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Abstract: Candidiasis infection is often found in tropical area populations such as Indonesia with the main
causative agent is Candida albicans (C.albicans). The peels of Citrus aurantifolia (C. aurantifolia) and Citrus hystrix
DC (C. hystrix) contain several active compounds that can be used as alternative antifungals. This study aims to
analyze the antifungal activity of C. aurantifolia and C. hystrix DC fruit peels extracts in single and combination
forms in inhibiting the growth of C. albicans. This study method was a posttest-only with control group design, using
the diffusion test method. The test treatments in 3 repetitions consisting of ethanol extracts from C.aurantifolia (Ca)
and C. hystrix (Ch) fruit peels in single and combinations (Ca+Ch) concentrations at 25%, 50%, 75%, and 100%, the
controls used ketoconazole and DMSO 1% . Analysis of inhibitory zone data as an antifungal effect on C.albicans
ATCC 10231 using the One-way Anova test, Post Hoc Duncan test, and the independent T-test. The results showed
that the difference in the inhibitory zone produced by the combination treatment effect greater than the single
treatment (p<0.05), Ca100%+Ch100% treatment produced the widest inhibitory zone, which was 21.19 mm, and was
not significantly different from ketoconazole. In conclusion, the combination of ethanol extract from C. aurantifolia
and C. hystrix DC fruit peels produced a greater antifungal effect than either single preparation in inhibiting the
growth of C. albicans.
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Abstrak: Infeksi kandidiasis sering ditemukan pada populasi di daerah tropis seperti Indonesia dengan agen
penyebab utama yaitu Candida albicans (C. albicans). Kulit buah Citrus aurantifolia (C. aurantifolia) dan Citrus
hystrix DC (C. hystrix) mengandung beberapa senyawa aktif yang dapat dimanfaatkan sebagai antifungi alternatif.
Penelitian ini bertujuan menganalisis aktivitas antifungi ekstrak kulit C.aurantifolia dan kulit C. hystrix DC pada
bentuk sediaan tunggal dan kombinasi dalam menghambat pertumbuhan C.albicans. Rancangan penelitian berupa
posttest-only with control group design, dengan metode uji difusi. Perlakuan uji dalam 3 kali pengulangan meliputi
ekstrak etanol kulit buah C. aurantifolia (Ca) dan kulit C. hystrix (Ch) sediaan tunggal dan kombinasi (Ca+Ch) pada
konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%, serta kontrol ketokonazol dan DMSO 1%. Analisis data zona hambat sebagai
efek antifungi pada C. albicans ATCC 10231 menggunakan Uji One-way Anova, Post Hoc Duncan, dan uji T tidak
berpasangan. Hasil penelitian, memperlihatkan perbedaan zona hambat yang dihasilkan kelompok perlakuan
kombinasi lebih luas daripada perlakuan tunggalnya (p<0.05), perlakuan Cal00%+Ch100% menghasilkan zona
hambat terluas yaitu sebesar 21,19 mm dan besarannya tidak berbeda bermakna dengan ketokonazol. Simpulan
penelitian, kombinasi ekstrak etanol dari kulit buah C.aurantifolia dan C. hystrix DC menghasilkan efek antifungi
lebih besar dibandingkan sediaan tunggalnya dalam menghambat pertumbuhan C. albicans.

Kata-kata kunci : Antifungi, Citrus aurantifolia, Citrus hystrix DC, Kombinasi Ekstrak, Candida albicans
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PENDAHULUAN

Fungi Candida merupakan flora normal
di bagian kulit mukosa genital, mukosa
mulut, dan saluran pencernaan, tetapi juga
bersifat patogen yang dapat menyebabkan
kandidasis.'? Prevalensi kandidiasis dapat
ditemukan di seluruh dunia dan menyerang
seluruh populasi umum.®* Rata-rata kasus
infeksi kandidiasis di Indonesia menempati
urutan ketiga setelah dermatofitosis dan tinea
versicolor.* Candida albicans (C. albicans)
merupakan agen penyebab utama pada
kandidiasis. Kandidiasis sering dihubungkan
dengan hygiene yang buruk dan sistem
kekebalan tubuh yang buruk.' Pilihan obat
antifungi yang digunakan untuk mengatasi
infeksi kandidiasis adalah ketokonazol.®
Akan tetapi penggunaan ketokonazol dapat
menyebabkan efek samping. Ketokonazol
oral menunjukan efek samping paling banyak
mual (2,5%), diikuti sakit kepala (2,4%),
diare (1,8%), sakit perut (1,2%), Gangguan
enzim liver (1,2%), dan gangguan kulit dan
jaringan subkutan (<1%).® Ketokonazol
topikal juga dapat menyebabkan reaksi
dermatologis seperti pruritis, perih, dan kulit
kering.” Saat ini telah banyak diteliti dan
dikembangkan tanaman herbal karena
dianggap tidak memiliki efek samping atau
efek samping yang minimal dengan harga
bahan yang lebih terjangkau.® Diantaranya
adalah Tanaman jeruk nipis (Citrus
aurantifolia) dan limau kuit (Citrus hystrix
DC).° Bagian kulit buah Citrus aurantifolia
(C. aurantifola) dan Citrus hystrix DC (C.
hystrix DC) diketahui mengandung beberapa
senyawa aktif yang bersifat sebagai antifungi
yang  berperan  dalam  mengganggu
pembentukan membran sel fungi diantaranya
adalah senyawa saponin, tanin, minyak atsiri,
asam sitrat, flavonoid, dan alkaloid.** Hasil
perlakuan ekstrak etanol 70%  kulit
C.aurantifola 15% dan 50% pada C.albicans,
dapat membentuk zona hambat sebesar 15,77
mm dan 19,19 mm.! Hasil perlakuan ekstrak
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metanol 99% kulit C. hystrix DC terhadap
C.albicans, mulai menghambat pada
konsentrasi 20% dengan zona hambat sebesar
1  mm.!2 Hasil penelitian lainnya
mendapatkan, ekstrak etanol 96% kulit
C.hystrix 25% terhadap C.albicans dapat
membentuk zona hambat sebesar 18,8 mm,
tetapi zona hambatnya masih dibawah
perlakuan kontrol ketokonazol.*®
Penggunaan obat juga dapat dibuat dalam
bentuk sediaan kombinasi yang dapat
menghasilkan efek sinergisme karena
memiliki kandungan zat aktif dan mekanisme
kerja. yang sama sehingga  saling
meningkatkan efeknya.®4 Hasil  uji
kombinasi ekstrak Gelidium latifolium
(rumput laut) dan C.aurantifola dapat
memberikan daya hambat yang kuat terhadap
C. albicans yaitu sebesar 25,5-42,5 mm.%®
Hasil perlakuan ekstrak kering kombinasi
kulit buah C.hystrix dan daun Carica papaya
(papaya) pada konsentrasi  100%, dapat
menghasilkan daya hambat terbesar pada C.
albicans.’®  Ketersediaan limbah  kulit
C.aurantifolia dan kulit C. hystrix DC di
masyarakat cukup melimpah dan dapat
dimanfaatkan menjadi sediaan antifungi
alternatif, melalui suatu penelitian. Sebagai
upaya mengetahui aktivitas antifungi dari
ekstrak kulit buah C. aurantifola dan C.
hystrix DC, maka pada penelitian ini, ekstrak
kulit buah jeruk C. aurantifola dan C.hystrix
DC pada bentuk sediaan tunggal dan
kombinasi diujikan terhadap C. albicans.

METODE PENELITIAN

Metode yang digunakan pada penelitian
ini adalah true experimental dengan
rancangan posttest only with control group
design. Kelompok perlakuan yang diujikan
adalah ekstrak etanol dari kulit C.
aurantifolia dan kulit C. hystrix DC sediaan
tunggal dan kombinasi pada beberapa
konsentrasi; ekstrak kulit C. aurantifolia
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25%, 50%, 75%, dan 100% (b/v); ekstrak
kulit C.hystrix DC yaitu 25%, 50%, 75%,
dan 100% (b/v), kontrol positif ketokonazol
10 pg/disk, dan kontrol negatif DMSO 1%.
Parameter yang diamati adalah zona hambat
dapat terbentuk di sekitar paper disk atau
pertumbuhan fungi C.albicans pada media
Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Jumlah
pengulangan  untuk setiap  kelompok
perlakuan adalah 3 kali, yang diperoleh
berdasarkan hasil perhitungan menurut
rumus Federer.

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah kulit buah C.
aurantifolia dan C. hystrix DC, Isolat murni
C. albicans yang diperoleh  dari
Laboratorium Mikrobiologi FK ULM, media
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), media
Brain Heart Infusion (BHI), disk
ketokonazol 10 pg, DMSO 1%, aquadest
steril, etanol 96%, kertas saring, paper disk
steril, dan larutan standar McFarland 0,5
(setara jumlah fungi 1.5 x 108 CFU/m).

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah spatula, pipet tetes,
pinset, osse steril, korek api, kapas lidi steril,
gelas beker, lampu spiritus, kaliper mistar
skala millimeter (Tricle Brand), tabung
reaksi (Pyrex Brand®), cawan petri,
aluminium foil, neraca analitik, gelas
Erlenmeyer (IWAKI®), inkubator aerob
(Carbolite®), autoklaf (All
American®),blender (National™), penangas
air (waterbath), meja laminary air flow
(Holten Maxisafe®), Vacuum rotatory
evaporator, oven, corong, kertas saring
WHA40, kain flannel, penjepit tabung, pisau
steril, dan alat ekstraktor.

Kulit buah C.aurantifolia dan C. hystrix
DC masing-masing 1 kg dicuci bersih dengan
air mengalir, lalu ditiriskan. Kemudian diiris
kecil-kecil dan dikeringkan di dalam oven
pada suhu 110°C, setelah itu dihaluskan
dengan blender sampai menjadi serbuk halus
(simplisia) 100 gr, kemudian dilakukan

ekstraksi menggunakan metode maserasi
dengan pelarut etanol 96%.1%1

Ekstrak kulit buah C.aurantifolia dan
C.hystrix DC masing-masing disiapkan
sebanyak 10 gram. Setelah itu masukkan
DMSO 10 ml untuk dibuat sediaan cairan
dalam wadah gelas beker dan diperoleh
konsentrasi 100% (b/v). Selanjutnya dibuat
berbagai konsentrasi yaitu konsentrasi
sediaan ekstrak kulit C. aurantifolia 25%,
50%, 75%, dan 100% (b/v) dan konsentrasi
sediaan ekstrak kulit C. hystrix DC yaitu
25%, 50%, 75%, dan 100% (b/v).
Ketokonazol 10 pg/disk digunakan sebagai
kontrol positif dan DMSO 1% sebagai
kontrol negatif.*>1’

Isolat C.albicans yang akan digunakan
sebagai fungi uji pada penelitian ini
merupakan isolat murni yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Lambung
Mangkurat Banjarbaru, yang telah di
inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Selanjutnya siapkan isolat murni, kemudian
ambil masing-masing sebanyak 1 ose dan
dimasukkan ke dalam 0,5 ml BHI untuk
dibuat suspensi biakan fungi uji. Sebelum
dan sesudah digunakan, ose dibakar di atas
api lampu spiritus. Lampu spiritus dibiarkan
menyala hingga prosedur persiapan fungiuji
selesai. Selanjutnya isolat fungi uji di
inkubasi selama 8 jam pada suhu 37° C.
Setelah di inkubasi, lakukan penambahan
akuades steril pada suspensi fungi tersebut
pada media BHI, sehingga didapatkan
kekeruhan yang diperkirakan sesuai dengan
standar McFarland 0.5.

Suspensi fungi C. albicans yang telah
distandarkan dengan McFarland 0.5 diswab
dengan bantuan kapas lidi steril dan
dioleskan pada media SDA. Kapas lidi yang
telah digunakan diletakkan ke dalam wadah
berisi larutan antiseptik. Kemudian letakkan
paper disk yang sebelumnya telah direndam
dalam masing-masing perlakuan konsentrasi
tunggal dan kombinasi ekstrak etanol kulit
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buah C.aurantifolia dan C. hystrix DC
dengan beberapa konsentrasi diatas media
SDA yang sebelumnya telah berisi isolat
fungi uji. Selanjutnya semua media uji di
inkubasi di inkubator pada suhu 37°C selama
24 jam.

Setelah di inkubasi akan terlihat besaran
zona hambat (zona bening) disekitar paper
disk yang akan di ukur menggunakan caliper
mistar (mm).!8

Data penelitian ini adalah besaran
diameter zona hambat terhadap pertumbuhan
fungi uji setelah diberikan perlakuan sediaan
tunggal dan kombinasi ekstrak etanol Kkulit
dari buah C. aurantifolia dan C. hystrix DC,
serta kontrol. Sebaran data penelitian
dianalisis menggunakan uji normalitas yaitu
uji Shapiro-Wilk, dan diuji homogenitas
variannya menggunakan uji Levene. Hasil
analisis data terdistribusi normal dan
homogen maka dilanjutkan dengan uji One-
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way Anova dan uji lanjut Post-hoc Duncan,
pada tingkat kepercayaan 95%. Analisis
untuk  mengetahui adanya perbedaan
aktivitas antifungi sediaan tunggal dan
kombinasi ekstrak etanol kulit dari buah
C.aurantifolia dan C. hystrix DC,
menggunkan dilakukan uji T tidak
bgerpasangan (Independent Samples T-Test).
1

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini telah dinyatakan laik etik
olen komite etik Fakultas Kedokteran
Universitas Lambung Mangkurat dengan
nomor 213/KEPK-FK ULM/ECMI1/2022.
Hasil pengukuran diameter zona hambat
terhadap C.albicans dari masing-masing
perlakuan sediaan tunggal dan kombinasi
ekstrak etanol kulit dari buah C. aurantifolia
dan C. hystrix DC, serta kontrol terdapat pada
Gambar 1.
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Perlakuan sediaan tunggal dan kombinasi ekstrak Kulit Citrus aurantifolia dan Citrus hystrix DC
serta kontrol

Perbandingan Rerata Zona Hambat Candida albicans Sesudah Perlakuan dengan
Ekstrak Kulit Buah Citrus aurantifolia dan Citrus hystrix DC Sediaan Tunggal,
Kombinasi, dan Kontrol

Kontrol ketokonazol menghasilkan zona
hambat sebesar 21,03 mm dan bersifat
intermediet  terhadap C  .albicans.®
Ketokonazol merupakan obat antifungi
sistemik pertama yang berspektrum luas.
Ketokonazol bersifat lipofilik dan larut dalam
air pada pH asam. Ketokonazol memiliki
mekanisme kerja dengan cara berinteraksi

dengan C-14 D-demetilase (enzim P-450
sitokrom) untuk menghambat dimetilasi
lanosterol menjadi ergosterol, komponen
struktural penting dari membran sel jamur.
Penghambatan ini akan mengganggu fungsi
membran, meningkatkan permeabilitas, dan
akhirnya menyebabkan kematian sel.”?
Pemberian ekstrak etanol dari kulit C.
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aurantifolia dan C. hystrix DC pada sediaan
tunggal dan kombinasi terhadap C. albicans,
menghasilkan besaran zona hambat yang
bervariasi. Ekstrak etanol dari kulit C.
aurantifolia 25% (5,82+0,09) dan C.hystrix
DC 25% (6,27+0,75) sudah mampu
menghambat pertumbuhan C. albicans. Hasil
penelitian ini, membuktikan bahwa pada
kulit buah C. aurantifolia dan C .hystrix DC
terkandung senyawa bioaktif yang bersifat
antifungi. Hasil uji fitokimia, senyawa
antifungi yang terkandung pada kedua kulit
buah jenis jeruk yang diuji diantaranya
flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin.'%!
Senyawa aktif yang terkandung dalam kulit
buah C. aurantifolia dan kulit C.hystrix DC
sebagian besar memiliki fungsi sebagai
antioksidan dan berperan sebagai antifungi
sehingga dapat menghambat pertumbuhan
C.albicans.?? Laporan hasil uji sebelumnya
didapatkan bahwa ekstrak  kulit C.
aurantifolia dan ekstrak C.hystrix DC dapat
menghambat pertumbuhan C. albicans.?®
Peningkatan konsentrasi perlakuan ekstrak C.
aurantifolia dan C.hystrix DC pada
penelitian ini, dapat meningkatkan luas zona
hambat terhadap C. albicans. Hasil ini tidak
berbeda dengan hasil uji infusa kulit buah
C.hystrix DC 20% mulai menghambat C.
albicans dalam waktu kontak 15 menit dan
jumlah koloni 3x104 CFU/100 u; daya
hambat makin meningkat dipengaruhi oleh
peningkatan tinggi konsentrasi ekstrak dan
lama waktu kontak terhadap fungi uji.?*
Pengaruh kandungan senyawa bioaktif dapat
memberikan efek menghambat pertumbuhan
C. albicans pada konsentrasi yang berbeda-
beda.'’

Berdasarkan hasil uji normalitas data
menggunakan uji Shapiro-Wilk, diperoleh
nilai p > 0,05, yang artinya data pada
penelitian ini terdistribusi normal. Hasil uji
one-way Anova didapatkan nilai p = 0,000 (p
< 0,05), yang menunjukkan bahwa terdapat

perbedaan efek bermakna antara perlakuan-
perlakuan yang diujikan.

Hasil analisis uji Post Hoc Duncan (Tabel 1)
menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak
etanol kulit buah C.aurantifolia dan kulit C.
hystrix DC memberikan efek zona hambat
lebih besar dan lebih efektif dibandingkan
sediaan tunggalnya dalam menghambat
C.albicans. Perbandingan efek antifungi
perlakuan sediaan tunggal dan kombinasi
dianalisis dengan uji T tidak berpasangan
didapatkan nilai p<0,05 (p=0,000), yang
artinya didapatkan perbedaan signifikan pada
probabilitas 0,05 antara perlakuan tunggal
dan kombinasi. Berdasarkan kriteria pada
Davis-Stout, maka daya hambat yang
dihasilkan ekstrak etanol pada kulit C.
aurantifolia konsentrasi 100% dan kulit C.
hystrix DC konsentrasi 100% dikategorikan
sangat kuat ( 21,19+0,34% ) dan efek yang
dihasilkan pada perlakuan ini tidak
menunjukkan perbedaan signifikan dengan
kontrol ketokonazol (10 ug) (21,03+0,25%)
dan memiliki efektivitas setara ketokonazol
dalam  menghambat pertumbuhan C.
albicans. Pada perlakuan kombinasi terdapat
efek sinergis antara zat-zat aktif pada
tanaman obat dengan mekanisme kerja sama
sehingga memberikan efek terapiutik yang
lebih besar dan memperkuat efek daya
hambatnya.2?®  Penggunaan sediaan
kombinasi dapat meningkatkan jumlah
konsentrasi yang mengakibatkan
peningkatan jumlah kandungan senyawa
aktif pada tiap perlakuan diikuti oleh
bertambah luasnya zona hambat.?® Studi
terdahulu  menunjukkan pada sediaan
kombinasi  dapat membuat aktivitas
antimikroba menjadi lebih efektif dan
mengurangi efek sampingnya, serta dapat
mengendalikan  resistensinya  terhadap
antifungi.?’
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Tabel 1. Ekstrak Kulit Buah C.aurantifolia (Ca) dan C.hystrix DC (Ch) Sediaan Tunggal,

Kombinasi, dan Ketokonazol Berdasarkan Uji Post Hoc Duncan

Jenis sediaan uji Perlakuan Rerata SD Zona hambat
Sediaan tunggal Ca25% 5,82+0,09"
Ca50% 7,10+0,15'
Ca75% 8,81+0,35/
Cal00% 10,60+0,15¢
Ch25% 6,27+0,75™
Ch50% 7,53+0,29K
Ch75% 9,58+0,28!
Ch100% 11,85+0,25f
Sediaan Kombinasi Ca25% + Ch25% 6,8620,03'
Ca25% + Ch50% 7,67+0,05K
Ca25% + Ch75% 9,94+0,25'
Ca25% + Ch100% 11,41+0,07"
Ca50% + Ch25% 8,91+0,07’
Cab0% + Ch50% 9,70+0,23'
Cab0% + Ch75% 11,05+0,48"
Cab0% + Ch100% 13,40+0,35¢
Ca75% + Ch25% 10,52+0,15¢
Ca75% + Ch 50% 11,94+0,11f
Ca75% + Ch75% 14,5340,37¢
Ca75% + Ch100% 16,05+0,45¢
Cal00% + Ch25% 13,36+0,16¢
Cal00% + Ch50% 14,90+0,06¢
Cal00% + Ch75% 16,52+0,37°
Ca 100% + Ch100% 21,19+0,342
K+ 21,03+0,25%

Keterangan: Nilai rerata dan standar deviasi dengan notifikasi superskrif yang sama (a/b/c/d/e/f/g/h/i/j/k/1/m/n)
menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan terhadap zona hambat C.albicans (p>0,05)

Beberapa senyawa metabolit sekunder
pada kulit C.aurantifolia dan C.hystrix DC
yang dapat menghambat pertumbuhan C.
albicans, diantaranya yaitu senyawa
flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin.?®
Senyawa sekunder antifungi dapat bekerja
dengan beberapa cara seperti menyebabkan
kerusakan  dinding  sel, perubahan
permeabilitas sel, perubahan protein dan
molekul asam nukleat, penghambatan kerja
enzim sintesis asam nukleat serta protein
yang akhirnya akan menyebabkan kematian
sel.® Flavonoid dapat membunuh mikroba
dengan menghancurkan membran sel dan
membentuk senyawa kompleks dengan
protein ekstraseluler. Selain itu, senyawa
flavonoid dapat mendenaturasi protein sel
mikroba melalui pembentukan ikatan
hidrogen kompleks dengan protein sel

mikroba, sehingga struktur dinding sel dan
membran sitoplasma mikroba menjadi tidak
stabil dan mengganggu fungsi permeabilitas
sel mikroba. Hal ini membuat membran sel
mikroba rusak dan diikuti  dengan
pembengkakan sel dan membuat membran
sel pecah yang mengakibatkan kematian sel
mikroba.®  Senyawa  alkaloid  dapat
mengganggu stabilitas peptidoglikan dan
merusak dinding sel C. albicans.?® Saponin
meningkatkan ~ permeabilitas  membran
sehingga terjadi hemolisis sel yang
menyebabkan jamur akan rusak atau lisis.*
Tanin bersifat lipofilik sehingga mudah
terikat pada dinding sel dan mengakibatkan
kerusakan dinding sel. Selain itu, tanin dapat
menghambat sintesis kitin pada dinding sel
C.albicans.®
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PENUTUP

Kesimpulan dari hasil penelitian ini yaitu
aktivitas antifungi dengan parameter zona
hambat pada sediaan kombinasi ekstrak
etanol dari kulit buah C.aurantifolia dan
C.hystrix DC memberikan efek lebih besar
dibandingkan sediaan tunggalnya dalam
menghambat pertumbuhan C.albicans.

Penelitian selanjutnya dapat dilakukan
penelitian menggunakan bagian tanaman
C.aurantifolia dan C.hystrix DC yang lain
serta dengan jenis tanaman jeruk lainnya,
serta dapat dilakukan uji lanjut seperti uji
efektivitas zat aktif murni, uji organoleptic,
serta uji antifungi dengan fungi uji lain
seperti Aspergillus niger atau jenis Candida
lainnya.
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