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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is one of opportunistic pathogen forming bacterial biofilm. The
biofilm sustains the bacterial survival and infections. This study aimed to assess the activity of water
extract of papaya leaves on inhibition of cells attachment, growth and degradation of the biofilm
using crystal violet (CV) biofilm assay. Research results showed that water extract of papaya leaves
contains alkaloids, tanins, flavonoids, dan steroids/terpenoids and showed antibacterial activity and
antibiofilm against P. Aeruginosa. Addition of extract can inhibit the cell attachment and was able
to degrade the biofilm of 40.92% and 48.058% respectively at optimum conditions: extract concen-
tration of 25% (v/v), temperature 37.5°C and contact time 45 minutes. With a concentration of 25%
(v/v), temperature of 50 °C and the contact time of 3 days, extract of papaya leaves can inhibit the
growth of biofilms of 39.837% v/v.
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ABSTRAK

Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu patogen oportunistik yang membentuk bio-
film. P. aeruginosa cenderung membentuk biofilm untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya
saat membentuk koloni pada inang. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji potensi ekstrak air daun
papaya sebagai penghambat perlekatan, penghambat pertumbuhan maupun pendegradasi biofilm
dengan metode crystal violet (CV) biofilm assay. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun
papaya yang secara kualitatif mengandung alkaloid, tanin, flavonoid, steroid/terpenoid menunjuk-
kan aktivitas antibakteri dan antibiofilm bakteri P. aeruginosa. Ekstrak ini mampu menghambat per-
lekatan sel dan mampu mendegradasi biofilm berturut-turut sebesar 41.176% dan 49.02% pada
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kondisi optimum yaitu dengan konsentrasi 25% v/v, suhu 37.5°C dan waktu kontak 45 menit. Dengan

konsentrasi 25% v/v, suhu 50°C dan waktu kontak 3 hari mampu menghambat pertumbuhan biofilm

sebesar 46.748% v/v.

Kata kunci: antibiofilm, Carica papaya L, Pseudomonas aeruginosa

1. PENDAHULUAN

Pseudomonas aeruginosa merupakan
patogen oportunistik, yaitu bakteri yang memu-
lai infeksinya dengan memanfaatkan kerusakan
pada mekanisme pertahanan inang. Bakteri ini
dapat menyebabkan infeksi saluran kemih, in-
feksi saluran pernafasan, dermatitis, infeksi ja-
ringan lunak, infeksi tulang dan sendi, infeksi
saluran pencernaan dan bermacam-macam in-
feksi sistemik, terutama pada penderita luka
bakar berat, kanker, dan penderita AIDS yang
mengalami penurunan sistem imunitas. Infeksi P,
aeruginosa menjadi masalah serius pada pasien
rumah sakit yang menderita kanker, fibrosis kis-
tik dan luka bakar (Mansouri et al. 2013).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan
di RSUP M. Djamil pada tahun 2000 didapat-
kan bahwa kuman Multi Drug Resistant (MDR)
P. aeruginosa merupakan bakteri penyebab in-
feksi nosokomial ketiga setelah Staphylococcus
dan E. coli dengan prevalensi sebesar 11.7%
(Rasyid 2011). Di tempat yang sama didapat-
kan data dari bulan Juli hingga Desember 2012,
dari 683 pasien nosokomial, yang mengala-
mi infeksi akibat P. aeruginosa sebanyak 80
pasien dimana 27 pasien dari bahan pus, sputum
27 pasien, urin 6 pasien, cairan 8 pasien, swab
tenggorokan 8 pasien, dan feses 1 pasien (Putri
2014).

P aeruginosa cenderung membentuk
biofilm untuk mempertahankan kelangsungan

hidupnya saat membentuk koloni pada inang.

Biofilm yaitu kumpulan koloni sel-sel mikroba
yang menempel pada suatu permukaan misalnya
kateter yang dipadatkan (agregat) dalam sebuah
matriks cair yang terbentuk dari campuran pro-
tein, asam nukleat dan polisakarida berbentuk
gel kental di sekeliling bakteri. Biofilm dapat
melindungi bakteri dari pertahanan tubuh inang,
juga mampu menetralkan pengaruh buruk ling-
kungan seperti pH ekstrim, tipisnya kandungan
oksigen serta tekanan dan suhu yang ekstrim
(Karatan dan Watnick 2009). Sel-sel biofilm
dapat saling memisahkan diri dan bergabung
dengan sistem matriks lainnya. Hal ini menye-
babkan sel-sel penyusun biofilm lebih sulit un-
tuk ditekan populasinya dibandingkan dengan
bakteri non biofilm.

Pencarian alternatif pengendalian bak-
teri biofilm khususnya untuk bakteri P. aerugi-
nosa saat ini masih terus diupayakan, baik beru-
pa agen bakterisida atau bakteriostatik. Namun
selama ini yang digunakan adalah antibiofilm
berbahan kimia sintetik yang dapat memberi
dampak negatif pada manusia. Sebagian besar
produk alam yang berpotensi sebagai antibiofilm
diidentifikasi sejauh ini mengandung senyawa
terpenoid, steroid, karotenoid, fenolik, furanon,
tannin, alkaloid, peptida dan lakton (Viju et al.
2013). Pemilihan daun pepaya (Carica papaya
L.) sebagai sampel penelitian didasarkan peneli-
tian Milind dan Gurdita (2011) yang menunjuk-
kan bahwa daun pepaya mengandung alkaloid
karpainin, karpain, vitamin C, E, kolin, enzim

proteolitik papain, saponin, flavonoid dan tanin
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yang diharapkan dapat menjadi alternatif agen
antibiofilm yang dapat mencegah perlekatan sel,
pertumbuhan dan/atau dapat mendegradasi bio-
film.

Optimasi perlakuan perlu dilakukan un-
tuk memaksimalkan respon. Optimasi dengan
metode konvensional membutuhkan waktu
yang lama dan relatif mahal. Metode konven-
sional dalam sekali percobaan, hanya satu varia-
bel yang divariasikan sehingga variabel yang
satu dengan variabel yang lain tidak diketahui
dengan jelas. Tiap variabel diasumsikan inde-
penden satu sama lainnya sehingga perlu di-
lakukan banyak uji secara bertahap. Oleh karena
itu, prosedur optimasi dengan jumlah percobaan
yang banyak dapat dilakukan dengan mudah
mengunakan response surface methodology
(RSM) (Saravanakumar et al. 2010).

Response surface methodology meru-
pakan suatu model untuk mempelajari faktor
yang mempengaruhi respon secara bersamaan
tanpa banyak percobaan yang dilakukan. Teknik
optimasi dengan menggunakan RSM dilakukan
untuk mendapatkan solusi terbaik dari kombi-
nasi variabel seperti konsentrasi ekstrak, suhu,
serta waktu kontak. Kelebihan teknik RSM ialah
meminimalkan waktu, tenaga dan biaya (Adina-
rayana dan Ellaiah. 2002).

2. METODOLOGI

Persiapan Sampel Daun dan Ekstraksi (mo-
difikasi Sandasi ez al. 2009)

Sampel yang digunakan dalam peneli-
tian ini adalah daun pepaya (Carica papaya L.)
yang diambil di sekitar kampus IPB. Determi-
nasi dilakukan di Pusat Konservasi Tumbuhan
Kebun Raya LIPI. Sampel daun dicuci dengan

air mengalir untuk membersihkan dari tanah
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atau kerikil. Selanjutnya dilakukan proses pe-
ngeringan dengan cara diangin-anginkan se-
lama kurang lebih 3 hari, selanjutnya dikering-
kan dalam oven bersuhu 40°C selama 24 jam.
Daun yang telah kering kemudian dihancurkan
secara aseptik menggunakan blender. Ekstraksi
dilakukan dengan cara sebanyak 5 g daun kering
dimaserasi dengan akuades steril 100 mL dan
di shaker pada suhu ruang selama 18-24 jam.
Larutan disaring menggunakan kertas saring ke-
mudian disentrifugasi dengan kecepatan 10000
rpm selama 5 menit, supernatan kemudian disa-
ring menggunakan CN membrane filter 0.2 pm.
Sebelum dilakukan pengujian, ekstrak hasil pe-
nyaringan diencerkan menggunakan pelarut air
dengan variasi konsentrasi 25% v/v, 62.5% v/v
dan 100% v/v.

Analisis Fitokimia (Harborne 1987)

Analisis fitokimia dilakukan untuk me-
nentukan komponen bioaktif yang terdapat pada
ekstrak daun papaya yang memiliki aktivitas
penghambatan paling besar sebagai antibiofilm.
Analisis fitokimia yang dilakukan menggunakan
uji tabung yang terdiri dari uji alkaloid, saponin,

flavonoid, tanin, triterpenoid dan steroid.

Persiapan Bakteri Uji (Modifikasi Didik
2010)

Mikroba uji yang digunakan adalah bak-
teri patogen P. aeruginosa koleksi Lab. Mik-
robiologi Kesehatan LIPI Cibinong. Pada hari
pertama, satu ose bakteri diinokulasi ke dalam
media heterotrof cair kemudian diinkubasi sela-
ma 24 jam pada suhu 37°C (OD 0.5). Pada hari
kedua, suspensi bakteri diinokulasikan ke dalam
media padat HTR dengan metode sebar kemu-
dian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Koloni tunggal kemudian diinokulasi ke dalam
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media agar Pseudomonas Isolation Agar meng-
gunakan jarum ose bulat secara goresan dengan
aseptis, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C

selama 24 jam.

Uji Aktivitas Antibakteri (Modifikasi Mul-
yadi et al. 2013)

Aktivitas antibakteri dilakukan dengan
menggunakan Metode Difusi Cakram Kirby-
Bauer. Kertas cakram steril (6 mm) dimasukkan
ke dalam 1 mL ekstrak dan dibiarkan selama
15 menit, selanjutnya dimasukkan ke dalam
agar yang telah berisi bakteri uji. Kertas cakram
steril yang dimasukkan ke dalam akuades steril
digunakan sebagai kontrol negatif dan antibiotik
komersil ampisilin sebagai kontrol positif. Ker-
tas cakram tersebut kemudian diiinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Setelah diinkubasi
kemudian diamati zona hambatnya. Klasifikasi
respon hambatan berdasarkan diameter zona be-

ning bisa dilihat pada Tabel 1.

Uji Penghambatan Perlekatan Sel (Modifi-
kasi Sandasi et al. 2009)

Pada tahap awal yang dilakukan adalah
melapisi sumur dengan ekstrak. Sebanyak 200
uL ekstrak dengan variasi konsentrasi 25, 62.5,
dan 100 % (v/v) dimasukkan ke dalam sumuran.

Sumur tanpa penambahan sampel digunakan

Tabel 1 Klasifikasi Respon Hambatan (Green-

wood 1995)
Diameter zona bening Respon hambatan
(mm) pertumbuhan
<10 Tidak ada
11-15 Lemah
16 —20 Sedang
>20 Kuat

Sumber : Harmely et al. 2014

sebagai kontrol negatif. Microplate kemudian
diinkubasi pada suhu 25, 37.5, dan 50°C de-
ngan variasi waktu yaitu 30, 45, dan 60 menit.
Microplate dicuci dengan air steril sebanyak 3
kali untuk mengeluarkan sisa sampel. Selan-
jutnya dilakukan pembentukan biofilm dengan
cara memasukkan suspensi bakteri 60 uL dan
media HTR sebanyak 120 pL pada microplate
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 3 hari.
Microplate dicuci dengan air steril sebanyak 3
kali untuk mengeluarkan suspensi bakteri yang
tidak membentuk biofilm. Sebanyak 200 pL
kristal violet 1% dimasukkan ke dalam sumur
kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama
15 menit. Microplate dicuci dengan air steril,
kemudian ditambahkan etanol absolut 200 pL
dan diinkubasi pada suhu ruang selama 15 me-
nit. Pengamatan dilakukan dengan iMark Bio-
Rad microplate reader pada panjang gelombang
595 nm.

OD kn - OD se

% PPS = oD

x 100%

PPS = Penghambatan Perlekatan Sel
OD kn = OD kontrol negatif
OD se = OD sampel eksperimental

Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm
(Modifikasi Yosephine et al 2013)

Ke dalam masing-masing sumuran dima-
sukkan sebanyak 80 pL larutan sampel dengan
seri konsentrasi 25, 62.5, dan 100% (v/v), 80uL
media HTR, serta 40 pL suspensi bakteri lalu
microplate diinkubasi pada 37°C selama 1, 2,
dan 3 hari. Kemudian microplate dicuci dengan
air steril dan langkah selanjutnya seperti pada

uji penghambatan perlekatan sel.
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OD kn - OD se
OD kn

PPS = Penghambatan Perlekatan Sel
OD kn = OD kontrol negatif
OD se = OD sampel eksperimental

% PPS =

x 100%

Uji Degradasi Biofilm (Modifikasi Yosephine
etal.2013)

Prosedur pengujian seperti pada uji
penghambatan biofilm, tetapi pada awal dilaku-
kan pembentukan biofilm dengan cara mema-
sukkan suspensi bakteri 60 pL dan media HTR
sebanyak 120 pL pada sumur microplate dan
inkubasi pada suhu 37°C selama 3 hari. Setelah
terbentuk biofilm, microplate dicuci dengan air
steril sebanyak 3 kali untuk mengeluarkan sus-
pensi bakteri yang tidak membentuk biofilm.
Sebanyak 200 pL larutan uji dengan variasi
konsentrasi yaitu 25, 62.5, dan 100% (v/v) di-
masukkan pada masing-masing sumur, sumur
tanpa penambahan sampel digunakan sebagai
kontrol negatif. Selanjutnya diinkubasi pada
suhu 25, 37.5 dan 50°C selama 30, 45, dan 60
menit. Kemudian microplate dicuci kembali
dengan air steril dan langkah selanjutnya seperti

pada uji penghambatan perlekatan sel.
OD kn - OD se
OD kn

DB = Degradasi Biofilm
OD kn = OD kontrol negatif
OD se = OD sampel eksperimental

% DB = x 100%

Pengamatan dengan Scanning Electron Mic-
roscope (Modifikasi Lee et al. 2011)

Bahan polystyrene yang sama dengan
bahan microplate yang digunakan pada uji sebe-
lumnya dipotong persegi dengan ukuran 0.5 mm
x 0.5 mm dan ditempatkan di dalam microplate

dengan 80 uL suspensi sel P. aeruginosa yang
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telah ditumbuhkan semalam dan media HTR 120
uL. Sel-sel dan potongan polystyrene diinkubasi
bersama-sama untuk membentuk biofilm pada
37°C selama 3 hari. Setelah biofilm terbentuk,
microplate dicuci dengan air steril sebanyak 3
kali untuk mengeluarkan suspensi bakteri yang
tidak membentuk biofilm. Sebanyak 200 pL
larutan uji dengan konsentrasi 25% (v/v) dima-
sukkan ke dalam sumur berisi potongan polysty-
rene. Potongan polystyrene tanpa penambahan
larutan uji digunakan sebagai kontrol negatif.
Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37.5°C selama
45 menit (perlakuan terbaik pada saat optimasi).
Potongan polystyrene tersebut dipreparasi me-
liputi tahap fiksasi dan coating menggunakan
emas. Setelah itu diamati menggunakan JEOL
JSM 5310LV scanning microscope di Laborato-
rium Zoologi LIPI Cibinong.

Analisis Statistik
Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental yang dilakukan dengan teknik
optimasi dengan metode respon permukaan atau
Response Surface Methodology (RSM) dengan
bantuan software MINITAB 16. Tahapan opti-
masi untuk menentukan kondisi optimumnya
dalam meningkatkan respon pencegahan per-
lekatan, penghambatan pembentukan biofilm
dan kemampuan mendegradasi biofilm. Fak-
tor yang dioptimasi adalah konsentrasi ekstrak
(X1) (25, 62,5 dan 100% v/v), suhu (X2) (25,
37,5 dan 50°C), dan waktu kontak (X3) (30, 45
dan 60 menit). Variabel tersebut dipilih karena
memiliki peran penting pada saat pengaplika-
siannya terutama jika sudah masuk ke dalam
program pembersihan CIP (Cleaning In Place).
CIP merupakan proses pembersihan tanpa mem-
bongkar. CIP banyak diterapkan untuk proses

pembersihan pipa dan storage tank. Prinsip
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dalam proses CIP antara lain yaitu time (waktu
total yang dibutuhkan untuk CIP), temperature
(suhu), titration (konsentrasi larutan asam dan
basa).

Keluaran (output) dari rancangan per-
cobaan program ini adalah sederet kombinasi
variabel yang harus dibuat dan diukur tiap
responnya. Penentuan kombinasi optimal pada
tahap analisis ditentukan berdasarkan hasil res-
pon yang didapat sesuai dengan keinginan de-
ngan pilihan maksimum, minimum, dalam kisa-
ran (in range) atau dengan target tertentu. Pada
penelitian ini respon yang diinginkan adalah
maksimum. Diharapkan ekstrak dengan kombi-
nasi yang ada dapat memberikan respon 100%.
Hasil akhir dari tahap analisis berupa kombi-
nasi baru yang ditetapkan berdasarkan sasaran
yang telah ditetapkan sebelumnya. Program
akan menetapkan beberapa solusi dengan nilai
kesukaan (desirability) yang berbeda. Semakin
tinggi nilai kesukaan (mendekati 1) berarti se-
makin optimal kombinasi tersebut. Tujuan opti-
masi bukan untuk memperoleh nilai desirability
1.0, namun untuk mencari kondisi terbaik yang
mempertemukan semua fungsi tujuan (Raissi &
Farzani 2009).

3. HASIL

Kandungan Fitokimia

Hasil uji kualitatif fitokimia ekstrak air
daun pepaya (Tabel 2) menunjukkan positif se-
nyawa alkaloid, tanin, steroid dan flavonoid dan

negatif untuk senyawa saponin.

Aktivitas Antibakteri
Zona yang terbentuk pada aktivitas an-
tibakteri dengan metode difusi cakram menun-

jukkan adanya pengaruh ekstrak pepaya kon-

sentrasi 100% terhadap pertumbuhan bakteri P
aeruginosa pada inkubasi 24 jam (Tabel 3).

Optimasi Penghambatan Perlekatan Biofilm

Berdasarkan hasil analisis ANOVA,
semua faktor menunjukkan adanya pengaruh
secara signifikan (P < 0.05) kecuali interaksi
konsentrasi dan waktu (P = 0.113). Untuk me-
ngetahui korelasi antar faktor dalam model ini

terhadap respon penghambatan perlekatan sel

Tabel 2 Hasil uji kualitatif fitokimia ekstrak air
daun pepaya (Harborne, 1987)

Senyawa Fitokimia Hasil Uji
Alkaloid +
Steroid/ Triterpenoid +
Tanin +
Saponin -
Flavanoid +

Tabel 3 Diameter zona bening ekstrak pepaya ter-
hadap pertumbuhan bakteri P. aeruginosa

Tipe Ekstrak ~ Diameter - Respon hambatan
zona bening pertumbuhan
Kontrol negatif 0 mm Tidak ada
(aquades)
Daun papaya 25 mm Kuat
Kontrol positif 40 mm Kuat

(ampisilin)

w
@

w
=

walctu (me nit)
-~
o

40

[}
@

30
25 30 35 40 45 50

suhu (°C)

Gambar 1 Contour plot hubungan suhu dan waktu
kontak terhadap respon penghambatan
perlekatan sel
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dapat dilihat pada contour plot (Gambar 1). Me-
lalui Contour plot tersebut dapat diketahui bah-
wa untuk menghasilkan respon terbaik (>40%)
berada pada suhu diantara 35 dan 50°C dan
waktu kontak antara 35 dan 50 menit. Berdasar-
kan penelitian persen penghambatan perlekatan
yang paling besar yaitu sebesar 41.176% pada
konsentrasi 25% v/v, suhu 37.5°C dengan wak-
tu kontak 45 menit.

Hasil output program Respon Optimizer
didapatkan optimal setting untuk respon pence-
gahan perlekatan sesuai dengan range yang dipi-
lih seperti pada Gambar 2 terlihat bahwa optimal
setting untuk kombinasi perlakuan konsentrasi
ekstrak, suhu dan waktu kontak berdasarkan
range yang kita pilih menghasilkan optimal de-
sirability sebesar 1. Kombinasi variabel baru
yang disarankan yaitu konsentrasi ekstrak 100%
(v/v) dengan suhu 40.6566°C dan waktu kontak
41.8182 menit, respon pencegahan perlekatan
dapat ditingkatkan semaksimal mungkin yaitu
sebesar 47.5547%.

Optimasi Penghambatan Pertumbuhan Bio-
film
Berdasarkan hasil analisis ANOVA, fak-

tor yang berpengaruh secara signifikan adalah

konsentr suhu waktu

Optimal .y 50,0 60.0
[40.65661 [41.8182]
35.0 30,0

100.0
Cir [100.0]
25.0

1.0000 |Gy

Composite
Desirability
1.0000

Perlekat
Maximum
y = 47.5547

d =1.0000

N

Gambar 2 Optimalisasi pencegahan perlekatan
menggunakan response optimizer
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suhu dimana P < 0.05 (P = 0.000) dan interaksi
antara suhu dan waktu kontak dimana P <0.05 (P
= 0.000). Untuk mengetahui korelasi antar fak-
tor dalam model ini terhadap respon pengham-
batan pertumbuhan dapat dilihat pada contour
plot (Gambar 3). Melalui Contour plot tersebut
dapat diketahui bahwa untuk menghasilkan res-
pon terbaik (>40%) berada pada suhu diantara
45°C dan 50°C dan waktu kontak antara 2.5
dan 3 hari. Berdasarkan penelitian persen peng-
hambatan pertumbuhan yang paling besar yaitu
sebesar 46.748% pada konsentrasi 25% v/v,
suhu 50°C dengan waktu kontak 3 hari.

Untuk mendapatkan optimal setting de-
ngan harapan perlakuan yang kita lakukan akan
menghasilkan respon yang sesuai dengan hara-
pan, dapat diperoleh dari hasil analisis response
optimizer (Gambar 4). Terlihat bahwa optimal
setting untuk kombinasi perlakuan konsentrasi
ekstrak, suhu dan waktu kontak menghasilkan
optimal desirability sebesar 0.6. Dengan kombi-
nasi yang disarankan yakni konsentrasi ekstrak
44.70% (v/v) dengan suhu 25°C dan waktu kon-
tak 1 hari, persentase kemampuan degradasi
dapat ditingkatkan menjadi semaksimal mung-
kin 64.29%.

3.0 4

2.5

5

1.0+
25 30 35 40 45 50

suhu (°C)

Gambar 3 Contour plot hubungan suhu dan waktu
kontak terhadap respon penghambatan
pertumbuhan biofilm
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konsentr suhu waktu

i 29 8
ur o B B

0.64288 | gy 35.0 X 1.0

Composite [T F e [T
Desirability
0.64288

perturmnbu

Maximum
y = 16.7236
d = 0.64288

Gambar 4 Optimalisasi kemampuan degradasi
menggunakan response optimizer

Optimasi Degradasi Biofilm

Berdasarkan hasil analisis ANOVA, fak-
tor yang menunjukkan adanya pengaruh secara
signifikan (P < 0.05) adalah suhu (P = 0.000),
waktu kontak (P = 0.001), interaksi suhu dan
waktu kontak (P = 0.001), sedangkan faktor
konsentrasi ekstrak (P=0.240) dan interaksi kon-
sentrasi dan suhu (P = 0.325) tidak berpengaruh
secara signifikan. Untuk mengetahui korelasi
antar faktor dalam model ini terhadap respon ke-
mampuan degradasi dapat dilihat pada contour
plot (Gambar 5). Melalui Contour plot tersebut
dapat diketahui bahwa untuk menghasilkan res-
pon terbaik (>40%) berada pada suhu diantara
35°C dan 50°C dengan waktu kontak antara
35 menit dan 45 menit. Berdasarkan penelitian
persen degradasi yang paling besar yaitu sebe-
sar 49.029% pada suhu 37.5°C, waktu kontak
45 menit dengan konsentrasi 25% v/v.

Untuk mendapatkan optimal setting de-
ngan harapan perlakuan yang kita lakukan akan
menghasilkan respon yang sesuai dengan hara-
pan, dapat diperoleh dari hasil analisis response
optimizer (Gambar 6). Terlihat bahwa optimal
setting untuk kombinasi perlakuan konsentrasi

ekstrak, suhu dan waktu kontak menghasilkan

e
=}

5]
=}

Walkitu kentak (Menif)
s
w

30 35 40 45 50
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Gambar 5 Contour plot hubungan suhu dan waktu
kontak terhadap respon degradasi bio-
film

optimal desirability sebesar 1.0. Dengan kombi-
nasi yang disarankan yakni konsentrasi ekstrak
25% (v/v) dengan suhu 41.41°C dan waktu
kontak 46.67 menit, persentase kemampuan de-
gradasi dapat ditingkatkan menjadi semaksimal
mungkin 50.86%.

Pengamatan Scanning Electron Microscopy
(SEM)

Tujuan dari uji menggunakan SEM ini
adalah untuk membuktikan atau memvisualisa-
sikan hasil uji kemampuan degradasi ekstrak

papaya sebelumnya. Perbedaan antara matriks

konsentr suhu waktu

-
ur 3

1.0000 | o 25.0

Optimal

(
-
<
/

Composite
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degradas

Maximum
y = 50.8599
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Gambar 6 Optimalisasi kemampuan degradasi
menggunakan response optimizer
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Gambar 7 Pengamatan kemampuan ekstrak papaya dalam menghancurkan matriks biofilm P. aeruginosa.
(a) tanpa perlakuan (b) pemberian ekstrak papaya 25% (v/v) menggunakan SEM dengan perbe-

saran 5000x

biofilm yang telah diberikan perlakuan ekstrak
daun papaya dengan biofilm tanpa perlakuan
ekstrak terlihat dari hasil SEM dengan perbesa-
ran 5000x pada Gambar 7.

4. PEMBAHASAN

Senyawa Fitokimia

Pada penelitian ini, daun papaya di-
ekstrak menggunakan pelarut air karena diharap-
kan senyawa yang terekstrak adalah senyawa
yang bersifat polar yang dapat larut dalam air.
Air adalah pelarut yang paling sering dan paling
baik digunakan dalam proses pembersihan. Ha-
sil uji kualitatif fitokimia ekstrak daun pepaya
(Tabel 2) menunjukkan uji positif terhadap
senyawa alkaloid, tanin, steroid dan flavanoid.
Hasil penelitian ini berbeda dengan uji fitokimia
yang dilakukan oleh Yusha’u et al. (2009) yang
menyatakan bahwa ekstrak air daun papaya
hanya positif mengandung saponin dan tanin.
Hal ini menunjukkan bahwa faktor lingkungan
seperti iklim, cahaya matahari, suhu udara, ling-
kungan atmosfer (CO,, O,, dan kelembaban),

lingkungan perakaran (sifat kimia dan fisika
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tanah), dan ketersediaan air di dalam tanah me-
miliki pengaruh terhadap hasil metabolisme
sekunder tanaman (Nitisapto dan Siradz 2005).
Pengujian tanin menunjukkan bahwa tanin yang
terkandung di dalam daun pepaya merupakan
tanin kondensasi karena terbentuk warna hijau
kehitaman setelah penambahan FeCl,. Pada uji
alkaloid diperkirakan nitrogen pada alkaloid
akan membentuk ikatan kovalen koordinat de-
ngan ion logam K" dari kalium tetraiodomerku-
rat (II) membentuk kompleks kalium-alkaloid
yang mengendap (Marlina 2005). Alkaloid yang
terkandung dalam papaya adalah jenis alkaloid
NO,) (Krishna ez al. 2008). Hasil

positif steroid ditunjukkan dengan terjadinya pe-

karpain (C H.,
rubahan warna menjadi hijau biru. Reaksi yang
terjadi antara steroid dengan asam asetat adalah
reaksi asetilasi gugus —OH pada steroid yang
akan menghasilkan kompleks asetil steroid. Uji
flavonoid menunjukkan uji positif (merah) untuk
ekstrak daun papaya. Daun papaya mengandung
senyawa flavonoid glikosida yaitu kuersetin dan
kaempferol (Canini et al. 2007).
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Aktivitas Antibakteri

Hasil pengujian aktivitas antibakteri dari
ekstrak daun pepaya (Tabel 3) menunjukkan
bahwa daun pepaya memiliki aktivitas antibak-
teri terhadap bakteri P. aeruginosa dengan res-
pon hambat yang kuat (25 mm), meskipun ma-
sih lebih kecil bila dibandingkan dengan kontrol
positif berupa antibiotik ampisilin yang respon
hambatnya kuat (40 mm).

Kontrol positif yang digunakan adalah
antibiotik ampisilin yaitu derivat penisilin semi
sintetik yang bersifat bakterisida. Menurut Volk
dan Wheeler (1993) dalam Saputra (2012), me-
kanisme kerja penisilin adalah dengan meng-
ganggu sintesis dinding sel, khususnya ketika
proses transpeptidasi pada sintesis peptidoglikan
dinding sel. Pada proses ini, penisilin memiliki
struktur yang sama dengan struktur D-alanil-D-
alanin terminal pada peptidoglikan, sehingga
enzim transpeptidase bereaksi dengan penisilin.
Hal ini membuat struktur peptidoglikan yang
dibentuk menjadi tidak sempurna dan melemah-
kan kekuatan dinding sel pada bakteri.

Berdasarkan hasil uji fitokimia yang
telah dilakukan, daun pepaya mengandung se-
nyawa alkaloid, tanin, steroid, dan flavonoid.
Menurut Juliantina (2008), senyawa alkaloid
memiliki mekanisme penghambatan yang ham-
pir sama dengan ampisilin, yaitu dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptidog-
likan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding
sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan
kematian sel tersebut. Hal tersebut di perkuat
oleh pernyataan Gunawan (2009), bahwa di
dalam senyawa alkaloid terdapat gugus basa
yang menggandung nitrogen dan akan bereaksi
dengan senyawa asam amino yang menyusun
dinding sel bakteri dan DNA bakteri. Reaksi ini

mengakibatkan terjadinya perubahan struktur

dan susunan asam amino yang akan menimbul-
kan perubahan keseimbangan genetik pada ran-
tai DNA sehingga mengalami kerusakan yang
mendorong terjadinya lisis sel bakteri dan me-
nyebabkan kematian sel. Selain itu, kandungan
senyawa steroid dapat menghambat pertumbu-
han bakteri dengan mekanisme penghambatan
terhadap sintesis protein dan menyebabkan
perubahan komponen-komponen penyusun sel
bakteri itu sendiri (Rosyidah et al. 2010). Kuer-
setin memiliki aktivitas antibakteri yang baik
karena adanya gugus fenol yang dapat memben-
tuk ikatan kompleks dengan protein pada mem-
bran (protein-fenol), sehingga menyebabkan
permeabilitasnya turun. Ikatan kompleks yang
telah terbentuk kemudian terurai dan berpene-
trasi ke dalam sel sehingga terjadi koagulasi
protein dan menyebabkan enzim bakteri tidak
aktif. Akibatnya dinding sel bakteri tidak ter-
bentuk dengan baik sehingga terjadi kebocoran
sel dan bakteri mati (Juliantina 2008).

Penghambatan Perlekatan Biofilm Ekstrak
Daun pepaya

Proses penempelan sel pada permukaan
merupakan tahapan pembentukan biofilm yang
sangat penting, karena merupakan awal mula
dari pembentukan biofilm. Ada beberapa cara
yang dapat ditempuh untuk menghambat proses
penempelan sel. Salah satunya, tahapan awal
dari proses penempelan sel biofilm tergantung
pada kondisi permukaan yang menciptakan ling-
kungan yang menguntungkan bagi penempelan
sel (Sandasi et al. 2009). Kondisi permukaan
dicapai dengan adsorpsi zat termasuk nutrisi,
molekul organik dan anorganik yang penting
untuk pertumbuhan sel-sel, yang pada akhirnya
mempercepat penempelan sel. Oleh karena itu

dapat dikendalikan melalui pretreatment permu-
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kaan dengan ekstrak tumbuh-tumbuhan yang ti-
dak menguntungkan bagi sel, dengan demikian
mengurangi penempelan sel pada permukaan.
Adanya ekstrak tanaman yang dapat mengham-
bat proses penempelan sel lebih mudah diatasi
daripada menghambat pertumbuhan biofilm
yang sudah terbentuk (Cerca et al. 2005).

Tanin dan flavonoid merupakan senyawa
yang terkandung dalam daun papaya. Berdasar-
kan penelitian Agnol et a/ (2003) dan Jagani et
al (2008), tanin dan flavanoid bekerja dengan
mengikat salah satu protein adhesin bakteri
yang dipakai sebagai reseptor permukaan bak-
teri, sehingga terjadi penurunan daya perleka-
tan bakteri serta penghambatan sintesis protein
untuk pembentukan dinding sel. Daya hambat
pembentukan biofilm oleh zat aktif tanin dan
flavonoid juga ditunjukkan pada penelitian Su-
nanto (2012), dimana zat ini terkandung dalam
ekstrak daun dewandaru dan mempunyai Mini-
mum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC)
sebesar 0.015 g/dL.

Penghambatan Pertumbuhan Biofilm Eks-
trak Daun pepaya

Akumulasi biofilm pada permukaan pa-
dat terjadi berdasarkan dua tahap. Tahap per-
tama yaitu pertumbuhan sel dan pembentukan
Extracellular Polymeric Substances (EPS), se-
hingga sel biofilm terakumulasi. Tahap kedua
adalah bisa terjadi pelepasan atau penempelan
kembali. Bakteri menggunakan berbagai organ-
el ekstraseluler dan protein untuk penginderaan
dan menempel ke permukaan, termasuk flagel
pili, fimbriae, serat curli, dan protein luar mem-
bran (Thomas ef al. 2004). Oleh sebab itu, yang
menjadi perhatian untuk mencegah pertum-
buhan biofilm adalah menghambat atau bah-

kan mematikan sel agar tidak bertambah, dan
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mencegah pembentukan EPS. Ekstrak pepaya
seperti yang telah di paparkan sebelumnya posi-
tif mengandung senyawa yang memiliki potensi
sebagai antibakteri yaitu alkaloid, tanin, steroid
dan flavonoid. Zat aktif tersebut diduga memi-
liki peran penting dalam pencegahan pertumbu-
han biofilm.

Selain memiliki aktivitas sebagai an-
tibakteri, Lee et a/ (2013) menyatakan bahwa
tanin dan flavonoid juga berpotensi mengham-
bat pertumbuhan biofilm karena dapat meng-
hambat intercellular adhesion genes icad dan
icaD. Gen ini dapat mensintesis Polysaccha-
ride Intercellular Adhesion (PIA) yang mem-
punyai peranan penting dalam agregasi sel dan
pembentukan EPS dalam pembentukan biofilm
pada bakteri Staphylococcus aureus (Archer et
al. 2011). Oleh sebab itu dengan adanya kandu-
ngan tanin dan flavonoid dalam ekstrak papaya
diduga dapat menghambat pertumbuhan biofilm
melalui aktivitasnya sebagai antibakteri dan ke-
mampuannya menghambat pembentukan EPS
dengan menghambat pembentukan gen penyan-
di PIA.

Degradasi Biofilm Ekstrak Daun pepaya
Ketika tahap perkembangan biofilm ti-
dak dihambat, maka biofilm yang terbentuk
semakin banyak dan membentuk struktur tiga
dimensi yang mengandung sel-sel terselubung
dalam beberapa kelompok yang saling ter-
hubung satu sama lainnya. Sel-sel dalam biofilm
“dilem” oleh EPS, yang menolak stres mekanik
dan pelepasan koloni dari permukaan substrat
(Renner and Weibel 2011). Kemampuan de-
gradasi biofilm dari suatu senyawa terkait de-
ngan kemampuan penetrasi senyawa tersebut
ke dalam biofilm yang terbentuk, yakni mampu

berpenetrasi pada lapisan Extracelluler Poly-
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meric Substance (EPS) atau lapisan lendir yang
menyelubungi bakteri. Selain itu, kemampuan
senyawa dalam mendegradasi biofim adalah
menghilangkan EPS pada biofilm yang sudah
terbentuk (Ardani et al. 2010).

Enzim telah terbukti efektif untuk de-
gradasi EPS biofilm. Enzim menghapus biofilm
langsung dengan mekanisme menghancurkan
integritas fisik EPS dengan cara melemahkan
struktur protein, karbohidrat dan lemak yakni
mengikat dan terjadinya hidrolisis molekul pro-
tein dan mengubahnya menjadi unit yang lebih
kecil yang dapat diangkut melalui sel membran
dan kemudian dapat dimetabolisme. Batang,
daun, dan buah pepaya muda mengandung ge-
tah berwarna putih yang mengandung suatu
enzim pemecah protein atau enzim proteolitik
yang disebut papain. Papain merupakan enzim
proteolitik, yaitu enzim yang dapat mengurai
dan memecah protein (Moehd 1999) dalam Hu-
tabarat (2015). Enzim yang terkandung dalam
daun papaya inilah yang diduga berperan pen-
ting dalam mendegradasi lapisan EPS pada bio-
film yang terbentuk.

Ekstrak air daun pepaya yang diketahui
selain mengandung enzim protease juga me-
ngandung metabolit sekunder yang berpotensi
sebagai antibiofilm. Carlo et al. (1999) dan
Estrela et al. (1995) dalam Sabir (2005) me-
nyatakan bahwa gugus hidroksil yang terdapat
pada struktur senyawa flavonoid membentuk
senyawa kompleks dengan protein melalui ika-
tan hidrogen sehingga menyebabkan perubahan
struktur protein dan asam nukleat. Perubahan
struktur tersebut dapat menyebabkan protein pe-
nyusun EPS terdenaturasi, sehingga daun pepa-
ya merupakan alternatif yang paling direkomen-
dasikan sebagai antibiofilm dalam hal ini untuk

mendegradasi biofilm.

Scanning Electron Microscopy (SEM)
Visualisasi menggunakan SEM dapat
dikonfirmasi bahwa ekstrak daun pepaya de-
ngan konsentrasi 25% v/v efektif dalam mende-
gradasi EPS pada biofilm bakteri P. aeruginosa
(Gambar 11). Dari hasil pengamatan (Gambar
7), terlihat bahwa biofilm yang mendapat per-
lakuan ekstrak papaya lebih bersih atau dalam
hal ini matriksnya lebih sedikit bahkan tidak ada
sama sekali bila dibandingkan dengan biofilm
tanpa perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak papaya terbukti dapat mendegradasi

matriks biofilm.

5. KESIMPULAN

Berdasarkan pembahasan di atas dapat
ditarik kesimpulan bahwa ekstrak daun papaya
yang secara kualitatif mengandung alkaloid,
tannin, steroid, dan flavonoid menunjukkan ak-
tivitas antibakteri dengan respon hambatan yang
kuat, mampu menghambat perlekatan sel sebe-
sar 41.176% pada konsentrasi 25%, suhu 37.5°C
dengan waktu kontak 45 menit, menghambat
pertumbuhan biofilm sebesar 46.748% pada
konsentrasi 25% v/v, suhu 50°C dengan waktu
kontak 3 hari dan mampu mendegradasi biofilm
sebesar 49.02% pada suhu 37.5°C, waktu kon-

tak 45 menit dengan konsentrasi 25% (v/v).
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