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INTISARI 

 
Latar belakang: Curcuma longa Linn tanaman rempah yang termasuk kelompok 

jahe-jahean atau Zingiberaceae yang memiliki kemampuan sebagai antifungal, 

sehingga berpotensi dapat menghambat pertumbuhan Candida albicans yang 

menyebabkan infeksi. Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektifitas antibiofilm 

rimpang kunyit Curcuma longa sebagai alternatif dalam menghambat biofilm 

Candida albicans 

Metode Penelitian: Penelitian dilakukan secara eksperimental in vitro dengan 

pendekatan post-test only control group design. Rimpang kunyit (Curcuma longa) 

dimaserasi dengan pelarut metanol. Ekstrak dibagi menjadi konsentrasi 

80%,40%,20%,10% dan 5%. Uji antibiofilm menggunakan microtiter plate biofilm 

assay pada mikroplate round-bottom 96 well. Kemudian diamati dengan 

menghitung nilai absorbansi/densitas optik menggunakan microplate reader (λ = 

620 nm). Efektivitas sebagai antibiofilm juga dianalisis secara statistik dengan 

menggunakan One-Way ANOVA (p<0,05) dilanjutkan post-hoc Bonfferoni. 

Hasil: Curcuma longa pada konsentrasi ekstrak 20%,10%, dan 5% menunjukkan 

persentase konsentrasi penghambatan biofilm minimal sebesar 57,6%; 56,1%; 

dan 55,3%. Analisis statistik menunjukkan ekstrak uji memiliki efek sama dengan 

kontrol positif (antifungal). 

Kesimpulan: Ekstrak metanol rimpang kunyit (Curcuma longa) memiliki efektifitas 

sebagai antibiofilm 

 
Kata Kunci: Curcuma longa, antifungal, antibiofilm, Candida albicans, microtiter 

plate 
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ABSTRACT 

 
 

Background: Curcuma longa Linn herbal plants that belong to the Zingiberaceae 

gingers or who has the ability as an antifungal, so the potential to inhibit the growth 

of Candida albicans that causes the infection. This study aims to test the 

effectiveness of Curcuma longa turmeric rhizome antibiofilm as an alternative in 

inhibiting Candida albicans biofilm. 

Method: The study was conducted in vitro experimental with a post-test only 

control group design approach. Turmeric rhizome (Curcuma longa) was macerated 

with methanol as a solvent. The extract was divided into concentrations of 80%, 

40%, 20%, 10%, and 5%. Antibiofilm assay using a microtiter plate biofilm assay 

on 96 well round-bottom microplates. Then observed by calculating the 

absorbance value/optical density using a microplate reader (λ = 620 nm). The 

effectiveness as an antibiofilm was also analyzed statistically using One-Way 

ANOVA (p <0.05) followed by post-hoc Bonfferoni. 

Result: Curcuma longa extract at a concentration of 20%, 10%, and 5% showed 

biofilm inhibition of 57.6%, 56.1%; and 55.3%, respectively. Statistical analysis 

showed that the test extract had the same effect as a positive control (antifungal). 

Conclusion: The methanol extract of turmeric rhizome (Curcuma longa) has 

effectiveness as an antibiofilm. 
 

Keywords: Curcuma longa, antifungal, antibiofilm, Candida albicans, microtiter 

plate 
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BAB I. PENDAHULUAN 

 
 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Candida sp. adalah jamur patogen yang paling umum pada manusia dan 

merupakan agen penyebab dari kandidiasis superfisial dan sistemik, sehingga 

memberikan morbiditas berat pada jutaan individu di dunia (Zeuko´o et al., 2016). 

Candida sp. adalah organisme komensal dan untuk menjadi patogen dibutuhkan 

keadaan imunosupresan inang. Oleh karena itu, faktor risiko umum dari infeksi 

Candida sp. termasuk penurunan kekebalan tubuh, diabetes melitus, dan faktor 

iatrogenic seperti penggunaan obat intravena, penggunaan antibiotik, dan cairan 

hiperlimentasi (Golia et al., 2012). Kandidiasis merupakan penyakit oportunistik 

yang mengkhawatirkan karena terdapat peningkatan kejadian pada pasien 

dengan gangguan kekebalan, pasien yang menerima kemoterapi kanker anti 

bakteri yang agresif dan berkepanjangan, atau pada pasien yang menjalani 

transplantasi organ (Golia et al., 2012). 

Penelitian di wilayah Littoral Cameroon tepatnya di Rumah Sakit distrik 

Nylon menunjukkan prevalensi kandidiasis oral dan vagina pada tahun 2012 

adalah 52,6% dan 29,7% (Njunda, A. L. et al., 2012). Penelitian serupa di Rumah 

Sakit Baptis Mutengene di wilayah barat daya pada tahun 2013 menunjukkan 

prevalensi kandidiasis oral di antara pasien HIV adalah 66,7% (Njunda, L. A. et al., 

2013). Telah dilaporkan bahwa tingkat kematian oleh infeksi invasif adalah 40% 

dan Candida albicans bertanggung jawab atas 50-60% kasus kandidiasis invasif 

(Zeuko´o et al., 2016). Salah satu faktor yang berpengaruh terhadap virulensi 

Candida sp. adalah kemampuan pembentukan komunitas mikroba yang 

menempel dan dikenal sebagai biofilm (Seneviratne et al., 2008). 

Pembentukan biofilm tersebut membantu mikroorganisme menghindari 

pertahanan dari inang, menjadi sumber infeksi yang persisten, dan meningkatkan 

resistensi terhadap agen antifungal (Golia et al., 2012). Selain meningkatkan 

resistensi terhadap senyawa antifungal, biofilm pada Candida juga mengandung 

toksisitas senyawa yang tinggi (Shreaz et al., 2011). 

Beberapa antifungal seperti Amphotericin B dan agen fungisidal polyene 

efektivitasnya mulai menurun dan dapat menyebabkan hepatotoksisitas serta 

nefrotoksisitas. Oleh karena itu dibutuhkan antifungal yang lebih efektif dengan 

 

 
1 



2 
 

 
 
 
 
 

tingkat toksisitas lebih rendah (Pan et al., 2009). Menurut World Health 

Organization (WHO), 80% populasi dunia menggunakan terapi alami dan obat- 

obatan tradisional yang berasal dari alam (WHO, 2003). Kunyit (Curcuma longa), 

sebagai obat herbal tradisional yang sering digunakan di Asia Tenggara, memiliki 

banyak senyawa yang biasanya digunakan dalam makanan dan kosmetik. 

Berdasarkan penelitian terdahulu didapatkan bahwa Curcuma longa memiliki sifat 

terapeutik sebagai insektisida, antimikroba, antifungal, antimalaria, antiviral, dan 

antioksidan. Tanaman ini juga dilaporkan memiliki aktivitas toksik yang dapat 

mengganggu perkembangan miselium (Chen et al., 2018). 

Penelitian ini dilakukan karena belum adanya penelitian yang menguji 

tentang kegunaan Curucuma longa sebagai antibiofilm terhadap Candida sp dan 

agar lebih mengetahui efektifitas kunyit sebagai antibiofilm Candida albicans. 

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Pajaree Kawsud, Jindaporn 

Puripattanavong dan Rawee Teanpaisan pada tahun 2014 menggunakan 

Curcuma zedoaria sebagai antibiofilm terhadap Candida albicans ATCC 10231, 

Candida albicans ATCC 90028, dan beberapa jenis Candida sp lainnya. 

Sedangkan pada penelitian Chen et al., 2018 Curcuma longa digunakan sebagai 

antifungal dari Fusarium graminearum (Chen et al., 2018; Kawsud et al., 2014). 

 
1.2 Rumusan Masalah 

Apakah ekstrak metanol kunyit (Curcuma longa) efektif dalam 

menghambat biofilm Candida albicans ATCC 10231? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Untuk mengetahui efektivitas ekstrak metanol kunyit (Curcuma longa) 

terhadap biofilm Candida albicans ATCC 10231 
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1.4 Keaslian Penelitian 
 

Tabel 1 Tabel Keaslian Penelitian 
 

No 
. 

Nama Peneliti / 
Judul Penelitian 

Tahun Hasil Penelitian Persamaan Perbedaan 

1. Chylen Setiyo Rini, 
Jamilatur Rohmah, 
Leni  Yuroh 
Widyaningrum/ 
Efektivitas Kunyit 
(Curcuma longa 
Linn) terhadap 
Esherichia coli dan 
Bacillus subtilis 

2018 Ekstrak kering 
kunyit memiliki 
daya hambat 
terhadap 
pertumbuhan 
bakteri E. coli dan 
Bacillus subtilis. 

Variabel 
bebas: 
Kunyit 

Subjek 
penelitian: 
Candida sp 
ATCC 10231 
Sebelumnya: 

E. coli dan 
Bacillus 
subtilis 

2. Zeuko´o  M. 
Elisabeth, Virginio 
C. Lopez, Sara M. 
Soto and Fekam B. 
Fabrice/Anti- 
candida biofilm 
properties  of 
Cameroonian plant 
extracts 

2016 Ekstrak yang 

diteliti memiliki 
aktivitas 
antimikroba  dan 
menghambat 
pembentukan 
biofilm  pada 
konsentrasi yang 
diuji,   dan 
menunjukkan kerja 
senyawa bioaktif 
dari ekstrak 
tanaman di daerah 
Cameroon 

Subjek 
penelitian: 
Candida sp 
ATCC 10231 

Variabel 
bebas: 
Curcuma 
longa 
Sebelumnya: 
tanaman pada 
daerah 
Cameroon 

3. Ciqiong Chen, Li 
Long, Fusheng 
Zhang, Qin Chen, 
Cheng  Chen, 
Xiaorui Yu, Qingya 
Liu, Jinku Bao, 
Zhangfu Long / 
Antifungal activity, 
main  active 
components       and 

mechanism  of 
Curcuma longa 
extract against 
Fusarium 
graminearum 

2018 Ekstrak etanol C. 
longa      dapat 
mengganggu 
sintesis   protein 
penting dan enzim, 
yang akhirnya 
dapat 
menghambat 
pertumbuhan 
jamur.       Efek 
antifungal 
ditemukan     terkait 
gangguan    sistem 
membran        sel 
jamur, khususnya 
hambatan 
terhadap  sintesis 
ergosterol dan 
rantai pernapasan. 

Variabel 
bebas: 
Kunyit 

Subjek 
penelitian: 
Candida 
albicans 
ATCC 10231 
Sebelumnya: 
Fusarium 
graminearum 
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1.5 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat: 

1. Untuk mengetahui manfaat ekstrak metanol kunyit (Curcuma longa) dalam 

menghambat pembentukan biofilm Candida albicans ATCC 10231 

2. Sebagai sumbang sih khasanah dalam ilmu pengetahuan mengenai bahan 

alam yang dapat bermanfaat sebagai antibiofilm terhadap Candida 

albicans ATCC 10231 

3. Dapat digunakan sebagai salah satu acuan untuk studi lanjut mengenai 

pengobatan dari bahan alam khususnya mengenai ekstrak metanol kunyit 

(Curcuma longa) 



 

 

 

BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 
 

2.1 Telaah Pustaka 
 

2.1.1 Candida albicans 

Candida adalah jamur tipe yeast yang umumnya menyebabkan infeksi 

pada bagian kulit. Candida memiliki beberapa spesies yang bersifat sebagai 

patogen, dan yang paling umum adalah Candida albicans (Dowd, 2007). Candida 

merupakan jamur tipe yeast gram positif uniseluler yang bereproduksi dengan 

spora yang dibentuk langsung dari hifa tanpa adanya peleburan inti dan berbentuk 

tunas Candida albicans memiliki 3 bentuk morfologi yang berbeda yaitu yeast, 

pseudohifa dan hifa, kemampuan berubah antara bentuk dikontrol oleh genetik 

dan sejumlah faktor dari lingkungan (Bedard & Drummond, 2016). Morfologi 

Candida albicans ditunjukkan pada Gambar 1. 

 
Gambar 1. Morfologi Candida albicans (Bedard & Drummond, 2016) 

 

 
Candida albicans menyebabkan berbagai jenis infeksi yang dibagi menjadi 

2 grup yaitu mucosal dan sistemik. Infeksi mucosal biasanya muncul pada wanita 

yang biasa disebut kandidiasis vulvovaginalis, sekitar 75% wanita dewasa akan 

mengalami setidaknya sekali selama hidup. Candida albicans dapat menginfeksi 

mulut atau oral kandidiasis yang dapat menjadi masalah pada bayi baru lahir dan 

usia lanjut (Bedard & Drummond, 2016)). Pada kejadian rekurensi kandidiasis 

vulvovaginalis, sel yeast Candida albicans yang awalnya mampu ditoleransi oleh 

sel inang dalam batas rendah di epitel vagina dengan cara dihambat transisinya 

agar tidak menjadi hifa, jika mengalami kegagalan hifa yang terbentuk dapat 

menjadi biofilm yang akan melekat kuat dan menyerang sel epitel dinding vagina. 

Biofilm kemudian bercampur dengan sel sel inflamasi, sisa sel epitel yang telah 
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dilisiskan dan cairan vagina menjadi keputihan yang merupakan salah satu gejala 

kandidiasis vulvovaginalis (Cassone, 2015). Infeksi sistemik atau kandidiasis 

diseminata adalah penyakit yang serius dan dapat terjadi ketika seorang pasien 

mengalami imunosupresi dan Candida albicans yang seharusnya dapat 

dikendalikan oleh sistem imun tubuh menyerang jaringan dan memasuki aliran 

darah. Candida albicans umumnya hidup di usus oleh karena itu, invasi dinding 

usus melalui ulkus atau luka dapat dianggap salah satu cara terjadinya kandidiasis 

diseminata. Selain itu Candida albicans juga dapat tumbuh pada perangkat medis 

seperti kateter intravena (Mayer et al., 2013). 

2.1.2 Biofilm Candida albicans 

Biofilm dapat didefinisikan sebagai komunitas mikroorganisme yang terikat 

secara irreversible pada suatu permukaan, mengandung matriks eksopolimerik 

dan sifat fenotipik yang khas. Sifat fenotipik yang paling penting dari pembentukan 

biofilm adalah resistensi antimikroba, Candida albicans adalah salah satu spesies 

dari Candida yang mampu membentuk biofilm (Sida et al., 2016). Terdapat 

hipotesis bahwa pembentukan biofilm Candida albicans terdiri 3 tahap yaitu fase 

awal berupa adherence sel ragi ke permukaan, fase menengah berupa 

pembentukan matriks ekstraseluler dengan pergantian dimorfik dari yeast ke 

bentuk hifa, dan fase pematangan berupa peningkatan rekruitmen bahan matriks 

ekstraseluler untuk membentuk struktur tiga dimensi dari biofilm (Wibawa, 2012). 

Proses pembentukan biofilm Candida albicans ditunjukkan pada Gambar 2. 

 
 

Gambar 2. Pembentukan biofilm pada Candida albicans (Wibawa, 2012) 
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2.1.3 Rimpang Kunyit 

Kunyit atau kunir adalah tanaman rempah yang terkenal di Asia Tenggara, 

kunyit termasuk kelompok jahe-jahean atau Zingiberaceae dengan nama latin 

Curcuma longa Linn. syn. Curcuma domestica Val. Selain digunakan sebagai 

bahan masakan, kunyit juga sering digunakan sebagai obat tradisional. Kunyit 

memiliki banyak manfaat yaitu sebagai antifungal, antibakterial, dan antioksidan 

(Zorofchian Moghadamtousi et al., 2014). 

Dalam taksonomi tanaman kunyit dikelompokkan sebagai berikut: 
 

Kingdom : Plantae 

Divisi : Spermatophyta 

Subdivisi : Angiosperms 

Kelas : Monocotyledonae 

Ordo : Zingiberales 

Famili : Zingiberaceae 

Genus : Curcuma 
Species : Curcuma longa 

 

Tanaman kunyit dapat tumbuh bercabang dengan tinggi 40-100 cm, 

memiliki batang semu, bulat, tegak dan membentuk akar atau rimpang dengan 

warna kuning dan tersusun dari pelepah daun. Kunyit memiliki daun tunggal 

berbentuk bulat telur yang dapat memanjang hingga 10-40 cm, memiliki lebar 8-

13 cm dan tulang daun menyirip dengan warna hijau (Kusbiantoro & 

Purwaningrum, 2018). 

 

 
Gambar 3. Kunyit (Curcuma longa )(Kusbiantoro & Purwaningrum, 2018). 
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Kunyit memiliki banyak kandungan zat metabolit sekunder, di antaranya 

adalah karbohidrat, protein, zat pati, asam amino, glikosida, flavonoid, alkaloid, 

tannin, dan saponin yang berhasil diisolasi dengan menggunakan metode 

ekstraksi metanol (Jyoti & Rajeshwari, 2012). Selain 10 metabolit sekunder 

tersebut, ekstrak metanol dapat menunjukkan lebih banyak zat metabolit sekunder 

daripada ekstrak etanol dimana ekstrak metanol terdapat 16 zat dan etanol 13 zat 

yang dijelaskan pada Tabel 2 dan 3 (Sawant & Godghate, 2013). 

 
Tabel 2. Kandungan kunyit (Sawant & Godghate, 2013) 

 

Phytochemical Acetone Methanol Ethanol Chloroform 

Alkaloids     

Wagner’s + + + - 

Dragen droff’s + + + + 

Hager’s + - + + 

Saponin + + + + 

Steroid - + - + 

Tannin + + + - 

Anthocyanin + + + + 

Coumarin - + - - 

Emodins + + + + 

Protein - + - - 

Amino Acid - + - - 

Flavonoids     

10% NaOH + + - - 

10% NH4OH + + - - 

Mg test + + + + 

Zn test - + - - 

Diterpenes + + + - 

Phytosterol + + - - 

Phenol + + - - 

Phlobatannin + + + + 

Leucoanthocyanin + + + + 

Anthroquinone + + + + 

Chalcones + + + + 

Cardiac 
Glycosides 

    

Legal’s test + + + + 

Kellar-Killiani test + + + + 
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Tabel 3. Lanjutan 
 

Phytochemical Acetone Methanol Ethanol Chloroform 

Carbohydrate     

Molisch’s + + + + 

Barfoed + + + + 

Iodine + - + + 

Fehling + + + + 

Benedict - - - - 

 
 
 

Alkaloid dianggap memiliki aktivitas antimikroba yang bekerja dengan 

cara menghambat esterase, DNA, dan RNA polymerase. Alkaloid juga mampu 

menghambat respirasi sel dan memiliki peran dalam interkalasi DNA (Dewi et al., 

2019). Flavonoid dapat menghambat pertumbuhan jamur dengan cara 

menghambat pembelahan atau proliferasi sel dengan seyawa genestein, 

senyawa ini dapat mengikat protein di mikrotubulus dalam sel dan mampu 

mengganggu proses mitosis yang akhirnya mengganggu pertumbuhan jamur 

(Bhaskara, 2012). Saponin dapat mengganggu permeabilitas membran sel jamur, 

di mana peningkatan permeabilitas menyebabkan cairan intrasel keluar dan 

menyebabkan jamur mengalami kematian (Yanti et al., 2016). 

Tannin juga dianggap memiliki efek dalam menghambat pertumbuhan 

atau membunuh Candida albicans. Tannin bekerja dengan cara menyiutkan dan 

mengendapkan protein dalam larutan dan menyebabkan munculnya senyawa 

yang tidak larut, tannin juga memiliki efek antioksidan dan antiseptik yang dapat 

berperan sebagai pertahanan tubuh terhadap Candida albicans (Bhaskara, 2012) 
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2.1.4 Kerangka Teori 
 

 
Gambar 4. Kerangka Teori 

 
 
 

2.1.5 Kerangka Konsep Penelitian 
 
 

 

Gambar 5. Kerangka Konsep 

2.1.6 Hipotesis 
 

Ekstrak kunyit (Curcuma longa) efektif dalam menghambat 

pertumbuhan biofilm Candida albicans ATCC 10231. 



 

 

 

BAB III. METODE PENELITIAN 

 
 

3.1 Rancangan Penelitian 
 

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan penelitian 

post-test only control group design secara in vitro. Metode yang digunakan adalah 

Microtiter Plate Biofilm Assay untuk melihat efek ekstrak kunyit (Curcuma longa) 

dalam menghambat pembentukan biofilm terhadap Candida albicans ATCC 

10231 (Hasan Zaba, 2015). 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

 
Proses determinasi tumbuhan dilakukan di Laboratorium Sistematika 

Tumbuhan Fakultas Biologi Universitas Gajah Mada dan untuk ekstraksi tanaman 

dilakukan di Laboratorium Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Islam Indonesia (FMIPA UII). Uji biofilm Candida albicans dan kemampuan 

antibiofilm ekstrak metanol kunyit (Curcuma longa) dilakukan di Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Islam Indonesia, Yogyakarta. 

Penelitian dilakukan pada bulan Juli-September 2020. 

3.3 Subyek Penelitian 
 

Subjek penelitian ini adalah Candida albicans ATCC 10231 yang dibiakkan 

dari Balai Kesehatan Yogyakarta, dan ditumbuhkan sebagai biofilm. 

3.4 Identifikasi Variabel 

3.4.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak metanol 

kunyit (Curcuma longa) dengan konsentrasi 80%, 40%, 20%, 10%, 5% kontrol positif 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah Nistatin 100.000 IU dan kontrol negatif 

yang digunakan adalah berupa suspensi bakteri dan media serta kontrol media. 

3.4.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah pertumbuhan biofilm Candida 

albicans ATCC 10231. 

3.4.3 Definisi Operasional 

Untuk memudahkan, maka definisi operasional variabel penelitian 

dijelaskan seperti yang tertera pada Tabel 4. 
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Tabel 4. Definisi operasional 
 

Variabel Definisi Operasional 

Ekstrak 
kunyit 

Ekstrak kunyit adalah rimpang kunyit yang dipotong tipis 
kemudian dikeringkan dan digiling halus. Setelah halus kemudian 
dimaserasi dengan metanol kemudian dilakukan penyaringan 
untuk memisahkan ekstrak dengan pelarut, pembuatan ekstrak 
dilakukan sesuai standar di Laboratorium Biologi FMIPA UII. 
Konsentrasi yang digunakan adalah: 80%, 40%, 20%, 10%, dan 
5%. 

Biofilm 
Candida 
albicans 

Lapisan berisi matriks eksopolisakarida yang melekat pada 
permukaan (tabung dan well) dari kultur Candida albicans ATCC 
10231 yang diinduksi oleh media SDB dan diinkubasi selama 24- 
72 jam pada suhu 370C dinilai dari hasil pengukuran OD kemudian 
dibandingkan dengan hasil ODcut off yang didapatkan 
sebelumnya untuk mengetahui kekuatan biofilm yang terbentuk. 

 

3.5 Instrumen Penelitian 

3.5.1 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah microplate round 

bottom 96’s well, timbangan analitik, lemari pendingin, oven, autoklaf, inkubator, 

bunsen, kawat ose, tabung reaksi, rak tabung reaksi, kapas, mikropipet, mikrotip, 

mikroskop cahaya, spektrofotometer, sonikator, desikator dan microplate reader 

ELISA. 

3.5.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah jamur Candida 

Albicans ATCC 10231, akuades steril, NaCl fisiologis, cat gram, KOH, Phosphate 

Buffered Saline (PBS), larutan media Sabouroud Dextrose Broth (SDB), larutan 

media Sabouroud Dextrose Agar (SDA) dan cat Lactophenol Cotton Blue (LPCB). 

 
3.6 Tahap Penelitian 

3.6.1 Persiapan Rimpang Kunyit (Curcuma longa) 

Tanaman kunyit (Curcuma Longa) didapatkan dari Erista Garden yang 

berada di Jl. Kaliurang KM 17,5, Dusun Demen, Area Sawah, Pakembinangun, 

Pakem, Sleman Regency, Special Region of Yogyakarta. Tanaman tersebut 

dibawa ke Laboratorium Sistematika Tumbuhan, Fakultas Biologi Universitas 

Gajah Mada untuk determinasi. Determinasi dilakukan untuk memastikan 
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klasifikasi dari tanaman yang digunakan dalam penelitian dengan cara 

mencocokkan bagian tumbuhan kunyit dengan literatur morfologi tumbuhan. 

3.6.2 Pembuatan Ekstrak Metanol Rimpang Kunyit (Curcuma longa) 

Rimpang kunyit (Curcuma longa) dicuci dengan air mengalir untuk 

menghilangkan tanah yang masih menempel. Setelah itu kunyit yang sudah 

dibersihkan dikeringkan dari sisa air pencucian. Kemudian bahan tersebut dikirim 

ke Laboratorium Terpadu Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Islam Indonesia bagian Biologi Farmasi untuk kemudian dilakukan 

ekstraksi. Proses ekstraksi dimulai dari perajangan sampel, pengeringan sampel 

pada cabinet dry, penyerbukan dengan alat miller yang menghasilkan serbuk 

simplisia kering, maserasi menggunakan pelarut metanol, penyaringan untuk 

memisahkan ekstrak dengan pelarut, penguapan, dan pengemasan. 

3.6.3 Uji Metabolit Sekunder 

Uji metabolit sekunder dalam penelitian ini dilakukan untuk 

mengidentifikasi kandungan zat metabolit sekunder atau zat aktif yang dimiliki 

kunyit. Kandungan metabolit sekunder yang diuji adalah flavonoid, alkaloid, 

polifenol, dan saponin yang berhasil diisolasi dengan menggunakan metode 

ekstraksi metanol (Jyoti & Rajeshwari, 2012). Uji ini dilakukan di Laboratorium 

Terpadu Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Islam 

Indonesia bagian Biologi Farmasi. Prosedur penapisan fitokimia yang dilakukan 

adalah sebagai berikut: 

1. Flavonoid 

1) Timbang 1 gram sampel kemudian tambahkan 50 ml air panas, 

didihkan kemudian saring. 

2) Filtrat yang dihasilkan ditambahkan sedikit serbuk mg dan 5 ml 

HCl 2N. 

3) Kemudian ditambahkan amil alcohol selanjutnya dikocok kuat- 

kuat dan dibiarkan hingga terpisah. Terbentuknya warna kuning 

hingga merah yang didapatkan dengan amil alkohol menunjukkan 

adanya flavonoid. 

2. Alkaloid 

1) Timbang 2 gram sampel kemudian dipanaskan dengan asam 

klorida 1% sebanyak 10 ml selama 30 menit dengan penangas 

air hingga mendidih kemudian di saring. 
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2) Hasil yang sudah disaring kemudian diberi dragendrof sebanyak 

3 tetes. 

3) Terbentuknya warna orange menunjukkan adanya alkaloid. 

3. Saponin 

1) Sebanyak 100 mg sampel dicampurkan dengan 10 ml kemudian 

dikocok selama 30 menit. 

2) Munculnya buih-buih +1-10 cm selama 10 menit menunjukkan 

adanya saponin 

4. Polifenol 

1) 2 gram sempel dipanaskan dengan 10 ml air selama 10 menit 

kemudian dididihkan di penangas air hingga mendidih kemudian 

disaring dalam keadaan panas. 

2) Setelah dingin ditambahkan FeCl3 sebanyak 3 tetes. 

3) Warna ungu, hijau atau biru yang muncul menunjukkan adanya 

polifenol. 

3.6.4 Sterilisasi Alat 

Semua alat yang digunakan dalam penelitian ini disterilkan agar tidak 

terjadi kontaminasi yang dapat mempengaruhi hasil penelitian. Proses sterilisasi 

terdiri dari sterilisasi kering dengan api langsung dan oven pemanas dan 

sterilisasi basah dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121oC selama 15 

menit. 

3.6.5 Purifikasi dan Karakterisasi Candida albicans 

Purifikasi dan karakterisasi Candida albicans ATCC 10231 untuk 

memastikan kemurniannya dan memastikan Candida albicans ATCC 10231 tidak 

mengalami kontaminasi. Uji yang dilakukan adalah menginokulasi jamur pada 

media SDA, pewarnaan gram, uji KOH, dan pengecatan dengan Lactophenol 

Cotton Blue (LPCB). Sebelumnya kawat ose yang akan digunakan untuk 

mengambil jamur disterilkan dulu dengan cara memanaskan hingga berpijar 

kemudian didinginkan. Identifikasi dilakukan dengan pengamatan morfologis, 

mikroskop pada jamur (Kadek Sri Jayanti & Jirna, 2018; Mutiawati, 2016). 

3.6.6 Pembuatan suspensi Candida albicans ATCC 10231 untuk 

Uji Antifungal 

Candida  albicans  ditumbuhkan  pada media  Sabourauds Dextrose Agar 

(SDA) dan diinkubasikan pada suhu 370𝐶 selama 24 jam kemudian hasil biakan 
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diambil sebanyak satu ose dan dimasukkan dalam media SDB kemudian 

didiamkan dalam suhu ruang selama 18-24 jam (Wijaya et al., 2014). 

Selanjutnya suspensi tersebut divortex hingga keruh dan dilanjutkan 

pembacaan dengan spektofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 625nm 

sehingga didapat absorbansi pada rentang 0,08-0,13 (1-2 x 108 CFU/mL) setara 

dengan 0,5 McFarland. Sebagai blangko digunakan media cair. Setelah 

persyaratan absorbansi dipenuhi, dilakukan pengenceran 1:20 dengan media cair 

sehingga didapatkan koloni sebanyak 1 x 106 CFU/mL kemudian suspense hasil 

pengenceran dapat digunakan dalam pengujian aktivitas antifungal dengan 

metode mikrodilusi (Kurniati et al., 2017; Wijaya et al., 2014). Semua proses 

preparasi Candida albicans dilakukan secara aseptis dalam Laminar Air Flow 

(LAF) yang sebelumnya telah dibersihkan dengan alcohol dan disterilkan dengan 

UV selama 2 jam sebelum digunakan (Masfufatun et al., 2014; Putri et al., 2017). 

3.6.7 Penentuan Kadar Hambat Minimum dan Kadar Bunuh Minimum 

Aktivitas antifungal ekstrak rimpang kunyit ditentukan dengan metode 

mikrodilusi menggunakan microplate. Metode mikrodilusi merupakan metode yang 

direkomendasikan Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI). Metode 

mikrodilusi dilakukan dengan beberapa kali pengenceran berseri dari ekstrak 

sampel yang digunakan dan diinokulasikan dengan suspensi Candida yang telah 

dibuat untuk menentukan kadar hambat minimum (KHM) atau konsentrasi terkecil 

dimana tidak ada pertumbuhan jamur pada sumur yang digunakan dilihat secara 

visual dibandingkan dengan kontrol negatif (keruh). Sedangkan kadar bunuh 

minimun (KBM) didapatkan dari visualisasi media agar yang menunjukkan 

kejernihan dan tidak adanya pertumbuhan jamur. Percobaan ini dilakukan 

sebanyak tiga kali percobaan disaat bersamaan atau disebut dengan triplo. Selain 

itu dilakukan pengujian kesetaraan aktivitas ekstrak yang digunakan dengan 

antifungal yaitu Nistatin 100.000IU/mL (Puspitawati et al., 2017). 

Sebanyak 100 μL akuades steril dimasukkan dalam sumuran A2 hingga 

A5 kemudian dimasukkan ekstrak 80% pada sumuran A1 dan A2 masing masing 

sebanyak 100 μL, dihomogenisasi pada sumuran A2 lalu diambil sebanyak 100 μL 

sehingga sumuran A2 konsentrasinya menjadi 40%, kemudian larutan yang sudah 

diambil dipindahkan ke sumuran A3 dan dihomogenisasi lalu diambil sebanyak 

100 μL sehingga sumuran A3 konsentrasinya menjadi 20%, begitu seterusnya 

secara berurutan sampai dengan sumuran A5. Langkah tersebut kemudian 
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diulangi pada sumuran B1-B5 dan C1-C5. 

Kontrol positif yaitu antifungal Nistatin 100.000 IU/mL dimasukkan 

sebanyak 100 μL ke sumuran A6, B6, dan C6. Kontrol media dimasukkan 

sebanyak 200μL media SDB ke dalam sumuran A7, B7 dan C7. Kontrol negatif 

dilakukan dengan dimasukkan media sebanyak 100 μL ke dalam sumuran A8, B8, 

dan C8. Kemudian pada semua sumuran kecuali kontrol media dimasukkan 100 

μL suspensi jamur kemudian dihomogenisasi sehingga masing masing sumuran 

memiliki volume yang sama yaitu 200 μL. Microplate kemudian diinkubasi selama 

24 jam pada suhu ruang lalu masing masing sumuran ditanam pada media SDA 

dan diinkubasi ulang di suhu ruang. KHM dapat dilihat pada dasar sumuran 

setelah diinkubasi dan KBM dapat dilihat pada media SDA yang sudah diinkubasi. 

 

Gambar 6. Uji Antifungal 

 

Keterangan: 
A1,B1,C1 : 100 μL ekstrak konsentrasi 80% + 100 μL suspensi fungi 
A2,B2,C2 : 100 μL ekstrak konsentrasi 40% + 100 μL suspensi fungi 
A3,B3,C3 : 100 μL ekstrak konsentrasi 20% + 100 μL suspensi fungi 
A4,B4,C4 : 100 μL ekstrak konsentrasi 10% + 100 μL suspensi fungi 
A5,B5,C5 : 100 μL ekstrak konsentrasi 5% + 100 μL suspensi fungi 
A6,B6,C6 : 100 μL Nistatin 100.000IU/mL + 100 μL suspensi fungi 
A7,B7,C7 : 100 μL media SDB+ 100 μL suspensi fungi 
A8,B8,C8 : 200 μL media SDB 
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3.6.8 Pembuatan suspensi Candida albicans ATCC 10231 untuk Uji Biofilm 

dan Antibiofilm 

Pembuatan suspense Candida albicans ATCC 10231 untuk uji biofilm dan 

antibiofilm hampir sama dengan pembuatan suspensi untuk uji antifungal. Semua 

preparasi dan pengerjaannya dilakukan secara aseptis dalam Laminar Air Flow 

(LAF) yang sudah dibersihkan dengan alkohol dan sudah disterilkan dengan UV 

selama 2 jam sebelum digunakan (Putri et al., 2017). 

Candida albicans yang sudah dibiakkan dalam SDA pada suhu ruangan 

selama 24 jam diambil menggunakan ose yang telah disterilkan di atas bunsen 

lalu didinginkan kemudian jamur yang sudah terambil dilarutkan dalam media 

SDB. Media SDB digunakan sebagai larutan pengencer karena memiliki 

kemampuan untuk menunjang pertumbuhan biofilm. Suspensi diperiksa 

kekeruhannya dan disetarakan dengan standar 0,5 McFarland secara visual dan 

diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 625 nm dengan 

rentang absorbansi 0,08-0,13 yang setara dengan 1 x 108 CFU/mL (Kurniati et al., 

2017; Puspitawati et al., 2017). 

Media yang digunakan adalah SDB yang mampu menunjang 

pertumbuhan biofilm (Hosida et al., 2018; Kurniati et al., 2017). Konsentrasi yang 

digunakan untuk uji antibiofilm adalah 1 x 108 CFU/mL setara dengan standar 0,5 

McFarland (Gani et al., 2017; Jalianto, 2015). Microplate yang sudah diisi dengan 

media dan suspense jamur kemudian di inkubasi selama 24-48jam sesuai dengan 

waktu optimum pembentukan biofilm (Dhanasekaran et al., 2014). Kristal violet 

0,1% digunakan sebagai pewarna biofilm (Hasan Zaba, 2015). 

3.6.9 Uji Pembentukan Biofilm Candida albicans ATCC 10231 

Pada uji pembentukan biofilm digunakan Candida albicans ATCC 10231 

dan Staphylococcus epidermidis non biofilm yang digunakan sebagai kontrol 

negatif. Uji ini dilakukan tiga kali dan diambil nilai rata-ratanya. Pada sumuran A1 

hingga A3 masing-masing dimasukkan 200 μL suspensi Candida albicans ATCC 

10231 dan pada sumuran A10 hingga A12 masing-masing dimasukkan 200 μL 

suspensi Staphylococcus epidermidis non biofilm kemudian microplate diinkubasi 

selama 48jam pada suhu 37 0𝐶 (Hasan Zaba, 2015). 

Setelah diinkubasi selama 48 jam, medium yang ada dalam microplate 

dibuang dengan cara mengocok dan membalikkan microplate. Kemudian 

microplate dicuci menggunakan phosphate buffer saline (PBS) steril sebanyak 3 
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kali dan memastikan membuang semua air yang tersisa setiap mencuci tujuannya 

adalah agar sel-sel planktonic dan komponen media yang tidak menempel hilang. 

Sumuran kemudian diwarnai menggunakan larutan kristal violet 0,1% sebanyak 

200 μL dan diinkubasi dalam suhu ruang selama 15 menit, selanjutnya microplate 

dibilas menggunakan akuades steril selama 3-4 kali. Apabila terdapat warna ungu 

berbentuk cincin pada bagian dasar sumuran menunjukkan telah terbentuk biofilm. 

Kemudian ditambahkan 275 μL asam asetat 33% ke dalam setiap sumuran yang 

sudah terdapat cincin berwarna ungu pada dasarnya untuk melarutkan kristal 

violet dan inkubasi ulang selama 15 menit (Hasan Zaba, 2015; O’Toole, 2010). 

Kemudian optical density (OD) diukur dengan panjang gelombang 620 nm pada 

microplate reader (Maghfirah et al., 2017). 

 
 

 

Gambar 7. Uji Pembentukan Biofilm 

Keterangan : 

A1, A2, A3: 200 μL suspensi Candida albicans ATCC 10231 

A10, A11, A12: 200 μL suspensi bakteri S. epidermidis non biofilm 

 
 

Pembentukan biofilm pada penelitian ini dinilai dengan cara 

membandingkan Candida albicans dengan kontrol negatif Staphylococcus 

epidermidis non biofilm. Pengulangan yang dilakukan sebangak 3 kali, tujuannya 

adalah agar mendapatkan nilai rata-rata dan standar deviasi yang nantinya 
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ODcut off = ODrata-rata kontrol negatif + (3x standar deviasi ODkontrol negatif) 

 
 
 
 

 

digunakan untuk mencari OD cut off dengan rumus: (Turan & Demirbilek, 2018) 
 

 
Setelah didapatkan nilai ODc, nilai tersebut dibandingkan dengan ODrata- 

rata Candida albicans untuk mengetahui kemampuan Candida albicans ATCC 

10231 dalam membentuk biofilm. Kemampuan membentuk biofilm pada Candida 

albicans ATCC 10231 dibagi menjadi 4 kelompok. Jika nilai OD ≤ ODc artinya 

biofilm negatif atau tidak terbentuk biofilm, ODc ≤ OD ≥ 2 x ODc artinya mildly 

positive for biofilm atau terbentuk biofilm lemah, 2 x ODc ≤ OD ≥ 4 x ODc artinya 

moderately positive for biofilm atau terbentuk biofilm dengan kekuatan sedang dan 

4 x ODc ≤ OD artinya intensely positive for biofilm atau terbentuk biofilm kuat 

(Turan & Demirbilek, 2018). 

3.6.10 Uji Kemampuan Antibiofilm 

Uji kemampuan antibiofilm dilakukan dengan mengunakan metode 

microtiter plate biofilm assay untuk mengetahui jumlah biofilm dengan cara 

diinterpretasikan pada kepekatan warna dari setiap sumuran microplate (Septiani 

et al., 2017). Metode mikrodilusi dilakukan dengan pengenceran berderet pada 

microplate round bottom 96’s well. Proses penghambatan pembentukan biofilm 

dilakukan dengan mengunakan ekstrak yang ada di bawah nilai KHM (Septiani et 

al., 2017; Wulandari, 2017). Pada penelitian ini, uji antibiofilm mengunakan 

konsentrasi berseri dari 80% turun hinga 5% untuk melihat persentase 

penghambatan biofilm pada masing-masing seri pengenceran konsentrasi 

ekstrak. 

Sebanyak 100 μL akuades steril dimasukkan dalam sumuran A2 hingga 

A5 kemudian dimasukkan ekstrak 80% pada sumuran A1 dan A2 masing masing 

sebanyak 100 μL, homogenisasi pada sumuran A2 lalu ambil 100 μL kemudian 

diambil sebanyak 100 μL sehingga sumuran A2 konsentrasinya menjadi 40%, 

kemudian larutan yang sudah diambil dipindahkan ke sumuran A3 dan 

dihomogenisasi lalu diambil sebanyak 100 μL sehingga sumuran A3 

konsentrasinya menjadi 20%, begitu seterusnya secara berurutan sampai dengan 

sumuran A5. Langkah tersebut kemudian diulangi pada sumuran B1-B5 dan C1- 

C5. Kontrol positif yaitu antifungal Nistatin 100.000IU/mL dimasukkan sebanyak 
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100 μL ke sumuran A6, B6, dan C6. Kontrol media dimasukkan sebanyak 200μL 

media SDB ke dalam sumuran A7, B7, dan C7. Kontrol negatif dilakukan dengan 

dimasukkan media sebanyak 100 μL ke dalam sumuran A8, B8, dan C8. 

Kemudian pada semua sumuran kecuali kontrol media dimasukkan 100 μL 

suspensi jamur kemudian dihomogenisasi sehingga masing masing sumuran 

memiliki volume yang sama yaitu 200 μL. Microplate kemudian diinkubasi selama 

24-48 jam sesuai dengan waktu optimal pembentukan biofilm (Hasan Zaba, 2015; 

O’Toole, 2010; Paiva et al., 2012). 

Setelah diinkubasi selama 48 jam, medium yang ada dalam microplate 

dibuang dengan cara menggoyangkan dan membalikkan microplate. Kemudian 

microplate dicuci menggunakan phosphate buffer saline (PBS) steril sebanyak 3 

kali dan memastikan semua PBS yang tersisa setiap mencuci terbuang, tujuannya 

adalah agar sel-sel planktonic dan komponen media yang tidak menempel hilang. 

Sumuran kemudian diwarnai menggunakan larutan kristal violet 0,1% sebanyak 

200μL dan diinkubasi dalam suhu ruang selama 15 menit, selanjutnya microplate 

dibilas menggunakan akuades steril selama 3-4 kali (Kurniati et al., 2017; Traba & 

Liang, 2011). Apabila terdapat warna ungu berbentuk cincin pada bagian dasar 

sumuran menunjukkan telah terbentuk biofilm (Monteiro et al., 2011; Traba & 

Liang, 2011). Tambahkan 275 μL asam asetat 33% ke dalam setiap sumuran yang 

sudah terdapat cincin berwarna ungu pada dasarnya untuk melarutkan kristal 

violet dan inkubasi ulang selama 15 menit (O’Toole, 2010; Traba & Liang, 2011). 

Kemudian optical density (OD) diukur dengan panjang gelombang 620 nm pada 

microplate reader (Maghfirah et al., 2017). 
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% penghambatan biofilm = ((OD kontrol -OD uji)/OD kontrol x 100 

 
 
 
 
 
 

 

Gambar 8. Uji Antibiofilm 

Keterangan : 
A1,B1,C1 : 100 μL ekstrak konsentrasi 80% + 100 μL suspense fungi 
A2,B2,C2 : 100 μL ekstrak konsentrasi 40% + 100 μL suspensi fungi 
A3,B3,C3 : 100 μL ekstrak konsentrasi 20% + 100 μL suspensi fungi 
A4,B4,C4 : 100 μL ekstrak konsentrasi 10% + 100 μL suspensi fungi 
A5,B5,C5 : 100 μL ekstrak konsentrasi 5% + 100 μL suspensi fungi 
A6,B6,C6 : 100 μL Nistatin 100.000IU/mL + 100 μL suspensi fungi 
A7,B7,C7 : 200 μL media SDB 
A8,B8,C8 : 100 μL media SDB + 100 μL suspensi fungi 

 
Hasil pembacaan yang sudah didapatkan kemudian dimasukkan ke 

dalam rumus MBIC50 untuk mengetahui kemampuan ekstrak metanol rimpang 

kunyit dalam menghambat biofilm. Rumus penghambatan biofilm: (Bakkiyaraj et 

al., 2013). 
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Alur kerja penelitian disajikan pada Gambar 9 sebagai berikut: 
 

Gambar 9. Alur Kerja Penelitian 

3.7 Metode Analisis Data 

Analisa data pada penelitian ini menggunakan SPSS. Nilai penghambatan 

pembentukan biofilm pada Candida albicans didapatkan dari nilai Optical Dense 

(OD) dari pembacaan microplate reader. Data nilai absorbansi atau OD yang 

sudah didapatkan dianalisis dengan Saphiro wilk dan Levene’s test untuk 

mengetahui persebaran dan homogenisitas data. Persebaran data normal apabila 

didapatkan nilai p ≥ 0,05 kemudian dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA untuk 

menguji signifikansi data. Selanjutnya uji post hoc Bonfferoni untuk mengetahui 

MBIC50 (Minimum Biofilm Inhibitory Concentration 50%) ekstrak metanol rimpang 

kunyit terhadap pertumbuhan biofilm pada Candida albicans ATCC10231. 

3.8 Etika Penelitian 

Penelitian ini telah mendapatkan izin dari pihak Komite Etik Penelitian 

Kedokteran dan Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Islam Indonesia 

bahwa sampel penelitian ini diambil dari bahan biologi tersimpan. 



 

 

 

BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Hasil 

4.1.1 Gambaran Penelitian 
 

Penelitian dengan judul Uji Efektivitas Antibiofilm Ekstrak Metanol 

Rimpang Kunyit (Curcuma longa) Terhadap Candida albicans ATCC 10231 telah 

berlangsung selama bulan Juli sampai September 2020. Penelitian ini 

menggunakan Candida albicans ATCC 10231 yang merupakan bahan biologi 

tersimpan yang didapatkan dari Balai Laboratorium Kesehatan Yogyakarta dan 

telah mendapat izin etik dengan nomor 26/Ka.Kom.Et/70/KE/X/2019. Hasil 

keterangan lolos kaji etik dapat dilihat pada Lampiran II 

4.1.2 Hasil Determinasi Curcuma longa 

Hasil determinasi tanaman pada tanggal didapatkan bahwa tanaman yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah Curcuma longa L. dengan sinonim Curcuma 

domestica Valeton. Hasil determinasi dapat dilihat pada Lampiran III. 

4.1.3 Hasil Ekstraksi Rimpang Kunyit Curcuma longa 

Proses ekstraksi dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas Matematika 

dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Islam Indonesia bagian Biologi Farmasi 

selama 10 hari melalui proses perajangan sampel, pengeringan dengan oven, 

penyerbukan dengan alat miller, menghasilkan serbuk simplisia kering, maserasi 

menggunakan pelarut metanol, penyaringan untuk memisahkan ekstrak dengan 

pelarut, penguapan, dan pengemasan. Dari 1000 gram bahan segar didapat 

sebanyak 23,82 gram ekstrak. 

4.1.4 Hasil Uji Metabolit Sekunder 

Hasil uji metabolit sekunder Curcuma longa ditunjukkan pada Tabel 5 dan 

Lampiran IV 

Tabel 5. Hasil Uji Metabolit Sekunder 
Uji Hasil Teknik Analiis Keterangan 

Flavonoid + Visualisasi warna 
Terbentuk fluoresensi warna 
kuning intensif 

Alkaloid + Visualisasi warna 
Terbentuk warna orange dengan 
pereaksi dagendrof 

Saponin + Visualisasi Buih Terbentuk buih setinggi 1 cm 

Polifenol + Visualisasi warna Terbentuk warna ungu biru 

Keterangan: (+)= positif  
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4.1.5 Hasil Purifikasi dan Karakterisasi Candida albicans 

Purifikasi dan karakterisasi dilakukan untuk memurnikan dan memastikan 

bahwa yang diuji adalah Candida albicans ATCC 10231 tanpa adanya kontaminasi 

dari mikroba lainnya. Hasil purifikasi dan karakterisasi Candida albicans pada 

media Sabouroud Dextrose Agar (SDA) didapatkan hasil adanya koloni fungal 

yang tumbuh berwarna putih kekuningan, dengan pengecatan gram secara 

mikroskopis menunjukkan gambaran seperti sekumpulan jamur dalam koloni 

berbentuk budding berwarna ungu yang terlihat melalui mikroskop cahaya dengan 

perbesaran 1000x dan dengan uji KOH didapatkan gambaran jamur dalam bentuk 

blastospora. 

 

Gambar 10. Pengecatan Gram (kiri) dan KOH (kanan) 

Berdasarkan pewarnaan dengan Lactophenol Cotton Blue (LPCB) secara 

mikroskopis terlihat blastospora, mother cell dan daughter cell. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 11. Pewarnaan dengan LPCB 
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4.1.6 Hasil Penentuan KHM dan KBM pada Uji Antifungal 

Uji antifungal dimulai dengan metode mikrodilusi cair pada microplate yang 

telah diinkubasi 24-48 jam kemudian dilanjutkan dengan inokulasi larutan uji setiap 

sumuran ke dalam media Sabouroud Dextrose Agar (SDA) kemudian di inkubasi 

ulang selama 24jam. Hasil uji antifungal untuk menentukan KHM dan KBM pada 

setiap sumuran konsentrasi ekstrak sesuai dengan penomoran pada cawan petri 

disajikan pada Gambar 12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 12. Hasil Uji Antifungal pada A) microplate dan B) pada SDA 

Keterangan: 

1. Konsentrasi 80% 
2. Konsentrasi 40% 
3. Konsentrasi 20% 
4. Konsentrasi 10% 

5. Konsentrasi 5% 
6. Kontrol Positif Nistatin 100.000IU 
7. Kontrol Media 
8. Kontrol Negatif 

 

Pada cawan petri nomor 1 dengan ekstrak 80% setelah digoreskan tampak 

jernih dan tidak tampak adanya pertumbuhan jamur, sedangkan pada cawan petri 

berisi agar nomor 2 sampai dengan 5 masing masing konsentrasi ekstrak 40%, 

20%, 10% dan 5% tampak adanya pertumbuhan jamur yang ditunjukkan adanya 

koloni mucoid yang tumbuh di atasnya. 
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4.1.7 Hasil Pembentukan Biofilm Candida albicans 

Pembentukan biofilm Candida albicans ATCC 10231 ditunjukkan dengan 

adanya cincin biofilm pada dasar sumuran yang terwarnai dengan kristal violet 

yang kemudian dilarutkan dengan asam asetat 33% sebanyak 275 μL disajikan 

pada Gambar 13. Staphylococcus epidermidis non biofilm pada penelitian ini 

digunakan sebagai kontrol negatif. 

 

Gambar 13. Hasil uji pertumbuhan biofilm Candida albicans ATCC 10231 (kiri) 

dan Staphylococcus epidermidis non biofilm (kanan) 

 

Nilai absorbansi/OD dari uji pembentukan biofilm Candida albicans dan 

Staphylococcus epidermidis non biofilm disajikan pada Gambar 14 dan Tabel 6 
 
 

Gambar 14. Diagram Pembentukan Biofilm Candida albicans melalui 
MetodeMicrotiter Plate Biofilm Assay (OD620nm) 

Tabel 6 Nilai absorbansi/OD Pembentukan Biofilm 

Mikroorganisme Triplo 1 Triplo 2 Triplo 3 Rata-rata 
Standar 
Deviasi 

Candida albicans ATCC 
10231 

1,293 0,811 0,625 0,909 0,345 

S. Epidermidis non 
biofilm 

0,357 0,307 0,306 0,324 0,029 

Data primer peneliti      
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Diagram Penghambatan Aktivitas Biofilm Candida albicans 

 
 
 
 

 

4.1.8 Hasil Penentuan Kadar Hambat Biofilm Minimal pada Uji Antibiofilm 

Hasil pengujian antibiofilm disajikan pada Gambar 15 dan Gambar 16. 

Serta nilai OD rata-rata uji antibiofilm pada Tabel 7 
 

Gambar 15. Hasil Uji Antibiofilm 
 

 

Gambar 16. Diagram Aktivitas Penghambatan Biofilm Candida albicans ATCC 
10231 melalui Metode Microtiter Plate Biofilm Assay (OD620nm) 

 

Ketiga pengukuran ini nilai absorbansinya kemudian dianalisis dengan uji 

statistik (Lampiran V). Hasil uji normalitas menggunakan Uji Saphiro wilk 

didapatkan nilai p>0,05 pada setiap kelompok larutan uji artinya data terdistribusi 

normal dan uji Levene’s test didapatkan hasil p>0,05 pada setiap kelompok larutan 

uji artinya data memiliki variansi yang sama atau homogen. Selanjutnya dilakukan 

uji One Way-ANOVA dan didapatkan nilai signifikansi 0,002. Hal ini menunjukkan 
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bahwa terdapat perbedaan secara bermakna secara signifikan pada kelompok uji. 

Untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda signifikan maka dilakukan uji 

lanjutan dengan post hoc jenis Bonfferoni. 

Tabel 7. Densitas Optik penghambatan Biofilm Candida albicans 
 

Perlakuan  Absorbansi  % Penghambatan 

 1 2 3 Rata-rata 

Ekstrak 80% 0,235 0,776 0,922 0,644 18,101 

Ekstrak 40% 0,364 0,397 0,461 0,407 48,210 

Ekstrak 20% 0,227 0,373 0,401 0,334 57,578 

Ekstrak 10% 0,380 0,339 0,316 0,345 56,146 

Ekstrak 5% 0,407 0,320 0,328 0,352 55,299 

Kontrol Positif 0,081 0,084 0,085 0,083 89,395 

Kontrol Media 0,066 0,085 0,086 0,079  

Kontrol Negatif 1,356 0,564 0,441 0,787  

Data primer peneliti 

 
 

Hasil analisis post-hoc Bonfferoni pada semua kelompok uji tidak 

didapatkan perbedaan bermakna yang seharusnya ditunjukkan dengan nilai 

p<0,05 (hasil signifikan) yang berarti semua larutan uji memiliki kemampuan yang 

sama dengan kontrol positif sebagai antibiofilm Candida albicans. 

 
Tabel 8. Hasil analisis post-hoc Bonfferoni 

 E80% E40% E20% E10% E5% KP KM KN 

E80% - 1,000 1,000 1,000 1,000 0,870 0,830 1,000 

E40% 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,208 

E20% 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 0,080 

E10% 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 0,920 

E5% 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 0,101 

KP 0,087 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 0,003 

KM 0,083 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 0,003 

KN 1,000 0,208 0,080 0,092 0,101 0,003 0,003 - 

Data primer peneliti 

Keterangan: E= Konsentrasi Ekstrak; KP = Kontrol Positif; KM= Kontrol Media; 
KN= Kontrol Negatif. 

 
4.2 Pembahasan 

4.2.1 Pembahasan Purifikasi dan Karakterisasi Candida albicans 

Pewarnaan gram adalah langkah awal yang biasanya dilakukan untuk 

karakterisasi dan klasifikasi bakteri berdasarkan karakteristik pewarnaan yang 

memungkinkan bakteri untuk diperiksa menggunakan mikroskop dan diamati 
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morfologinya. Meskipun pewarnaan gram sering digunakan untuk mengidentifikasi 

dan mengklasifikasikan bakteri, pewarnaan gram juga bisa digunakan pada 

mikroorganisme lain seperti yeast dan fungi (Mutiawati, 2016; Thairu et al., 2014). 

Ukuran yeast pada umumnya 10-20 kali ukuran bakteri sehingga penggunaan 

metode ini sebagai identifikasi tidak menjadi masalah. Namun, kadang akan 

muncul endapan yang masih tetap bisa dibedakan dengan yeast karena endapan 

biasanya berwarna ungu tua homogen sedangkan yeast terdapat bintik bintik dan 

endapan biasanya berbentuk bulat sempurna sedangkan Candida umumnya 

berbentuk oval (Barenfanger & Drake, 2001). 

Hasil purifikasi Candida albicans dengan pengecatan gram menunjukkan 

karakteristik berupa terlihatnya koloni berbentuk budding berwarna ungu, yang 

mana hasilnya sama dengan penelitian yang dilakukan Bhagat dan Desai (2014) 

menyatakan bahwa Candida albicans berwarna ungu dan membentuk budding. 

Warna ungu yang muncul pada pengecatan gram Candida albicans terjadi karena 

Candida albicans memiliki struktur dinding sel yang sama dengan bakteri gram 

positif yang mengandung kitin dan peptidoglikan yang mampu mempertahankan 

zat warna kristal violet (Bhagat BP & Desai PB, 2014; Rezeki et al., 2017) 

Pemeriksaan Candida albicans dengan Larutan KOH digunakan untuk 

membersihkan material klinis agar fungi/yeast dapat terlihat lebih mudah (Byrne, 

2013; Ghannoum & Isham, 2009). Gambaran pseudohifa maupun blastospora 

dapat terlihat melalui pemeriksaan dengan mikroskop (Mutiawati, 2016). 

Hasil pewarnaan Lactophenol Cotton Blue (LPCB) dapat menemukan yeast 

dalam bentuk blastospora, klamidiospora maupun germ tubes, hal ini dikarenakan 

cotton blue berfungsi untuk memberikan warna biru pada sel fungi, asam laktat 

berfungsi untuk memperjelas latar dan menegaskan struktur yang dimiliki fungi, 

gliserol memiliki fungsi untuk menjaga fisiologi sel dan mencegah sel kekurangan 

cairan serta kristal fenol yang dapat membunuh fungi (Kadek Sri Jayanti & Jirna, 

2018). 

4.2.2 Pembahasan Penentuan KHM dan KBM 

Pengujian antifungal pada microplate didapatkan hasil konsentrasi 40%, 

warna larutan dalam sumuran konsentrasi 40% terlihat jernih jika dibandingkan 

dengan kontrol negatif sehingga larutan uji dengan pengenceran berseri 

konsentrasi 40% ekstrak metanol rimpang kunyit (Curcuma longa) merupakan nilai 

KHM (Anggara et al., 2015; Dinastutie et al., 2015; Septiani et al., 2017) 
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Pada konsentrasi 80% adalah konsentrasi yang dapat menghentikan 

pertumbuhan Candida albicans. Hal ini ditunjukkan dengan warna jernih dan tidak 

adanya pertumbuhan Candida albicans pada cawan petri. Sampel pada disc 1 

yaitu larutan uji pengenceran berseri konsentrasi 80% ekstrak metanol rimpang 

kunyit (Curcuma longa) dinyatakan sebagai nilai KBM (Kurniati et al., 2017; 

Septiani et al., 2017). 

Berbeda dengan penelitian Zaki Mubarak, et al (2010) yang mana 

didapatkan KHM pada konsentrasi 12,5% sebesar 6,6 mm yang berarti memiliki 

respon hambat pertumbuhan lemah terhadap Candida albicans dari ekstrak etanol 

rimpang kunyit (Curcuma longa). Perbedaan dapat terjadi karena banyak faktor, 

salah satunya adalah penggunaan pelarut dalam pembuatan ekstrak. Penelitian 

serupa juga dilakukan oleh Mousumi dan Choudurry (2010) dengan menggunakan 

ekstrak metanol rimpang kunyit dengan konsentrasi 100% dapat menghambat 

pertumbuhan Candida albicans (Mubarak et al., 2017; Sinha & Choudhury, 2010). 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Shagufta, et al (2010), didapatkan 

bahwa perbedaan varietas kunyit berpengaruh terhadap kemampuannya dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri. Kunyit yang berasal dari varietas Kasur 

menunjukkan daya hambat terbaik dengan diameter zona hambat 20,6 mm diikuti 

dengan varietas Faisalabad dengan diameter zona hambat sebesar 12,2 mm dan 

varietas Bannu dengan diameter zona hambat sebesar 7 mm. berdasarkan hasil 

penelitian dapat dijelaskan bahwa kuantitas zat aktif yang terdapat pada kunyit 

dipengaruhi oleh pelarut yang digunakan dalam pembuatan ekstrak dan faktor 

lingkungan di mana kunyit tumbuh seperti kondisi tanah, nutrisi dan iklim (Mubarak 

et al., 2015; Naz et al., 2010). 

4.2.3 Pembahasan Pembentukan Biofilm 

Nilai ODcut off yang didapatkan dari perhitungan kontrol negatif (S. 

epidermidis non biofilm) sebesar 0,4106. Rata-rata biofilm Candida albicans ATCC 

10231 adalah sebesar 0,9094 yang merupakan nilai yang ada di antara 2xODcut 

off dan 4xODcut off sehingga dapat disimpulkan bahwa Candida albicans ATCC 

10231 yang digunakan dalam penelitian ini merupakan moderately positive for 

biofilm (Turan & Demirbilek, 2018). 

4.2.4 Pembahasan Uji Antibiofilm 

Spesies Candida umumnya hidup komensal di 75% orang sehat dan 

biasanya menyebabkan infeksi oportunistik pada pasien dengan kompresi imun, 
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kemampuannya dalam membentuk biofilm memiliki peran >65% dari infeksi yang 

dialami manusia (Weerasekera et al., 2016). Kunyit memiliki kemampuan 

menghambat pertumbuhan Candida albicans karena kunyit memiliki kandungan 

komponen aktif berupa curcuminoid yang terdiri atas curcumin, 

bisdementhoxycurcumin, dan dementhoxycurcumin. Curcumin merupakan 

senyawa fenol yang memiliki sifat antifungal dengan mekanisme perusakan 

dinding sel dan denaturasi protein sel sehingga sel lisis (Mubarak et al., 2017). 

Selain fenol, kunyit juga memiliki kandungan flavonoid yang memiliki aktivitas 

antibiofilm (Rabin et al., 2015). Salah satu penelitian yang dilakukan terhadap 500 

jenis flavonoid menunjukkan bahwa dari 10 jenis yang diteliti aktif dapat 

menghambat pertumbuhan biofilm sebesar 85%, 47 jenis flavonoid dengan 

keaktifan sedang mampu menghambat 40% dan 443 flavonoid tidak aktif kurang 

dari 40% namun masih mampu menghambat pertumbuhan biofilm (Manner et al., 

2013). Pada penelitian lainnya didapatkan bahwa 18 dari 28 senyawa terpenoid 

menunjukkan aktivitas penghambatan biofilm pada Candida albicans (Raut et al., 

2013). 

Umumnya antibiofilm menggunakan konsentrasi dibawah KHM seperti 

KHM 1/2, KHM 1/4 dan KHM 1/8 karena diharapkan adanya respon penghambatan 

maksimal dari ekstrak tersebut kemudian diukur untuk mendapatkan nilai ODnya 

(Fitria, 2018, Wulandari, 2017). Nilai OD dapat mengindikasikan tinggi atau 

banyaknya mikroorganisme yang dapat bertahan setelah pemberian uji. Nilai OD 

yang besar disebabkan oleh pewarnaan kristal violet yang dilakukan dan adanya 

kekeruhan atau banyaknya mikroorganisme di dalamnya. Oleh karena itu nilai OD 

berbanding terbalik dengan penghambatan (Nugrahani et al., 2016). Berdasarkan 

rumus persen penghambatan yang sudah dijelaskan sebelumnya dapat ditarik 

kesimpulan bahwa semakin tinggin nilai absorbansi/OD larutan uji maka semakin 

rendah persentase penghambatannya (Djais et al., 2019; Pu et al., 2014; 

Wulandari, 2017). Nilai absorbansi/OD yang didapatkan pada uji dengan 

pengenceran berseri apabila dibandingkan dengan kontrol positif menunjukkan 

nilai yang lebih rendah. Bila dilihat nilai abdorbansi/OD, aktivitas penghambatan 

pertumbuhan Candida albicans yang paling baik dihasilkan pada konsentrasi 20% 

yaitu sebesar 0,37 dan memiliki persentase penghambatan sebesar 57.6%. Bila 

dibandingkan dengan kontrol positif yang tersusun atas Nistatin 100.000 IU dan 

suspensi jamur memiliki nilai absorbansi/OD sebesar 0,0834 dengan persentase 
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penghambatan sebesar 89.4%. Hal ini menggambarkan bahwa persentase 

penghambatan pada kontrol positif lebih tinggi daripada larutan uji ekstrak 

pengenceran berseri. Nilai persentase penghambatan oleh larutan uji ekstrak 

pengenceran berseri mencapai syarat MBIC50 yaitu konsentrasi penghambatan 

biofilm yang didapatkan minimal 50% (Mahmoudabadi et al., 2014; Pu et al., 2014). 

Karena penelitian memiliki sebaran data normal dan variansi yang 

sama/homogen, selanjutnya dilakukan uji One-Way ANOVA dan didapatkan nilai 

signifikansi 0.002. Hal ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna 

secara signifikan pada kelompok larutan uji. Untuk mengetahui kelompok mana 

yang berbeda signifikan, maka dilakukan uji lanjutan post hoc Bonfferoni 

menunjukkan bahwa dari kontrol media dan kontrol negative memiliki hasil yang 

signifikan yaitu terdapat peningkatan dari biofilm jamur, kontrol antifungal dan 

kontrol negative menunjukkan hasil signifikan yang berarti kontrol antifungal 

memiliki efek sebagai antibiofilm dan mampu menekan aktivitas/pertumbuhan 

jamur. Sedangkan hubungan dari kontrol antifungal dan perlakuan atau larutan uji 

dengan kontrol media memiliki efek yang mendekati normalnya. Kemudian 

hubungan antara perlakuan dengan antifungal dan perlakuan dengan perlakuan 

lain memiliki efek yang sama sehingga didapatkan hasil tidak signifikan. 

Ekstrak metanol rimpang kunyit Curcuma longa memiliki aktivitas 

penghambatan biofilm Candida albicans paling baik pada konsentrasi 20%. 

Persentase penghambatan yang dimiliki sudah melebihi 50% namun masih 

dibawah persentase penghambatan yang dimiliki oleh Nistatin 100.000 IU. Dengan 

demikian dapat disimpulkan bahwa ekstrak metanol rimpang kunyit Curcuma 

longa menunjukkan aktivitas penghambatan yang sama dengan kontrol positif dan 

sudah mencapai Minimum Biofilm Inhibition Concentration (MBIC50) > 50%. 
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BAB V. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Ekstrak metanol rimpang kunyit (Curcuma longa) efektif menghambat 

pembentukan biofilm Candida albicans ATCC 10231 pada konsentrasi 20%, 10%, 

dan 5%. 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui kandungan kimia 

yang lebih spesifik dari rimpang kunyit (Curcuma longa) dan mengetahui 

mekanisme yang terjadi pada aktivitas penghambatan biofilm Candida 

albicans. 

2. Melakukan teknik pengukuran lain seperti Scanning Electron Microscope 

(SEM) atau Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) agar dapat 

mengetahui secara kualitatif dan kuantitatif pertumbuhan biofilm yang 

terjadi 
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Lampiran V Analisis Statistik Aktivitas Penghambatan Biofilm Candida 

albicans oleh Ekstrak Rimpang Kunyit (Curcuma longa) 

a. Uji normalitas One-Sample Shapiro-Wilk 

Tujuan : untuk melihat normalitas distribusi dari data densitas optic uji 

penghambatan biofilm 

Hipotesis : 

• Ho : Data densitas optic dari uji penghambatan biofilm terdistribusi 

normal 

• Ha : Data densitas optic dari uji penghambatan biofilm terdistribusi 

tidak normal 

Pengambilan Kesimpulan 

• Jika nilai signifikansi ≥0,05 maka Ho diterima 

• Jika nilai signifikansi ≤0,05 maka Ho ditolak 
 

Kesimpulan: Data densitas optic penghambatan biofilm seluruh kelompok 

terdistribusi normal (p≥0,05). 

b. Uji homogenitas Levene 

Tujuan : untuk melihat homogenitas dari data densitas optic penghambatan 

biofilm 

Hipotesis : 

• Ho : data densitas optic penghambatan biofilm homogen 

• Ha : data densitas optic penghambatan biofilm tidak homogen 

Pengambilan Kesimpulan: 

• Jika nilai signifikansi ≥0,05 maka Ho diterima 

• Jika nilai signifikansi ≤0,05 maka Ho ditolak 
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Kesimpulan : data densitas optic penghambatan biofilm homogen (p≥0,05) 

kemudian dilanjutkan dengan uji One-Way ANOVA. 

c. Uji One-Way ANOVA 

Tujuan : untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan secara bermakna 

dari data densitas optic penghambatan biofilm 

Hipotesis : 

• Ho : data densitas optic penghambatan biofilm tidak berbeda secara 

bermakna 

• Ha : data densitas optic penghambatan biofilm berbeda secara 

bermakna 

Pengambilan Kesimpulan 

• Jika nilai signifikansi ≥0,05 maka Ho diterima 

• Jika nilai signifikansi ≤0,05 maka Ho ditolak 

Kesimpulan : densitas optic biofilm berbeda secara bermakna (p≤0,05), 

kemudian dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 

d. Uji Beda Nyata Terkecil(BNT) terhadap densitas biofilm 

Tujuan : untuk menentukan data densitas penghambat biofilm kelompok 

mana yang memberikan nilai yang berbeda secara bermakna dengan data 

densitas penghambatan biofilm kelompok lainnya. 

Hipotesis : 

• Ho : data densitas penghambatan biofilm  tifka  berbeda  secara 

bermakna 

• Ha : data densitas penghambatan biofilm berbeda secara bermakna 

Pengambilan Keputusan 

• Jika nilai signifikansi ≥0,05 maka Ho diterima 

• Jika nilai signifikansi ≤0,05 maka Ho ditolak 
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