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Abstrak 

Pseudomonas aeruginosa adalah patogen multi-drug resistant (MDR) dan dikenal karena pertumbuhan 

biofilmnya sehingga sulit untuk dihilangkan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas ekstrak air 

daun melinjo (Gnetum gnemon L) terhadap penghambatan perlekatan sel, pertumbuhan dan degradasi biofilm 

menggunakan Crystal Violet (CV) biofilm Assay. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak air daun melinjo 

(Gnetum gnemon L) mengandung saponin, alkaloid, tanin dan steroid yang menunjukkan aktivitas antibakteri 

dan antibiofilm terhadap P. aeruginosa. Penambahan ekstrak dapat menghambat perlekatan sel sebesar 49,80% 

dengan konsentrasi 25%, suhu 37,5 oC dan dengan waktu kontak 45 menit. Dengan konsentrasi 25% (v/v), suhu 

50 °C dan waktu kontak 3 hari, ekstrak daun melinjo mampu menghambat pertumbuhan biofilm sebesar 43,09% 

dan mampu mendegradasi biofilm 43,04% dengan konsentrasi 25% (v/v), suhu 37,5 °C dengan waktu kontak 45 

menit.  

Kata kunci: antibakteri; antibiofilm; melinjo; Gnetum gnetom; Pseudomonas aeruginosa  

 

Abstract  

Pseudomonas aeruginosa is a multi-drug resistant (MDR) human pathogen and known for their biofilm growth 

making it difficult to eliminate. This research aims to determine the effectiveness of water extract of melinjo 

leaf (Gnetum gnemon L) on inhibition of cell attachment, growth and degradation of the biofilm using Crystal 

Violet (CV) biofilm Assay. Reasearch results showed that water extract of melinjo leaf (Gnetum gnemon L) 

contains saponin, alkaloid, tanin dan steroidal that showed antibacterial activity and antibiofilm against P. 

aeruginosa. Addition extract can inhibit the attachment cell of 49,80% with a concentration of 25%, temperature 

of 37,5 oC  and the contact time of 45 minutes. With a concentration of 25% (v/v), temperature of 50 °C and the 

contact time of 3 days, extract of  melinjo leaves  can inhibit the growth of biofilms of  43,09% and able to 

degrade the biofilm 43.04%  with a concentration of 25% (v/v), temperature 37.5°C and contact time 45 minutes 

Keywords: antibacterial; antibiofilm;  melinjo;  Gnetum gnemon L; Pseudomonas aeruginosa 
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PENDAHULUAN 

Pseudomonas aeruginosa dikenal sebagai patogen kuat karena kemampuannya 

menyebabkan berbagai infeksi yang ditemui dalam kehidupan kita sehari-hari. Bakteri ini 

dapat menyebabkan infeksi terutama pada pasien yang mengalami penurunan system 

imunitas, diantaranya infeksi pada penderita AIDS. Beberapa infeksi lain yang disebabkan 

bakteri ini  diantaranya infeksi saluran pernafasan, dermatitis, infeksi jaringan lunak, infeksi 

tulang dan sendi, infeksi saluran pencernaan dan bermacam-macam infeksi sistemik. 

Sebagian besar infeksi P. aeruginosa ditentukan melalui kemampuan pembentukan 

biofilmnya [1]. 

Biofilm terdiri dari campuran mikroorganisme yang tertanam dalam zat polimer 

ekstraseluler yang diproduksi sendiri oleh mikroba tersebut atau dikenal dengan Extracellular 

Polymeric Substances (EPS). Karbohidrat, protein, asam nukleat, dan lipid mengikat EPS 

sebagai kerangka struktural. Biofilm adalah masalah serius di bidang lingkungan, makanan, 

dan biomedis karena struktur yang terbentuk melindungi mikroorganisme dari lingkungan 

yang berbahaya dan mencegah efek agen antimikroba. 

Karakteristik eksopolisakarida berbeda di antara berbagai bakteri dan tergantung pada 

kondisi pertumbuhan, media, dan ketersediaan nutrisi. Pada beberapa bentuk biofilm, 

manosa, galaktosa, dan glukosa merupakan karbohidrat yang paling melimpah, diikuti oleh 

N-asetil-glukosamin, asam galakturonat, arabinosa, fukosa, rhamnosa, dan xilosa, yang 

terdapat dalam komposisi matriks biofilm beberapa bakteri termasuk P. aeruginosa [2]. 

Penelitian untuk menemukan alternatif pengendalian biofilm terkhusus untuk bakteri P. 

aeruginosa saat ini masih terus dilakukan. Namun kendala yang ditemui selama ini adalah 

antibiofilm berbahan kimia sintetik yang dapat memberi dampak negatif pada manusia 

contohnya gangguan gastrointestinal berupa mual, dan muntah. Reaksi hipersensitivitas juga 

dapat terjadi, terutama pada pemberian obat secara parenteral [3][4][5][6]. Melinjo (Gnetum 

gnemon L) merupakan salah satu tanaman asli Indonesia yang sering digunakan dalam 

pengobatan alami [7]. Berasal dari daerah tropis, masyarakat umumnya memanfaatkannya 

sebagai bahan olahan sayur dan keripik melinjo. Melinjo sering digunakan untuk mengobati 

berbagai jenis penyakit seperti nyeri buang air kecil, gigitan anjing, penyakit mata, anemia, 

dan kekurangan gizi. Melinjo mengandung senyawa aktif seperti alkaloid, flavonoid, steroid, 

dan tannin [8][9]. Senyawa kimia seperti flavonoid dan tanin memiliki efek antibakteri [10]. 

Genus Gnetum juga diketahui mengandung berbagai stilbenoid dan beberapa turunan stilben 

telah diisolasi dari tanaman ini dan terbukti memiliki aktivitas biologis penting[11,12]. Oleh 

sebab itulah daun melinjo diharapkan dapat menjadi alternatif agen antibiofilm. 

Untuk memaksimalkan respon dari perlakuan yang di berikan, perlu dilakukan optimasi. 

Selama ini, optimasi dengan cara konvensional relatif  mahal dan membutuhkan waktu yang 

lama. Pada teknik konvensional, yang divariasikan hanya satu variabel dalam sekali 

percobaan, sehingga variabel yang satu dengan variabel yang lain tidak diketahui dengan 

jelas. Tiap variabelnya dianggap independen antara satu sama lain sehingga perlu dilakukan 

banyak uji secara bertahap. Hal tersebut dapat diatasi dengan menggunakan Response Surface 

Methodology (RSM). RSM merupakan suatu model untuk mempelajari faktor yang 

mempengaruhi respon secara bersamaan tanpa banyak percobaan yang dilakukan. Teknik 
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optimasi dengan menggunakan RSM dilakukan untuk mendapatkan solusi terbaik dari 

kombinasi variabel seperti konsentrasi ekstrak, suhu, serta waktu kontak. 

 

METODE 

Penelitian ini diawali dengan melakukan ekstraksi daun melinjo menggunkan pelarut air, 

setelah itu dilakukan pengujian kandungan senyawa fitokimia dan uji antibakteri. Ekstrak 

daun melinjo kemudian dioptimasi untuk menentukan titik optimum dari aktivitas ekstrak 

dalam menghambatan perlekatan sel, pertumbuhan sel dan kemampuan dalam mendegradasi 

biofilm. Optimasi dilakukan dengan menggunakan analisis Respon Surface Methodology 

(RSM) dan Central Composite Design (CCD) dipilih sabagai rancangan percobaan. Dan 

tahap terakhir adalah analisis pemilihan model berdasarkan jumlah kuadrat dari urutan model 

dengan memanfaatkan aplikasi MINITAB 16. 

Sampel (Bahan) dan Peralatan Penelitian 

Adapun bahan utama penelitian ini adalah menggunakan mikroba uji bakteri P. 

aeruginosa koleksi laboratorium Kesehatan LIPI Cibinong, dan tanaman uji nya adalah 

adalah ekstrak air dari daun melinjo. Bahan pendukung pereaksi uji fitokimia, aquades steril, 

kristal violet 1%, alkohol 96%, alkohol 70%, lugol, safranin, medium Heterotrof (HTR), serta 

medium Pseudomonas Isolation Agar (PIA). 

Beberapa alat yang digunakan dalam penelitian ini alat gelas merek berupa gelas ukur 

(10 mL, Iwaki), gelas kimia (250mL, 25mL, Iwaki® ), tabung reaksi (16 x 150mm Pyrex), 

cawan petri (100 mm x 20 mm Pyrex) kaca preparate (Microscope Slide), gunting, mistar, 

aluminium foil, tabung biakan, rak tabung reaksi, vortek, kertas saring Whatman, isolatip, 

Elenmeyer, kuvet, sentrifuge, mikropipet, lampu spiritus, tisu, pinset, kantong plastik, 

mikroskop autoklaf, timbangan elektrik inkubator, laminar air flow, jarum ose, lemari es, 

spektrofotometer UV-Vis UV-1700 PharmaSpec Shimidzu, Microplate reader BioRad-iMark, 

Microplate Flat-bottom Polystyrene 96-wells, dan JSM 5310LV scanning microscope.  

 

Prosedur kerja 

Persiapan Sampel Daun dan Ekstraksi  

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun melinjo. yang telah 

dideterminasi di Pusat Konservasi Tumbuhan Kebun Raya LIPI. Sampel daun dibersihkan 

dari tanah dan kerikil dengan cara dicuci dengan air mengalir kemudian ditiriskan. 

Selanjutnya diangin-anginkan selama kurang lebih 3 hari untuk mempercepat proses 

pengeringan sebelum di oven dengan suhu 40°C selama 24 jam.  Daun yang telah kering 

kemudian dihancurkan menggunakan blender dengan cara aseptik. Selanjutnya dilakukan 

tahap ekstraksi dilakukan dengan cara 5 g daun melinjo yang telah kering dimaserasi dengan 

100 ml akuades steril, di shaker selama 18-24 jam pada suhu ruang. Larutan kemudian 

disaring dengan menggunakan kertas saring. Selanjutnya  disentrifugasi selama 5 menit 

dengan kecepatan 10000 rpm, supernatan disaring menggunakan CN membrane filter 0.2 µm. 

Sebelum dilanjutkan pada tahap pengujian, ekstrak yang telah disaring diencerkan terlebih 
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dahulu menggunakan pelarut air dengan variasi konsentrasi 25% v/v, 62.5% v/v dan 100% 

v/v[13]. 

 

Analisis Fitokimia (Harborne (1987)) 

Untuk mengetahui komponen bioaktif yang diduga memiliki aktivitas antibakteri dan 

antibiofilm yang terkandung dalam ekstrak daun melinjo, dilakukan analisis fitokimia.. 

Analisis fitokimia dilakukan menggunakan uji tabung yang terdiri dari uji alkaloid, saponin, 

flavonoid, tanin, triterpenoid dan steroid. 

 

Persiapan Bakteri Uji 

 Satu ose P. aeruginosa pada hari pertama diinokulasi ke dalam media heterotrof cair 

kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (OD 0.5). Dengan metode sebar 

suspensi bakteri diinokulasikan ke dalam media padat HTR yang selanjutnya  diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu yang sama. Dengan menggunakan jarum ose bulat, koloni tunggal 

diinokulasi ke dalam media agar Pseudomonas Isolation Agar secara goresan dengan aseptis, 

kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C [13]. 

 

Uji Aktivitas Antibakteri 

Pada penelitian ini metode Difusi Cakram Kirby-Bauer dipilih untuk menguji 

aktivitas antibakteri. Ke dalam 1 mL ekstrak air daun melinjo di masukkan kertas cakram 

steril (6 mm) dan dibiarkan selama 15 menit, selanjutnya kertas cakram diletakkan  ke dalam 

media agar yang telah berisi bakteri uji. Sebagai kontrol negative digunakan pelarut aquades 

tanpa penambahan ekstrak sedangkan untuk kontrol positif digunakan antibiotik komersil 

ampisilin. Selanjutnya diiinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam, kemudian diamati zona 

hambatnya. Klasifikasi respon hambatan berdasarkan diameter zona bening[14] bisa dilihat 

pada Tabel 1. 

 

Tabel 1.  Klasifikasi Respon Hambatan [14] 

Diameter  zona bening 

(mm) 

Respon hambatan pertumbuhan 

≤ 10  Tidak ada 

11 – 15  Lemah 

16 – 20 Sedang 

> 20 Kuat 

 

Uji Penghambatan Perlekatan Sel  

Uji penghambatan perlekatan dilakukan dengan menggunakan microtiterplate flat-

bottom polystyrene 96 wells. Yang dilakukan pertama adalah melapisi microtiterplate flat-

bottom polystyrene 96 wells dengan 200 μL ekstrak daun melinjo dengan variasi konsentrasi 

25, 62.5, dan 100 % (v/v). Sumur tanpa penambahan ekstrak digunakan sebagai kontrol 

negatif. Microplate kemudian diinkubasi pada suhu 25, 37.5, dan 50 °C dengan variasi waktu 

yaitu 30, 45, dan 60 menit. Ekstrak dalam microplate kemudian di keluarkan dan dicuci 
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dengan air steril sebanyak 3 kali untuk mengeluarkan sisa ekstrak. Tahap berikutnya 

menumbuhkan biofilm kedalam microplate. Kedalam microplate di masukkan suspensi 

bakteri 60 μL dan media HTR sebanyak 120 μL dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 3 

hari. Suspensi bakteri yang tidak membentuk biofilm kemudian dibersihkan dari microplate 

dengan cara dicuci dengan air steril sebanyak 3 kali.  Selanjutnya, kristal violet 1%  sebanyak 

200 μL dimasukkan ke dalam sumur kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit. 

Microplate dicuci dengan air steril, kemudian ditambahkan etanol absolut 200 μL dan 

diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit. Pengamatan dilakukan dengan iMark Bio-Rad 

microplate reader pada panjang gelombang 595 nm[10]. Berikut ini (Eq.1) merupakan rumus 

menghitung % Penghambatan perlekatan sel. 

 

% Penghambatan Perlekatan Sel  (Eq.1) 

 

=  
𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓−𝑂𝐷 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓
 𝑥 100% 

  

Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm  

Uji penghambatan pertumbuhan dilakukan dengan cara memasukkan 80 μL ekstrak daun 

melinjo dengan seri konsentrasi 25, 62.5, dan 100% (v/v), 80μL media HTR, serta 40 μL 

suspensi bakteri ke dalam masing-masing sumuran, lalu diinkubasi  selama 1, 2, dan 3 hari 

dengan suhu konstan 37°C. Microplate yang berisi biofilm dicuci dengan air steril dan 

langkah selanjutnya dilakukan seperti pada uji penghambatan perlekatan sel[13]. Berikut ini 

(Eq.2) merupakan rumus menghitung % Penghambatan pertumbuhan biofilm.  

 

% Penghambatan Pertumbuhan Sel (Eq.2) 

=  
𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓−𝑂𝐷 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓
 𝑥 100% 

Uji Degradasi Biofilm 

Uji degradasi biofilm dilakukan dengan terlebih dahulu menumbuhkan biofilm pada 

microplate. Suspensi bakteri 60 μL dan media HTR sebanyak 120 μL dimasukkan pada 

microplate dan inkubasi pada suhu 37°C selama 3 hari. Setelah biofilm terbentuk, sisa 

suspensi bakteri yang tidak membentuk bakteri dikeluarkan dengan mencuci microplate 

dengan air steril sebanyak 3 kali. Untuk mendegradasi biofilm, dilakukan dengan 

memasukkan 200 μL ekstrak melinjo dengan variasi konsentrasi yaitu 25, 62.5, dan 100% 

(v/v), sumur tanpa penambahan sampel digunakan sebagai kontrol negatif.  Microplate 

kemudian diinkubasi pada suhu 25, 37.5 dan 50°C selama 30, 45, dan 60 menit. Microplate 

kemudian dicuci kembali dengan air steril dan langkah selanjutnya seperti pada uji 

penghambatan perlekatan dan pertumbuhan sel sebelumnya[15]. Berikut ini (Eq.3) 

merupakan rumus menghitung % degradasi biofilm. 
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% Degradasi Biofilm (Eq.3)  

=  
𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓−𝑂𝐷 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓
 𝑥 100% 

 

Visualisasi menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM) (Modifikasi Lee et al. 2011)  

Bahan polystyrene yang sama dengan bahan microplate dipotong dengan ukuran 0.5 mm 

x 0.5 mm dan ditempatkan di dalam microplate dengan 200 μL ekstrak daun melinjo dengan 

konsentrasi 25% (v/v), kemudian diinkubasi pada suhu 37.5°C selama 45 menit (perlakuan 

terbaik penghambatan perlekatan). Polystyrene tanpa penambahan ekstrak digunakan sebagai 

kontrol negatif. Ekstrak dalam microplate kemudian di keluarkan dan dicuci dengan air steril 

sebanyak 3 kali untuk mengeluarkan sisa ekstrak. Tahap berikutnya menumbuhkan biofilm 

kedalam microplate. Kedalam microplate di masukkan suspensi bakteri 60 μL dan media 

HTR sebanyak 120 μL dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 3 hari. Suspensi bakteri yang 

tidak membentuk biofilm kemudian dibersihkan dari microplate dengan cara dicuci dengan 

air steril sebanyak 3 kali[16]. Potongan polystyrene tersebut dipreparasi meliputi tahap fiksasi 

dan coating menggunakan emas. Setelah itu diamati menggunakan scanning microscope  

dengan merek JEOL JSM 5310LV di Laboratorium Zoologi LIPI Cibinong. 

 

Analisis Statistik 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan dengan teknik optimasi 

menggunakan Response Surface Methodology (RSM) dengan bantuan software MINITAB 

16. Optimasi dilakukan untuk menentukan kondisi terbaik dalam meningkatkan respon 

pencegahan perlekatan, penghambatan pembentukan biofilm dan kemampuan mendegradasi 

biofilm. Faktor yang dioptimasi adalah suhu (X2) (25, 37,5 dan 50°C),  waktu kontak (X3) 

(30, 45 dan 60 menit) serta konsentrasi ekstrak (X1) (25, 62,5 dan 100% v/v). Hasil (output) 

yang diharapkan dari rancangan percobaan  program ini adalah sekumpulan kombinasi 

variabel yang harus dilakukan dan diukur untuk masing-masing respon. Kombinasi optimal 

pada tahap analisis ditentukan berdasarkan hasil respon yang diperoleh sesuai dengan 

keinginan dengan pilihan. maksimum, minimum, dalam kisaran (in range) atau dengan target 

tertentu. Pada penelitian ini respon yang diharapkan adalah maksimum. Diharapkan 

kombinasi ekstrak yang ada dapat memberikan respon maksimal (100%). Kombinasi baru 

berdasarkan sasaran yang telah ditentukan sebelumnya merupakan hasil akhir dari tahap 

analisis. Beberapa solusi dengan nilai kesukaan (desirability) yang berbeda akan ditetapkan 

pada program ini. Semakin tinggi nilai kesukaan (mendekati 1) berarti semakin optimal 

kombinasi tersebut. Tujuan optimasi adalah mempertemukan semua fungsi tujuan untuk 

menghasilkan respon terbaik[10,15]. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kandungan Fitokimia 

Hasil uji kualitatif fitokimia ekstrak air daun melinjo (Tabel 2) menunjukkan positif 

senyawa alkaloid, steroid, tanin, dan saponin.  

Tabel 2.  Hasil Uji Kualitatif Fitokimia Ekstrak Daun Melinjo 

Senyawa Fitokimia Hasil Uji 

Alkaloid + 

Steroid + 

Triterpenoid - 

Tanin + 

Saponin + 

Flavanoid - 

 

Hasil penelitian ini serupa dengan hasil penelitian yang dilakukan peneliti sebelumnya 

yang menyatakan bahwa ekstrak daun melinjo mengandung flavonoid, alkaloid, saponin, dan 

tannin, triterpenoid[17][18][8] yang memiliki aktivitas antibakteri. 

Aktivitas Antibakteri 

Zona yang terbentuk pada aktivitas antibakteri dengan metode difusi cakram 

menunjukkan adanya pengaruh ekstrak daun melinjo konsentrasi 100% terhadap 

pertumbuhan bakteri P. aeruginosa  pada inkubasi 24 jam (Tabel 3 ). Hasil pengujian 

aktivitas antibakteri dari ekstrak daun melinjo (Tabel 3) menunjukkan bahwa daun melinjo 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri P. aeruginosa  meskipun dengan respon 

hambat yang lemah (11 mm) jauh lebih kecil bila dibandingkan dengan kontrol positif 

antibiotik ampisilin yang respon hambatnya kuat (40 mm). 

Berdasarkan hasil uji fitokimia yang telah dilakukan, daun melinjo mengandung 

senyawa alkaloid, tanin,  steroid, dan flavonoid. Alkaloid adalah bahan kimia yang luas dan 

memiliki struktur beragam yang telah digunakan sebagai perancah untuk obat antibakteri 

seperti metronidazol dan kuinolon [19].  Penelitian lain juga menunjukkan  bahwa senyawa 

tanin, alkaloid dan flavonoid yang diekstraksi dari C. alata, E. hirta, T. populnea dan W. 

tinctoria dan digunakan untuk sintesis hijau nanopartikel perak menunjukkan  aktivitas 

antibakteri terhadap P. aeruginosa dan B. subtilis dan secara efektif menghambat swarming 

motility  secara efisien dan dibuktikan dari uji kebocoran protein [20] 

Tabel 3. Diameter Zona Bening Ekstrak Melinjo terhadap Pertumbuhan Bakteri P.  

aeruginosa 

Tipe ekstrak Diameter  zona bening Respon 

hambatan 

Kontrol negatif (aquades) 0 mm Tidak ada 

Daun melinjo 11 mm Lemah 

Kontrol positif (ampisilin) 40 mm Kuat 
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Optimasi Penghambatan Perlekatan Biofilm 

Berdasarkan hasil analisis  ANOVA, faktor suhu P < 0.05 (P = 0.008) dan interaksi 

waktu kontak dengan suhu (P = 0.036) berpengaruh secara signifikan terhadap respon adhesi. 

Untuk mengetahui korelasi antar faktor dalam model ini terhadap respon penghambatan 

perlekatan sel dapat dilihat pada Gambar 1. 

 
Gambar 1  Contour plot hubungan konsentrasi ekstrak dan waktu kontak terhadap respon 

 

Melalui Contour plot pada Gambar 1 dapat diketahui bahwa untuk menghasilkan 

respon terbaik (>50%) berada pada waktu kontak diantara 35° dan 55°C dan konsentrasi 

<30% atau >90%. Berdasarkan penelitian persen penghambatan perlekatan yang paling besar 

yaitu sebesar 49.80% pada konsentrasi 25%, suhu  37.5°C dengan waktu kontak 45 menit. 

 Dari data tersebut,  diketahui bahwa ekstrak daun melinjo dapat menghambat proses 

perlekatan sel biofilm pada permukaan mikroplate meskipun tidak menghambat secara 

keseluruhan, yaitu hanya sebesar 49.80%.  Perlekatan sel planktonik ke substrat untuk 

menghasilkan sel sessile adalah tahap awal dalam pembentukan biofilm. Dan merupakan 

tahapan yang paling utama. Untuk menghambat proses penempelan sel,  Ada beberapa 

metode yang dapat dilakukan. Salah satunya, dengan menciptakan lingkungan pada kondisi 

permukaan yang menciptakan lingkungan yang tidak menguntungkan bagi penempelan sel 

[21]. Oleh karena itu dapat dikendalikan melalui pretreatment permukaan dengan ekstrak 

tumbuh-tumbuhan yang tidak menguntungkan bagi sel dengan demikian mengurangi 

penempelan sel pada permukaan. Adanya ekstrak tanaman yang dapat menghambat proses 

penempelan sel lebih mudah diatasi daripada menghambat pertumbuhan biofilm yang sudah 

terbentuk. 

Salah satu metabolit sekunder yang positif terkandung dalam ekstrak daun melinjo 

yakni alkaloid, dalam beberapa penelitian dapat menghambat pembentukan (dan/atau 

menghancurkan) biofilm bakteri, termasuk pirolidin [22], pirol-imidazol [23] dan alkaloid 

kina. Dalam beberapa kasus, penghambatan ini dikaitkan dengan aktivitas antibakteri 

langsung, di lain untuk gangguan QS [22] atau penyebab yang tidak diketahui, mungkin 

penghambatan sortase atau adhesins. 

Tanin dan flavonoid merupakan senyawa yang terkandung dalam ekstrak daun melinjo 

diduga menghambat pembentukan biofilm dengan mengikat salah satu protein adhesin 

bakteri yang dipakai sebagai reseptor permukaan bakteri, sehingga terjadi penurunan daya 

perlekatan bakteri serta penghambatan sintesis protein untuk pembentukan dinding sel.  
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Optimasi Penghambatan Pertumbuhan Biofilm 

Berdasarkan hasil analisis  ANOVA, faktor yang berpengaruh secara signifikan adalah 

suhu dimana P < 0.05 (P = 0.026). Untuk mengetahui korelasi antar faktor dalam model ini 

terhadap respon penghambatan pertumbuhan dapat dilihat pada Gambar 2.  

 
Gambar 2  Contour plot hubungan suhu dan waktu kontak terhadap respon 

 

Melalui Contour plot pada Gambar 2 dapat diketahui bahwa untuk menghasilkan 

respon terbaik (>40%) berada pada suhu >30°C dan waktu kontak antara 1.5 hari dan 3 hari. 

Berdasarkan penelitian persen penghambatan pertumbuhan yang paling besar yaitu sebesar 

43,09% pada konsentrasi 25%, suhu 50°C dengan waktu kontak 3 hari. 

Tahap kedua pada pembentukan biofilm adalah pertumbuhan sel dan pembentukan 

Extracellular Polymeric Substances (EPS). Pada Tahap pertumbuhan sel,  terjadi pelepasan 

dan atau penempelan sel kembali. Oleh sebab itu, untuk mencegah terbentuknya biofilm, 

dapat dilakukam dengan menghambat yang menjadi perhatian untuk mencegah pertumbuhan 

biofilm adalah langsung mematikan sela tau menghambat proses penempelan sel sehingga 

mencegah pembentukan EPS. Hasil uji fitokimia Ekstrak melinjo, diketahui mengandung 

senyawa yang berpotensi sebagai antibakteri dan diduga memiliki peran penting dalam 

pencegahan pertumbuhan biofilm  yaitu alkaloid, tanin, steroid dan saponin. 

Selain memiliki aktivitas sebagai antibakteri, penelitian sebelumnya menyatakan bahwa 

tannin dan flavanoid juga berpotensi menghambat pertumbuhan biofilm karena dapat 

menghambat intercellular adhesion genes icaA dan icaD[16]. Gen ini dapat mensintesis 

Polysaccharide Intercellular Adhesion (PIA) yang mempunyai peranan penting dalam 

agregasi sel dan pembentukan EPS dalam pembentukan biofilm pada bakteri  Staphylococcus 

Aureus [24]. Adanya kandungan tannin dalam ekstrak melinjo diduga dapat menghambat 

pertumbuhan biofilm melalui aktivitasnya sebagai antibakteri dan kemampuannya 

menghambat pembentukan EPS. 

 

Optimasi Degradasi Biofilm 

Berdasarkan hasil analisis  ANOVA, faktor yang berpengaruh secara signifikan adalah  

suhu dimana P < 0.05 (P = 0.007). Untuk mengetahui korelasi antar faktor dalam model ini 

terhadap respon kemampuan degradasi dapat dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3  Contour plot hubungan konsentrasi ekstrak dan waktu kontak terhadap respon 

 

Melalui Contour plot pada Gambar 3,  dapat diketahui bahwa untuk menghasilkan 

respon terbaik (>40%) berada pada suhu 37.5°C, dengan waktu kontak antara 40 menit dan 

50 menit dan konsentrasi <30% atau >90%. Berdasarkan penelitian persen degradasi yang 

paling besar yaitu sebesar 43,042% pada suhu 37.5°C, waktu kontak 45 menit dengan 

konsentrasi 25%. 

Kemampuan penetrasi senyawa ke dalam biofilm utamanya pada lapisan EPS atau 

lapisan lendir yang menyelubungi bakteri  yang kemudian menghancurkan lapisan tersebut 

sangat berkaitan dengan kemampuan suatu zat dalam mendegradasi lapisan biofilm [25]. 

Kemampuan ini kemungkinan diperoleh dari kandungan saponin dalam ekstrak melinjo. 

Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu dengan mendanaturasi protein, hamper 

sama dengan mekanisme kerja deterjen [26]. 

 

Uji Scanning Electron Microscopy (SEM) 

Tujuan dari uji menggunakan Scanning Electron Microscopy (SEM) ini adalah untuk 

membuktikan hasil uji kemampuan penghambatan perlekatan sel ekstrak daun melinjo 

sebelumnya. Perbedaan antara EPS pada biofilm yang telah diberikan perlakuan ekstrak daun 

melinjo dengan tanpa perlakuan ekstrak terlihat dari hasil SEM dengan perbesaran 5000x 

pada Gambar 4. 

  

a      b 

Gambar 4  Kemampuan sekstrak melinjo dalam menghambat perlekatan sel  P. aeruginosa. 

(a) tanpa perlakuan (b) pemberian ekstrak melinjo 25% (v/v) 
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Dari hasil visualisasi menggunakan SEM diatas, terlihat bahwa polystyrene yang 

mendapat perlakuan ekstrak melinjo lebih bersih atau dalam hal ini sel bakteri pembentuk 

biofilm yang menempel lebih sedikit bila dibandingkan dengan polystyrene tanpa perlakuan. 

Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak melinjo terbukti dapat menghambat proses perlekatan 

sel.  

 

KESIMPULAN 

Ekstrak air daun melinjo secara kualitatif mengandung alkaloid, steroid, tanin dan saponin. 

Ekstrak daun melinjo mengandung saponin, alkaloid tanin dan steroid. Ekstrak air daun 

melinjo menunjukkan aktivitas antibakteri meskipun dengan daya hambatan yang masih lebih 

lemah dibandingkan dengan control positif ampisilin. Ekstrak air daun melinjo efektif dalam 

menghambat perlekatan sel, menghambat pertumbuhan biofilm, dan mendegradasi biofilm 

yang telah terbentuk. 
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