
Most Extreme Differences  Absolute 406 266 250

Positive 247 198 250

MNegative -.406 -.266| =210
Kolmogaorgy-Smimov £ 812 532 500
Asymp. Sig. (2-tailed) 525 940 964
a. Test distribution is Normal.

c. The distribution has no variance forthis variable. One-Sample Kolmogorov-Smimov Test cannot be performed.

C.2 Hasil Uji Homogenitas Data Menggunkan Levene-Statistic

Test of Homogeneity of Variances

Hamb

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

4.957

18

.005
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C.3 Hasil Uji Non-Parametrik Menggunakan Kruskal-Wallis

Test Statistics®®

Hamb
Chi-Square 22.657|
Df 5
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kel

C.4 Hasil Uji Non-Parametrik Menggunakan Mann-Whitney

C.4.1 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 25%6:50%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat Konsentrasi 50% 4.50 18.00
Konsentrasi 25% 4.50 18.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
4 .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000%
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C.4.2 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 25%:75%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK
C.4.3 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 25%6:100%

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat Konsentrasi 75% 6.50 26.00
Konsentrasi 25% 2.50 10.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
4 -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat Konsentrasi 100% 6.50 26.00
Konsentrasi 25% 2.50 10.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000]
Wilcoxon W 10.000
4 -2.460]
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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C.4.4 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 25%:Kontrol Negatif (Aquadest)

61

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K- (Aquades) 4.50 18.00
Konsentrasi 25% 4.50 18.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
Z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

C.4.5 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 25%:Kontrol Positif (Nistatin)

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K+ (Nistatin) 4 6.50 26.00
Konsentrasi 25% 4 2.50 10.00
Total 8
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000]
Wilcoxon W 10.000
4 -2.477
Asymp. Sig. (2-tailed) .013
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK
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C.4.6 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 50%:75%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat Konsentrasi 75% 6.50 26.00
Konsentrasi 50% 2.50 10.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
4 -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%

C.4.7 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 50%6:100%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank Sum of Ranks
DayaHambat Konsentrasi 100% 6.50 26.00
Konsentrasi 50% 2.50 10.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000]
Wilcoxon W 10.000
z -2.460]
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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C.4.8 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 50%:Kontrol Negatif (Aquadest)

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K- (Aquades) 4 4.50 18.00
Konsentrasi 50% 4 4.50 18.00
Total 8
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
Z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000?

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

C.4.9 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 50%:Kontrol Positif (Nistatin)

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K+ (Nistatin) 4 6.50 26.00
Konsentrasi 50% 4 2.50 10.00
Total 8
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000]
Wilcoxon W 10.000
4 -2.477
Asymp. Sig. (2-tailed) .013
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

C.4.10 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 75%:100%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

C.4.11 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 75%:Kontrol Negatif (Aquadest)

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat Konsentrasi 100% 6.50 26.00
Konsentrasi 75% 2.50 10.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K- (Aquades) 2.50 10.00
Konsentrasi 75% 6.50 26.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000]
Wilcoxon W 10.000
4 -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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C.4.12 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 75%:Kontrol Positif (Nistatin)

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K+ (Nistatin) 6.50 26.00
Konsentrasi 75% 2.50 10.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.323
Asymp. Sig. (2-tailed) .020}
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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C.4.13 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 100%:Kontrol Negatif (Aquadest)

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K- (Aquades) 2.50 10.00
Konsentrasi 100% 6.50 26.00
Total
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000]
Wilcoxon W 10.000
4 -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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C.4.14 Ekstrak Daun Kakao Konsentrasi 100%:Kontrol Positif (Nistatin)

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks
EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K+ (Nistatin) 4 6.50 26.00
Konsentrasi 100% 4 2.50 10.00
Total 8
Test Statistics”
DayaHambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.323
Asymp. Sig. (2-tailed) .020}
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%

C.4.15 Kontrol Negatif (Aquadest): Kontrol Positif (Nistatin)

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: EDK

Ranks

EDK N Mean Rank | Sum of Ranks
DayaHambat K+ (Nistatin) 4 6.50 26.00

K- (Aquades) 4 2.50 10.00

Total 8

Test Statistics”
DayaHambat

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.477
Asymp. Sig. (2-tailed) .013
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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