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Abstract 

Honey is a natural ingredient produced by bees from flower nectar that has 
antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, good wound healing effects, and 
bacteriostatic. This study aims to determine the synergistic effect of vitamin C in 
improving the antifungal performance of Apis dorsata honey against Candida albicans 
biofilm for candidiasis therapy. This research design is true experimental with a post-
test-only control group design approach using the microtiter plate assay method to 
measure the biofilm matrix's Optical Density (OD) value. The synergistic effect of 
Vitamin C on Honey was tested by adding vitamin C to honey concentrations of 5%, 
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, and 50%. Furthermore, the MBIC50 
value between honey and the combination of honey and vitamin C was compared. 
The results showed that honey and combining honey and vitamin C could decrease 
the growth of C. albicans biofilm matrix against A. dorsata honey at various 
concentrations. The results of the Minimum Biofilm Inhibitory Concentration 50% 
(MBIC50) value in A. dorsata honey and the combination of A. dorsata honey and 
vitamin C were 84.27% and 63.56%, respectively. Based on this study, it can be 
concluded that vitamin C can increase the antifungal performance of A. dorsata by 
lowering the MBIC50 value. Thus, the combination of vitamin C and Apis dorsata 
honey has the potential to be an alternative therapy in the treatment of Candida 
albicans infections, especially those related to biofilms. 
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Abstrak 

Madu merupakan bahan alami yang dihasilkan oleh lebah dari nektar bunga 

yang memiliki sifat antimikroba, antioksidan, antiinflamasi, efek penyembuh luka yang 

baik, dan bakteriostatik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek sinergis 

vitamin C dalam meningkatkan kinerja antijamur madu Apis dorsata terhadap biofilm 

Candida albicans untuk terapi kandidiasis. Desain penelitian ini true experimental 

dengan pendekatan post-test only control group design menggunakan metode 

microtiter plate assay untuk mengukur nilai Optical Density (OD) matriks biofilm. Uji 

efek sinergis Vitamin C terhadap Madu dilakukan dengan menambahkan vitamin C 

pada madu konsentrasi 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, dan 50%. 

Selanjutnya Nilai MBIC50 antara madu dan kombinasi madu dan vitamin C 

dibandingkan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa baik madu maupun kombinasi 

madu dan vitamin C masing-masing mampu menurunkan pertumbuhan matriks 

biofilm C. albicans terhadap madu A. dorsata pada berbagai konsentrasi. Hasil nilai 

Minimum Biofilm Inhibitory Concentration 50% (MBIC50) pada madu A. dorsata dan 

kombinasi madu A.dorsata dan vitamin C masing-masing 84,27% dan 63,56%. 

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa vitamin C mampu menaikkan 

kinerja antijamur A. dorsata dengan menurunkan nilai MBIC50. Dengan demikian, 

Kombinasi vitamin C dan madu Apis dorsata berpotensi menjadi terapi alternatif 

dalam pengobatan infeksi Candida albicans, khususnya yang terkait biofilm. 

Kata kunci : Biofilm, Candida albicans, Madu Apis dorsata, Vitamin C  

 

PENDAHULUAN 

Kandidiasis vulvovaginitis (KVV) yang disebabkan oleh infeksi jamur Candida 

berperan atas sepertiga kasus KVV pada wanita usia subur. Selama hidup, 70% 

wanita dilaporkan setidaknya satu episode menderita KVV dan 8% di antaranya akan 

mengalami kekambuhan (Jeanmonod R. et al., 2023). Di Indonesia, sekitar 50-75% 

wanita pernah mengalami KVV (Harnindya dan Agusni, 2016). Gejala KVV yakni 

meliputi rasa gatal, terbakar, dan leukorrhea atau keputihan (Mbatu et al., 2018). 

Patogen penyebab kandidiasis vulvovaginitis yang paling umum adalah Candida 

albicans. C. albicans merupakan flora normal dan bisa menjadi patogen ketika 

keseimbangannya terganggu, sehingga akan mempercepat perkembangbiakan dan 

menyebabkan (Masfufatun et al., 2014). 
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Terjadinya kekambuhan KVV berhubungan dengan patogenisitas dari C. 

albicans, salah satunya didukung oleh kemampuan dalam pembentukan biofilm. 

Tahapan pembentukan biofilm meliputi tahap perlekatan, pembentukan mikrokoloni, 

pembentukan biofilm, pematangan, dan dispersi sel (Purbowati, 2016). Biofilm C. 

albicans tersusun dari berbagai jenis sel (berbentuk ragi memiliki tunas bulat, sel 

pseudohyphal oval, dan sel hifa yang panjang), melekat di permukaan biotik maupun 

abiotik serta tertanam pada lapisan yang disebut sebagai matriks eksopolisakarida 

(Gulati et al., 2016). Matriks ini melindungi sel-sel di dalamnya dari penetrasi 

antijamur. Molekul seperti β-glukan di dalam matriks dapat memperlambat penetrasi 

obat, sehingga konsentrasi efektif obat di lokasi target berkurang. Di samping itu, sel-

sel dalam biofilm menunjukkan perubahan ekspresi gen yang mendukung resistensi, 

seperti gen terkait pompa efluks (CDR dan MDR) yang memompa keluar obat 

antijamur sebelum mencapai target (Pierce et al., 2017). Dengan demikian 

keberadaan matriks eksopolisakarida dapat menyebabkan C. albicans resisten 

terhadap antijamur dan menghalangi fagosit oleh sel inang (Tsui et al., 2016). 

Resistensi biofilm terhadap obat antijamur membuat infeksi ini sulit ditangani, 

sehingga membutuhkan terapi kombinasi untuk meningkatkan penetrasi obat ke 

biofilm. 

Antijamur yang banyak digunakan saat ini yaitu azole, polien, echinocadin, 

allylamine, dan fluoropyrimidine (Kabir dan Ahmad, 2013). Meskipun azole sudah 

lama memberikan pengobatan yang efektif, tetapi pada penelitian epidemiologi 

terbaru menunjukkan adanya resistensi azole di beberapa kasus kandidiasis (Whaley 

et al., 2017). Resistensi antijamur terhadap biofilm diperkirakan 10.000 kali lipat 

dibanding dalam wujud planktonik (Rabin et al., 2015). Resistensi antijamur terjadi 

karena adanya komponen pembetuk biofilm yang kompleks sehingga antijamur 

menjadi lebih sulit untuk bekerja (Sharma et al., 2016). Hal ini perlu menjadi sorotan 

bahwa dibutuhkan suatu upaya untuk menghambat pertumbuhan C. albicans baik 

dalam wujud planktonik maupun biofilm. Salah satunya dengan menggunakan bahan 

alam. 

Madu merupakan bahan alami yang dihasilkan oleh lebah dari nektar bunga 

yang memiliki sifat antimikroba, antioksidan, antiinflamasi, efek penyembuh luka  
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yang baik, dan bakteriostatik karena memiliki kandungan flavonoid, asam organik, 

dan fenoliknya (Suhartatik et al., 2023). Selain itu, madu juga berpotensi dalam 

menghancurkan biofilm matur dan menyebabkan pelepasan sel planktonik (Liaqat et 

al., 2022). Salah satu jenis madu yang mampu menghambat dan mendegenerasi 

biofilm terhadap jamur yakni menggunakan madu Apis dorsata. Madu Madu A. 

dorsata dapat mencegah dan menghambat pembentukan biofilm C. albicans. Madu. 

Madu A. dorsata mengandung komponen fenolik yang berperan sebagai antioksidan 

dan menghambat pertumbuhan mikroba (Suhartatik et al., 2023). 

Vitamin C atau asam askorbat merupakan salah satu vitamin yang hampir 

ditemukan di semua jenis madu dengan kadar konsentrasi yang berbeda. Meskipun 

vitamin C merupakan zat pereduksi yang mampu dengan cepat menghilangkan 

Reactive Oxygen Species (ROS), vitamin C juga berperan sebagai molekul 

antibakteri pro-oksidan (Majtan., 2020). Sebagai Pro-Oksidan, Vitamin C dapat 

memperkuat efek oksidatif madu dengan meningkatkan kadar ROS di lingkungan 

biofilm. Kombinasi ini menyebabkan stres oksidatif yang lebih besar pada sel C. 

albicans, sehingga meningkatkan kerusakan struktur biofilm dan matriks ekstraseluler 

(ECM). Disamping itu Vitamin C murah, tersedia, dan memiliki sedikit atau tidak ada 

efek samping. Vitamin C sering diresepkan sebagai suplemen gizi, dan telah 

digunakan sebagai adjuvan dalam kemoterapi kanker. Vitamin C adalah asam 

glukonat lakton yang berasal dari asam glukuronat dan ketolakton yang larut dalam 

air dengan dua gugus hidroksil yang dapat terionisasi (Balázs et al., 2023). Menurut 

penelitian sebelumnya yakni oleh Liaqat (2022) diamati bahwa madu Madu A. 

dorsata secara signifikan (p <0,05) menghambat pembentukan biofilm pada 

konsentrasi 2% dan 5% sehingga dapat dianggap sebagai antibiofilm. Penelitian lain 

oleh, Abdelraheem (2022) menunjukkan bahwa efek antimikroba vitamin C 

menghambat pertumbuhan isolate klinis Pseudomonas aeruginosa dengan MIC50 dan 

MIC90 masing-masing 312,5 dan 625 μg/ml.  

Dengan adanya kombinasi bahan alami yang dianggap sebagai pendekatan 

yang cocok untuk mengatasi resistensi mikroba dan menonaktifkan mikroba yang 

resisten terhadap berbagai obat, suplementasi vitamin C dapat memperkuat aktivitas 

antibiofilm madu A. dorsata. 
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METODE PENELITIAN 

Penelitian merupakan penelitian true experimental dengan pendekatan post-

test only control group design dengan metode microtiter plate assay. Tahapan 

penelitian dapat dilihat pada Gambar 1. 

Alat dan Bahan 

 Alat penelitian meliputi microplate well 96, kulkas, inkubator, autoclave, kawat 

ose, neraca analitik, tabung reaksi, rak tabung reaksi, mikropipet, kapas, mikrotube, 

mikroplate reader atau ELISA reader, laminar, cawan petri, pembakar spiritus, labu 

erlenmeyer, pengaduk kaca. 

Bahan penelitian meliputi jamur Candida albicans, akuades steril, Phosphate 

Buffered Saline (PBS), media Sabouraud Dextrose Broth (SDB), media Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA), kristal violet 1%,  alkohol, media RPMI, dan spiritus. 

Pembuatan Inokulum C. albicans 

Sebelum digunakan penelitian, isolat C. albicans yang disimpan dalam gliserol 

harus diregenerasi terlebih dahulu. Isolat C. albicans diinokulasi sebanyak 1 ose 

dengan metode streak plate atau menggoreskan koloni. Selanjutnya, media SDA 

baru diinkubasi menggunakan inkubator selama 2-3 hari sehingga akan terbentuk 

koloni tunggal C. albicans. Selanjutnya, dilakukan inokulasi C. albicans pada media 

SDB selama 18-20 jam pada suhu kamar menggunakan shaker dengan kecepatan 

120 rpm menghasilkan inokulum (Naitullah et al., 2014). 

 

Pembentukan Biofilm C. albicans 

Suspensi C. albicans sebanyak 200 μl dimasukkan ke dalam sumuran 

microplate pertama pada baris A-D, kolom 1-11 dan 12, selanjutnya ditambahkan 

dengan madu A. dorsata dalam konsentrasi  5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 

40%, 45%, 50%, kontrol positif (flukonazol 1 mg/ml) serta kontrol negatif (media 

RPMI). Kemudian, juga dilakukan pada sumuran mikroiplate kedua juga dilakukan hal 

yang sama dengan kombinasi vitamin C dan madu A. dorsata. Untuk uji pertumbuhan 

maka dilakukan inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya, setiap 

sumuran dicuci sebanyak 2 kali menggunakan PBS. Sel planktonik C. albicans yang 
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tidak menempel dibuang dengan dibalik dan dituangkan di atas tisu sehingga 

didapatkan C. albicans yang menempel pada microplate. Biofilm difiksasi 

menggunakan metanol selama 15 menit kemudian dikeringkan pada suhu kamar. 

Pemilihan konsentrasi madu yang berbeda diperlukan karena komposisi 

kimiawi madu dapat bervariasi secara signifikan tergantung pada asal botani dan 

geografisnya. Kandungan senyawa aktif seperti flavonoid, fenol, dan enzim, yang 

berperan penting dalam aktivitas antibakteri dan antibiofilm, dapat berbeda di setiap 

jenis madu (Balázs et al., 2023). Sedangkan, pemilihan konsentrasi vitamin C dalam 

penelitian antibiofilm bertujuan untuk menentukan tingkat penghambatan yang 

optimal tanpa merusak jaringan sehat. Vitamin C berfungsi sebagai antioksidan dan 

memiliki efek modulasi pada sistem imun yang dpat memengaruhi respons tubuh 

terhadap infeksi dan perbaikan jaringan, sehingga konsentrasi yang digunakan harus 

disesuaikan dengan tingkat keamanan serta efikasi yang diinginkan (Fuertes et al., 

2020). 

 

Gambar 1. Tahapan Penelitian 

(OD: Optical enSDB: Sabouraud Dextrose Broth, RPMI: Roswell Park Memorial 
Institute) 
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Uji Matriks Biofilm C. albicans 

Selanjutnya, ditambahkan larutan 0,1% kristal violet sebanyak 200 μl pada 

setiap sumuran untuk perwarnaan selama 30 menit pada suhu kamar. Selanjutnya, 

dicuci sebanyak 3 kali menggunakan PBS. Menambahkan etanol 96% pada setiap 

sumuran kemudian diinkubasi selama 1 jam pada suhu kamar dan optical density 

diukur pada λ 595 menggunakan microplate reader (Zhu et al., 2023).  

Penentuan MBIC50 

Untuk menentukan nilai MBIC50 dilakukan dengan menghitung peresentase 

penghambatan menggunakan nilai Optical Density (OD) matriks, biofilm dengan 

rumus dibawah ini 

 

 Data persentase hambatan kemudian dianalisis dengan SPSS probit untuk 

menentukan nilai Minimum Biofilm Inhibitory Concentration 50% (MBIC50) yang 

merupakan konsentrasi minimal madu A. dorsata dan kombinasi vitamin C dengan 

madu A. dorsata. 

Analisis Data 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek sinergis vitamin C dalam 

meningkatkan kinerja antijamur madu Apis dorsata terhadap biofilm Candida albicans 

untuk terapi kandidiasis dengan cara membandingkan beberapa perlakuan dan 

menggunakan lebih dari 2 sampel sehingga menggunakan uji ANOVA Satu Arah 

dengan syarat data yang diperoleh berdistribusi normal dan homogen. Selanjutnya, 

dilakukan uji Post Hoc dengan menggunakan Games-Howell. Untuk mengetahui efek 

sinergis vitamin C dengan madu terhadap pembentukan biofilm Candida pada 

berbagai konsentrasi madu, maka dilakukan uji t. sedangkan Nilai MBIC ditentukan 

menggunakan analisis probit. 

HASIL PENELITIAN 

Hasil uji matriks biofilm C. albcans setelah diberi perlakuan madu pada 

berbagai konsentrasi disajikan pada Gambar 2.  
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Gambar 2. Pengaruh madu pada pembentukan biofilm di mikroplate 96 well. 

Hasil dinyatakan sebagai rata-rata±SD. Huruf superscript yang berbeda menunjukkan 

perbedaan yang bermakna (p <0,05). 

Hasil uji matriks biofilm C. albcans setelah diberi perlakuan kombinasi madu 

dengan vitamin C disajikan pada Gambar 3. 

 

Gambar 3. Pengaruh kombinasi madu dengan vitamin C pada pembentukan metriks 

biofilm di mikroplate 96 well. Hasil dinyatakan sebagai rata-rata±SD. Huruf 

superscript yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna (p <0,05). 

Hasil persentasi hambatan biofilm C. albicans oleh madu A. dorsata dan 

kombinasi madu A. dorsata dengan vitamin C persen pada berbagai konsentrasi 

a a a b b b 
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madu disajikan pada Tabel 1. Sedangkan nilai MIC dan MBIC dihitung menggunakan 

analisis probit. Hasil analisis probit disajikan pada Tabel 2. 

Tabel 1. Persentase Penghambatan Biofilm C. albicans 

konsentrasi 
Madu (%) 

rerata % hambatan 
madu 

rerata % hambatan 
madu dan vitamin C 

p value 

50 31.44 43.5  0.019*  

45 29.26 36.29  0.036*  

40 26.93 34.34 0.14 

35 23.94 29.55           0.08  

30 20 26.08           0.15  

25 18.79 23.6           0.06  

20 18.65 20.69           0.05  

15 15.23 19.83           0.06  

10 14.11 17.42           0.23  

5 13.99 17.01           0.12  
 

Tabel 2. Hasil Analisis probit 
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PEMBAHASAN 

Berdasarkan hasil penelitian pada Gambar 2, menunjukkan bahwa madu A. 

dorsata mampu menurunkan pertumbuhan matriks biofilm C. albicans pada berbagai 

konsentrasi. Pertumbuhan matriks biofilm paling rendah ketika diberikan perlakuan 

madu A. dorsata dengan konsentrasi 50%.  Kemampuan madu A. dorsata ini 

disebabkan karena adanya senyawa antimikroba, termasuk hidrogen peroksida, 

asam lemak, dan senyawa fenolik, yang dapat membantu menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme yang bertanggung jawab atas pembentukan biofilm (Lin et al., 2022). 

Kadar air yang rendah dalam madu menciptakan kondisi lingkungan yang tidak 

ideal untuk pertumbuhan dan pembentukan biofilm oleh mikroorganisme. sifat asam 

yang dapat mengganggu proses pembentukan biofilm oleh mikroorganisme. 

Kandungan antioksidan dalam madu A. dorsata dapat membantu mengurangi stres 

oksidatif di sekitar area infeksi, yang dapat menghambat pembentukan biofilm 

(Margaoan et al., 2021). Hasil penelitian ini hampir sama dengan penelitian 

sebelumnya yang dilakukan oleh Ananta (2024) bahwa madu A. cerana dapat 

menghambat pertumbuhan biofilm C. albicans, sehingga dapat digunakan sebagai 

antibiofilm. 

Berdasarkan data hasil pengukuran nilai OD matriks biofilm C. albicans pada 

Gambar 2, kombinasi madu A. dorsata dengan vitamin C menunjukkan bahwa nilai 

OD tertinggi terdapat pada kontrol yang menunjukkan pertumbuhan biofilm C. 

albicans paling tinggi dan mempunyai daya hambat yang rendah. Sebaliknya, nilai 

OD terendah yaitu terletak pada konsentrasi 50% yang menunjukkan  pertumbuhan 

biofilm paling rendah dan memiliki daya hambat yang tinggi. Keberadaan suplemen 

vitamin C pada madu menghasilkan efek sinergis pada madu dalam menghambat 

pembentukan biofilm C. albicans dibandingkan tanpa adanya vitamin C. Hal ini dapat 

dilihat dari rata-rata persentase penghambatan biofilm oleh kombinasi madu A. 

dorsata dan vitamin C menghasilkan nilai lebih besar dibandingkan dengan madu A. 

dorsata tanpa vitamin C.  

Berdasarkan data pada Tabel 1 menunjukkan bahwa makin besar konsentrasi 

madu semakin besar prosentase penghambatannya. Hal ini disebabkan makin besar 
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konsentrasi, kadar senyawa aktifnya makin tinggi. Hasil analisis probit menunjukkan, 

Minimum Biofilm Inhibitory Concentration 50% (MBIC50) pada madu A. dorsata dan 

kombinasi madu A. dorsata dan vitamin C masing-masing diperoleh 84,271% dan 63, 

56%. Hasil penelitian ini nilai MBIC50 madu A. dorsata  jauh lebih tinggi dibandingkan 

madu A. cerana yang memiliki  memiliki MBIC50 sebesar 1,686% (Ananta, 2022). Hal 

ini menunjukkan bahwa potensi madu A. dorsata dalam menghambat biofilm C. 

albicans jauh lebih rendah dibandingkan madu A. cerana. Selain itu, penelitian oleh 

Ansari (2017) juga menunjukkan bahwa madu jujube memiliki MBIC 40% yang berarti 

memiliki daya hambatan yang lebih tinggi dibandingkan madu A. dorsata. Oleh 

karena itu, perlu adanya suplemen untuk meningkatkan nilai hambatan pada madu A. 

dorsata.  

Pada penelitian ini, adanya Suplemen vitamin C pada madu A. dorsata dapat 

menurunkan nilai MBIC50. Hal ini menunjukkan bahwa vitamin C dan madu 

bersinergis dalam menghambat pembentukan matriks biofilm C. albicans.  Vitamin C 

terbukti sebagai inhibitor enzim Bgl2 dalam pembentukan matriks ekstrasel biofilm C. 

albicans dan menentukan kemampuannya dalam meningkatkan kinerja flukonazol 

terhadap biofilm C. albicans (Arvinda, 2019). Sebuah studi docking in silico 

menggunakan AutoDock Vina dan AutoDock4, melaporkan aktivitas vitamin C  

sebagai antibiofilm dengan nilai energi bebas masing-masing yaitu -6,4 dan -3,31 

(Safinah, 2011). Kemiripan struktur antara gugus pada vitamin C dengan glukosa 

sebagai substrat enzim Bgl2 menyebabkan vitamin C bersaing pada sisi aktifnya 

(Safinah, 2011). Enzim Bgl2 memiliki aktifitas glukanosiltransferase pada matrik 

biofilm, yang menjadi salah satu strategi kelangsungan hidup C.albicans.  

Keterbatasan dalam penelitian ini, belum banyak penelitian lain yang 

mengangkat topik ini sehingga masih sedikit referensi yang bisa dicantumkan. Selain 

itu, penelitian masih bersifat in vitro yang hanya dilakukan dalam kondisi laboratorium 

terkontrol sehingga sehingga hasilnya belum tentu mencerminkan efektivitas di 

lingkungan tubuh manusia (in vivo). Oleh karena itu penelitian lebih lanjut diperlukan 

untuk mengevaluasi efektivitas kombinasi ini pada uji klinis manusia, menentukan 

dosis optimal dan keamanan jangka panjang dan mempelajari mekanisme sinergis 

secara mendalam untuk aplikasi klinis yang lebih spesifik. 
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KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan bahwa vitamin C memiliki 

efek sinergis dalam meningkatkan kinerja antijamur terhadap biofilm C. albicans. 

Adanya tambahan vitamin C pada madu  A. dorsata  ini menurunkan nilai MBIC50. 

Oleh karena itu, Kombinasi vitamin C dan madu Apis dorsata berpotensi menjadi 

terapi adjuvan atau alternatif dalam pengobatan infeksi Candida albicans. 
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