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ABSTRACT

Biofilms are significant hazards in the food industry. The presence of Escherichia coli bio-
films in food industry is potentially causing food spoilage that will shorten the shelf life as well as
lead to the spread of disease through food. The purpose of this study is to determine the phytochemi-
cal compound of aqueous extract of papaya leaves and to determine its activity on inhibition of cell
attachment and growth, and on degradation of the biofilm using Micro-titter Plate Biofilm Assay.
The results phytochemical test showed that papaya leave extract contains alkaloid, tanin, flavonoid,
and steroid and have anti-biofilm activity. Papaya leave extract with highest activity caused biofilm
degradation of 48,99%. The optimum temperature of biofilm degradation (>52,5%) by papaya leaves
extract was around 35°C - 40°C. The optimum contact time and extract concentration were 57-60
minutes and 75-100%, respectively.

Keywords: biofilm, Carica papaya L, Escherichia coli, water extract

ABSTRAK

Biofilm merupakan salah satu bahaya yang signifikan dalam industri makanan. Kehadiran
biofilm dari Escherichia coli dalam industri pangan sangat berpotensi menimbulkan pembusukan
makanan yang akan memperpendek masa simpan (shelf-life) maupun mengakibatkan penyebaran
penyakit melalui makanan (foodborne desease). Tujuan dari penelitian ini untuk menentukan kan-
dungan senyawa fitokimia dari ekstrak air daun papaya dan untuk mengetahui aktivitas pencegahan
perlekatan, penghambatan pertumbuhan dan pendegradasian biofilm menggunakan metode Microtit-
ter Plate Biofilm Assay . Hasil fitokimia menunjukkan ekstrak daun pepaya mengandung alkoloid,
flavonoid, tannin dan steroid yang diduga berperan dalam aktivitas antibiofilm. Ekstrak air daun
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pepaya memiliki aktivitas tertinggi dalam pendegradasian biofilm sebesar 48.99%. Setelah dilaku-

kan optimasi menggunakan metode Response Surface di dapat kondisi terbaik dalam pendegradasian
biofilm oleh ekstrak daun pepaya (> 52.5%) yaitu pada kondisi suhu 35°C-40°C, waktu kontak 57-60
menit sedangkan konsentrasi berada diantara 75-100%(v/v).

Kata kunci: biofilm, Carica papaya L, Escherichia coli, ekstrak air

1. PENDAHULUAN

Kehadiran biofilm dalam industri pa-
ngan berisiko tinggi mengancam tingkat ke-
amanan pangan, karena biofilm dapat tumbuh
dan berkembang pada produk susu, daging,
buah dan sayuran segar (Chen ef al. 2007). Se-
lain itu biofilm dapat menimbulkan pembusu-
kan makanan yang akan memperpendek masa
simpan (shelf-life) maupun penyebaran penyakit
melalui makanan (foodborne disease) (Houdt
& Michiels 2010). Biofilm cenderung tumbuh
dan berkembang dengan pesat terutama pada
permukaan bahan yang lembab dan kaya akan
nutrisi (Tarver 2009). Biofilm dapat hidup pada
semua jenis permukaan di pabrik pengolahan
makanan mulai dari lantai, dinding, pipa dan
permukaan peralatan termasuk stainless steel,
alumunium, nilon, teflon, karet, plastik, dan
kaca (Chmielewski & Frank 2003). Peralatan
yang kontak langsung dengan makanan dalam
proses pengolahannya memungkinkan menjadi
pusat terbentuknya biofilm.

Secara umum, bakteri memiliki kemam-
puan untuk menempel dan membentuk biofilm
pada permukaan padat. Menempelnya bakteri
pada permukaan benda padat merupakan lang-
kah awal pembentukan biofilm (Donlan 2002).
Biofilm yang terbentuk terperangkap di dalam
matriks ekstraselular yang dihasilkan oleh bak-
teri tersebut (Stoodly et al. 2002) Kandungan

matriks ekstraseluler terdiri dari polisakari-

da, DNA ekstraseluler, protein, lemak dan air
(Sutherland 2001). Biofilm sangat berpotensi
merusak proses dan produk pangan, dikarena-
kan sebagian mikroorganisme dalam biofilm
juga merupakan penyebab penyakit dan peng-
hasil racun. Banyak spesies bakteri yang mam-
pu membentuk biofilm dalam industri pangan,
salah satu bakteri yang paling sering ditemukan
adalah Escherichia coli (Lund et al. 2000).
Potensi yang besar sebagai sumber kon-
taminan mengakibatkan penelitian mengenai
biofilm di bidang industri pangan semakin me-
luas. Biofilm berperan terhadap kerusakan pa-
ngan seperti pembusukan produk dan penyeba-
ran penyakit. Beberapa penelitian terdahulu juga
menunjukkan bahwa daya tahan terhadap kon-
disi-kondisi buruk dari mikroba yang memben-
tuk biofilm pada proses pertumbuhannya lebih
tinggi jika dibandingkan dengan sel planktonik
(Donlan 2002). Banyak kerugian yang didapat-
kan akibat keberadaan biofilm dalam sistem
pengolahan makanan, sehingga diperlukannya
penghambatan pembentukan biofilm.
Pengendalian biofilm dapat dilakukan
dengan memanfaatkan bahan alam yang salah
satunya dapat menggunakan senyawa kimia
dari tanaman berupa alkaloid, flavonoid, tanin,
saponin, steroid dan triterpenoid. Ekstrak air
daun pepaya berpotensi menghambat perleka-
tan, pertumbuhan dan pendegradasian biofilm.

Menurut Arumugam et al (2014), ekstrak daun
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pepaya mengandung flavonoid, alkaloid, sa-
ponin, steroid, triterpenoid dan tannin. Banyak
kerugian yang didapatkan akibat keberadaan
biofilm sehingga diperlukannya penelitian ter-
hadap aktivitas ekstrak air daun pepaya sebagai
antibiofilm dari bakteri Escherichia coli.
Tujuan dari penelitian ini adalah me-
nguji aktivitas ekstrak air daun pepaya dalam
pencegahan perlekatan, penghambatan pertum-
buhan dan pendegradasian biofilm Escherichia
coli serta menentukan kondisi optimum dari

kinerja ekstrak air daun pepaya.

2. METODOLOGI

Bakteri uji yang digunakan dalam pene-
litian ini adalah kultur Escherichia coli yang
merupakan koleksi dari Laboratorium Mikro-
biologi LIPI Cibinong dan daun pepaya yang
diperoleh dari sekitar kampus IPB Dramaga.
Bahan-bahan lain yang digunakan yaitu media
Eosin Methylene Blue (EMB), media Heterotrof
(HTR), etanol 96%, crystal violet 1%, akuades
dan pereaksi uji fitokimia.

Alat-alat yang digunakan yaitu pipet
mikro, neraca analitik, inkubator 37 dan 50°C,
kertas saring, autoklaf, laminar airflow, vortex,
sentrifuge, spektrofotometer, microtiterplate
flat-bottom polystyrene 96 wells, dan iMark Bio-

Rad microplate reader.

Preparasi Ekstrak Air Daun Pepaya (Modifi-
kasi Gomashe ez al. 2014)

Sampel daun pepaya (Carica papaya L.)
yang digunakan dalam penelitian ini telah dide-
terminasi di LIPI-Pusat Konservasi Tumbuhan
Kebun Raya Bogor. Sampel daun pepaya yang
masih segar dicuci dengan air bersih, kemudian
dibilas dengan etanol lalu dikeringkan pada tem-

peratur ruang selama 1 minggu. Sampel yang

166

telah dikeringkan kemudian dihaluskan meng-
gunakan blender. Sampel yang telah halus se-
banyak 5 g diekstraksi dengan 100 mL akuades
steril dengan cara maserasi selama 18 jam dan
ditempatkan dalam shaker. Ekstrak disaring
dengan kertas saring kemudian filtrat disentri-
fuse selama 5 menit dengan kecepatan 10.000
rpm kemudian disaring kembali sehingga di-
dapatkan supernatan. Supernatan yang dihasil-
kan dianggap sebagai konsentrasi 100% (v/v)
kemudian dibuat variasi konsentrasi 25%, 50%,
75% dan 100% (v/v) lalu disimpan dalam botol
yang telah disterilkan.

Analisis Fitokimia (Harborne 1998)

Analisis fitokimia yang dilakukan ter-
diri atas uji alkaloid, saponin, flavonoid, tri-
terpenoid, steroid dan tanin. Analisis fitokimia
dilakukan untuk menentukan secara kualitatif
komponen bioaktif yang terdapat pada ekstrak

air daun pepaya.

Pembuatan Kultur Bakteri Escherichia coli
Bakteri uji dibiakkan pada media EMB
(Eosin Methylene Blue) selama 24 jam pada
suhu 37°C, untuk memperoleh kultur kerja.
Sebanyak satu ose kultur kerja tersebut diper-
banyak dengan cara dibiakkan ke dalam tabung
berisi media HTR (Heferotrof) sebanyak 10 mL
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Kultur bakteri uji divorteks kemudian diukur ni-
lai OD pada panjang gelombang 600 nm untuk
mengetahui konsentrasi dari suspensi bakteri

tersebut.

Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm pada Per-
mukaan (Modifikasi Sandasi ez al. 2010)
Pengujian dilakukan dengan menggu-

nakan microtiterplate flat-bottom polystyrene
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96 wells. Pengujian dilakukan dengan variasi
konsentrasi ekstrak daun pepaya 25; 50; 75 dan
100% (v/v). Sebanyak 200 pL ekstrak dimasuk-
kan pada tiap well selama 60 menit, kemudian
ekstrak yang telah melapisi permukaan mikro-
plate dikeluarkan dari well dan ditambahkan
media HTR (Heterotrof) 100 puL. dan suspensi
bakteri E.coli sebanyak 100 pL ke dalam well
untuk memulai pembentukan biofilm. Suspensi
uji kemudian diinkubasi selama 72 jam pada
suhu 37°C. Setelah masa inkubasi, mikroplate
dicuci menggunakan air mengalir sebanyak tiga
kali, kemudian ditambahkan 200 pL larutan
Crystal violet 1 % ke tiap well dan diinkubasi
pada suhu ruang selama 15 menit. Microplate
dicuci kembali dengan cara yang sama seperti
sebelumnya, yaitu dengan air mengalir seban-
yak 3 kali. Larutan etanol 96% sebanyak 200 uL
ditambahkan ke dalam tiap well dan dilakukan
inkubasi kembali selama 15 menit pada suhu ru-
ang. Pembacaan Optical Density (OD) dilaku-
kan dengan iMark Bio-Rad microplate reader
pada panjang gelombang 595 nm.

OD kn - OD se
— 0
OD kn x 100%
OD kn = OD kontrol negatif

OD se = OD sampel eksperimental

% Pence-
gahan

Uji Penghambatan Pertumbuhan dan
Perkembangan Biofilm (Modifikasi Sandasi
etal. 2010)

Pengujian dilakukan dengan microtiter-
plate flat-bottom polystyrene 96 wells. Media
yang digunakan adalah HTR 90 pL kemudian
ditambahkan suspensi bakteri E.coli 50 pL dan
ekstrak daun pepaya 60 pL dengan variasi kon-
sentrasi 25; 50; 75 dan 100% (v/v) yang dima-
sukkan pada masing-masing well. Suspensi uji

kemudian diinkubasi selama 72 jam pada suhu

37°C. Setelah masa inkubasi, mikroplate dicuci
menggunakan air mengalir sebanyak tiga kali,
kemudian ditambahkan 200 pL larutan Crystal
violet 1 % ke tiap well dan diinkubasi pada suhu
ruang selama 15 menit. Mikroplate dicuci kem-
bali dengan cara yang sama seperti sebelumnya,
yaitu dengan air mengalir sebanyak 3 kali. Laru-
tan etanol 96% sebanyak 200 pL ditambahkan
ke dalam tiap wel/ dan dilakukan inkubasi kem-
bali selama 15 menit pada suhu ruang. Pemba-
caan Optical Density (OD) dilakukan dengan
iMark Bio-Rad microplate reader pada panjang

gelombang 595 nm.
% Pengham-  OD kn - OD se .
batan = OD x 100%

OD kn = OD kontrol negatif
OD se = OD sampel eksperimental

Uji Degradasi Biofilm (Modifikasi Prasasti
dan Hertiani 2010)

Pengujian ini dilakukan seperti pada
uji pencegahan perlekatan dan pertumbuhan
biofilm, akan tetapi pada uji ini ekstrak uji dit-
ambahkan pada saat biofilm telah terbentuk.
Biofilm terbentuk setelah masing-masing well
diinkubasi selama 72 jam pada suhu 37°C den-
gan 60 pL suspensi bakteri dalam 90 pL media
HTR. Setelah terbentuknya biofilm, suspensi
dalam mikroplate tersebut dibuang, kemudian
ditambah 200 pL suspensi ekstrak daun pepaya
dengan variasi konsentrasi 25; 50; 75 dan 100%
v/v dan diinkubasi selama 60 menit. Setelah
masa inkubasi, mikroplate dicuci menggunakan
air mengalir sebanyak tiga kali dan langkah se-
lanjutnya seperti pada uji pencegahan perleka-
tan dan penghambatan pertumbuhan biofilm
dengan menggunakan larutan Crystal violet 1
%. Persentase pendegradasian dari biofilm dapat

diukur dengan rumus sebagai berikut :
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% Pendegra-  OD kn - OD se .
dasian OD kn x 100%

OD kn = OD kontrol negatif
OD se = OD sampel eksperimental

Uji Scanning Electron Microscopy (SEM)

Potongan polistirena berukuran 0.5 cm
x 0.5 cm dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi 2 mL suspensi bakteri dan 2 mL
media HTR dan diinkubasi selama 72 jam pada
suhu 37°C. Setelah biofilm terbentuk, potongan
polistirena dicuci dengan air steril untuk me-
ngeluarkan suspensi bakteri yang tidak mem-
bentuk biofilm. Potongan polistirena kemudian
dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi
ekstrak daun pepaya selama 60 menit pada suhu
37°C. Potongan polistirena tanpa mengguna-
kan ekstrak digunakan sebagai kontrol negatif.
Setelah itu potongan polistirena tersebut di-
preparasi dan diamati menggunakan instrumen
scanning electron microscope tipe JEOL seri
JSM-5310 LV di Puslit Widyasatwaloka, LIPI
Cibinong.

Optimasi Aktivitas Antibiofilm Ekstrak Air
Daun Pepaya

Optimasi hanya dilakukan pada aktivi-
tas terbaik dari ekstrak daun pepaya. Rancangan
optimasi menggunakan Response Surface Meth-
odology (RSM). Faktor yang dioptimasi adalah
konsentrasi ekstrak (X1)( 25, 50, 75 dan 100%
v/v), suhu (X2) (25, 37 dan 50°C), dan waktu
kontak (X3) (30, 45 dan 60 menit). Data hasil
penelitian yang diperoleh dianalisis menggu-
nakan bantuan sofiware Minitab 16.

ANALISIS STATISTIK
Data yang diperoleh dianalisis dengan

menggunakan analisis ragam (one-way ANOVA)
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dan dilanjutkan dengan uji Tukey HSD untuk
menentukan perbedaan pengaruh konsentrasi
pada tiap perlakuan dengan tingkat keperca-
yaan 95%. Penentuan aktivitas antibiofilm ter-
baik dari tiap perlakuan menggunakan analisis
ragam (two-way ANOVA) dengan faktor yang
digunakan adalah jenis perlakuan (pencegahan,
penghambatan dan degradasi) dan konsentrasi
ekstrak yang berbeda. Uji statistik dianalisis
menggunakan bantuan sofiware SPSS 16 dan
Minitab 16.

3. HASIL

Senyawa Fitokimia

Hasil uji fitokimia yang tertera pada Ta-
bel 1 menunjukkan ekstrak air daun pepaya me-
ngandung senyawa metabolit sekunder berupa
alkaloid, flavonoid, steroid dan tannin. Semen-
tara itu, saponin dan triterpenoid menunjukkan

hasil negatif.

Tabel 1 Hasil skrining fitokimia ekstrak air daun

pepaya
Golongan Senyawa Hasil Kualitatif
Flavonoid +
Tannin +
Alkaloid +
Saponin -
Steroid +
Triterpenoid -
Aktivitas Antibiofilm pada Konsentrasi

Ekstrak Daun Pepaya yang Berbeda
Berdasarkan hasil analisis statistik one-
way ANOVA, pengaruh konsentrasi yang ber-
beda dari ekstrak daun pepaya dapat mencegah
perlekatan, menghambat pertumbuhan dan men-
degradasi biofilm secara signifikan (P<0.05)

dengan nilai aktivitas antibiofilm paling tinggi
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masing-masing sebesar 41.89%, 36.02% dan
48.99% (Gambar 1), dimana semakin tinggi
konsentrasi ekstrak semakin tinggi pula aktivi-
tas antibiofilm yang dihasilkan.

Hasil wuji statistik two-way ANOVA
menunjukkan bahwa aktivitas degradasi biofilm
dari ekstrak daun pepaya menghasilkan aktivi-
tas terbaik dibandingkan pencegahan perlekatan

dan penghambatan pertumbuhan biofilm.

Optimasi Aktivitas Degradasi Biofilm oleh
Ekstrak Air Daun Pepaya

Hasil uji statistik aktivitas pendegrada-
sian biofilm menggunakan RSM (Response Sur-
face Methodology) pada Minitab 16 diperoleh
hasil perlakuan konsentrasi dan waktu kontak
tidak berpengaruh signifikan (P>0.05), sedang-
kan perlakuan suhu menunjukkan hasil berpe-
ngaruh signifikan (P< 0.05). Ini menunjukkan

bahwa pada masing-masing perlakuan suhu
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Pencegahan Penghambatan Degradasi
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Gambar 1 Aktivitas pencegahan perlekatan, penghambatan pertumbuhan dan degradasi biofilm dari

ekstrak air daun pepaya pada berbagai konsentrasi

Tabel 2 Estimasi pengaruh variabel terhadap % pendegradasian biofilm dari ekstrak daun pepaya

Variabel bebas Koefisien T P
Konsentrasi 0.00049 0.177 0.860
Suhu 0.08542 6.863 0.000
Waktu kontak -0.00697 -0.672 0.505
Konsentrasi* Konsentrasi -0.00002 -1.111 0.272
Suhu* Suhu -0.00121 -7.730 0.000
Waktu kontak* Waktu kontak 0.00004 0.387 0.700

R-Sq = 74.70% R-Sq (adj) = 70,15%
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Tabel 3 Analisis ragam model regresi terhadap respon % pendegradasian biofilm

Sumber Keragaman F P

Regresi 16.41 0.000
Linear 17.65 0.000
Konsentrasi 0.03 0.860
Suhu 47.10 0.000
Waktu kontak 0.45 0.505
Square 40.81 0.000
Konsentrasi* Konsentrasi 1.24 0.272
Suhu* Suhu 59.75 0.000
Waktu kontak* Waktu kontak 0.15 0.700
Lack of fit 0.49 0.782

menunjukkan aktivitas pendegradasian biofilm
yang berbeda-beda (Gambar 2a, b dan c), akan
tetapi perlakuan konsentrasi dan waktu kontak
yang berbeda-beda tidak menunjukkan aktivitas
pendegradasian yang berbeda (Gambar 3a, b,
dan c).

Setelah dilakukan optimasi mengguna-
kan metode Response Surface didapat Contour
plot seperti Gambar 3, dimana suhu optimum
untuk pendegradasian biofilm dari ekstrak daun
pepaya untuk menghasilkan aktivitas terbaik (>
52.5%) berada diantara 35-40°C, waktu kontak
berada diantara 57-60 menit sedangkan konsen-
trasi berada diantara 75-100% (v/v) (Gambar
2b).
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Gambar 2 Contour plot persen (%) pendegradasian
biofilm terhadap faktor suhu yang ber-
pengaruh secara signifikan (P<0.05). (a)
pada saat suhu 25°C (b) pada saat suhu
37°C (suhu optimal) dan (¢) pada saat
suhu 50°C
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Gambar 3 Contour plot persen (%) degradasi biofilm terhadap faktor waktu kontak dan konsentrasi yang
tidak berpengaruh secara signifikan (P>0.05). (a) pada waktu kontak 30, 45, 60 menit (b) pada

konsentrasi 25, 62.5, 100 %(v/v)

Hasil Scanning Electron Microscopy (SEM)
Kontrol negatif menunjukkan pertumbu-
han bioflm E.coli pada plat polystyrene. Melalui
visualisasi SEM dapat dilihat agregasi bakteri
yang dilapisi oleh matriks ekstraselular seperti
pada Gambar 4 (a). Aktivitas ekstrak daun

pepaya dalam pendegradasian biofilm ditunjuk-

kan pada Gambar 4 (b). Hasil SEM menunjuk-
kan bahwa biofilm yang mendapat perlakuan
ekstrak lebih bersih atau dalam hal ini matriks
ekstraselular dari biofim lebih sedikit bahkan ti-
dak ada sama sekali bila dibandingkan dengan

biofilm tanpa perlakuan.
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" Bakteri_ dilapisi
‘matriky biofilm W
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4. PEMBAHASAN

Hasil uji fitokimia yang tertera pada
Tabel 1 menunjukkan ekstrak air daun pepaya
mengandung alkaloid, flavonoid, tannin dan
steroid. Sementara itu, saponin dan triterpenoid
menunjukkan hasil negatif. Adapun hasil pene-
litian Arumugam et al (2014) menunjukkan
ekstrak daun pepaya mengandung flavonoid,
alkaloid, saponin, steroid, triterpenoid dan ta-
nin. Perbedaan hasil ini disebabkan oleh banyak
faktor seperti faktor-faktor lingkungan dan ke-
tersediaan air di dalam tanah (Nitisapto & Sir-
adz 2005).

Aktivitas pendegradasian biofilm dari
ekstrak daun pepaya menghasilkan aktivitas ter-
baik sebesar 48.99% dibandingkan pencegahan
perlekatan (41.89%) dan penghambatan per-
tumbuhan biofilm (36.02%), hal tersebut diduga
karena adanya senyawa metabolit sekunder dan
beberapa enzim yang terdapat di dalam daun
pepaya (Gambar 1). Getah pepaya mengandung
tiga jenis enzim. Enzim papain merupakan en-
zim proteolitik yang dapat mendegradasi protein
dan diduga dapat mendegradasi matriks ekstra-
selular yang terdapat pada biofilm. Enzim khi-

mopapain yang berfungsi mengkatalisis reaksi
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Gambar 4 Kemampuan ekstrak daun pepaya dalam pendegradasian biofilm dengan SEM skala pembesaran
3,500 kali (a) tanpa perlakuan (b) pemberian ekstrak papaya

matriks biofilm
hanya sedikit

hidrolisis protein dan polipeptida, serta enzim
lisozim yang berfungsi memecah dinding sel
bakteri (Moussaoui et al. 2001).

Senyawa metabolit sekunder dalam
ekstrak daun pepaya juga diduga membantu
pendegradasian biofilm. Menurut penelitian Vi-
kram et al (2010) flavonoid dapat menghambat
ekspresi gen IsrACDBF, csgA, csgB yang meru-
pakan regulator pembentukan fimbria pada bio-
film E.coli, sehingga terganggunya metabolisme
di dalam matriks ekstraselular dan mengakibat-
kan terhambatnya transport nutrisi (Lee et al.
2011). Pada penelitian Cobrado et al (2012)
secara signifikan menunjukkan bahwa senyawa
tanin dapat mereduksi aktivitas metabolisme
biofilm. Tanin memiliki sifat dapat memben-
tuk kompleks dengan ion logam yang dapat
menyebabkan senyawa tanin bersifat toksik
bagi membran mikroba (Akiyama et al. 2001).
Pada ekstrak tanaman Alnus japonica yang telah
diteliti oleh Lee ef al/ (2013) yang memiliki kan-
dungan tanin dan flavonoid diketahui mampu
menghambat ekspresi gen icad dan icaD yang
merupakan salah satu regulator pembentukan
biofilm. Gen icad dan icaD dapat mensintesis
Polysaccharide Intercellular Adhesion (PIA)
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yang mempunyai peran penting dalam pemben-
tukan biofilm (Rohde ef al. 2010). Selain flavo-
noid dan tanin, alkaloid juga diduga berperan
penting dalam penghambatan pembentukan
biofilm, dengan menghambat aktivitas quorum
sensing atau komunikasi antar sel (Park et al.
2008).

Optimasi pengoptimasian aktivitas an-
tibiofilm terbaik yaitu aktivitas pendegradasian
biofilm dilakukan menggunakan metode Res-
ponse Surface. Optimasi aktivitas pendegrada-
sian biofilm diperlukan untuk mengoptimal-
kan kinerja ekstrak. Metode Response Surface
adalah teknik yang digunakan untuk memodel-
kan hubungan antara variabel respon dan faktor
perlakuan. Metode ini dapat digunakan untuk
menemukan bagian kombinasi yang menghasil-
kan respon maksimum atau optimal (Montgom-
ery 2008). Faktor-faktor yang dioptimasi adalah
konsentrasi ekstrak, suhu, dan waktu kontak, di-
mana faktor-faktor tersebut dianggap memiliki
peranan penting dalam kinerja dari ekstrak yang
diberikan.

Hasil pengujian menggunakan Metode
Response Surface menunjukkan bahwa per-
lakuan konsentrasi dan waktu kontak tidak ber-
pengaruh signifikan (P>0.05), dimana dengan
pelakuan konsentrasi (25, 50, 75 dan 100 %(v/
v)) dan waktu kontak (30, 45, dan 60 menit)
yang berbeda-beda tidak menunjukkan aktivitas
pendegradasian biofilm yang berbeda (Gambar
3), sedangkan perlakuan terhadap suhu menun-
jukan pengaruh secara signifikan (P<0.05). Hasil
penelitian menunjukkan suhu optimum ekstrak
daun pepaya terhadap aktivitas antibiofilm be-
rada pada suhu 37°C (>52.5%), sedangkan pada
suhu ruang 25°C (>28%) dan pada suhu 50°C
(>36%) menghasilkan aktivitas antibiofilm lebih

rendah. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh

aktivitas enzimatis yang terdapat pada ekstrak
daun pepaya yang sangat dipengaruhi oleh suhu.
Aktivitas enzim pada suhu ruang (25°C) masih
dapat bekerja dengan baik walaupun tidak opti-
mum atau reaksi berlangsung lambat. Kenaikan
suhu juga akan meningkatkan aktivitas enzim
sampai tercapainya aktivitas optimum. Kenaikan
suhu lebih lanjut akan mengakibatkan menurun-
nya aktivitas enzim dan pada akhirnya merusak
atau mendenaturasi enzim (Wuryanti 2004).

Hasil Contour plot pada Gambar 2b
memperlihatkan puncak respon degradasi bio-
film tertinggi ditandai oleh daerah dengan war-
na hitam gelap. Aktivitas degradasi (>52.5%)
dihasilkan ketika suhu berada diantara 35-40°C,
waktu kontak berada diantara 57-60 menit se-
dangkan konsentrasi berada diantara 75-100%
(V/v).

Hasil SEM menunjukkan ekstrak pepa-
ya mampu mendegradasi biofilm yaitu terlihat
biofilm yang mendapat perlakuan ekstrak lebih
bersih atau dalam hal ini matriks ekstraselu-
lar dari biofilm lebih sedikit bahkan tidak ada
sama sekali bila dibandingkan dengan biofilm
tanpa perlakuan. Komposisi utama dari biofilm
adalah koloni bakteri dan matriks ekstraselular,
dimana koloni bakteri diselimuti oleh matriks
ekstraseluler yang dihasilkan oleh bakteri terse-
but (Karatan & Watnick 2009). Berdasarkan ha-
sil mikrograf SEM menunjukkan ekstrak daun
pepaya dapat mendegradasi matriks ekstraselu-
lar dan melisis sel target. Hasil ini memberikan
landasan teoritis untuk aplikasi penggunaan

ekstrak daun pepaya sebagai antibiofilm alami.
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