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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang uji daya hambat enzim papain
terhadap Staphylococcus auvreus. Peneliian  ini bertujuan  untuk
mengetahul konsentrasi enzim papain yang memiliki efek antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus. Penelitian ini dilakukan menggunakan
metode difusi agar dengan menggunakan pencadang logam tahan karat
terhadap empat konsentrasi yaitu 2.5 %, 5 %, 10 % dan 20 % yang
diinkubasi 1 x 24 jam pada 37°C. hasil pengukuran rata-rata diameter
zona hambatan Staphylococous aureus yaitu sebesar 13.04 mm untuk
konsentrasi 2.5 % biv 14.52 mm untuk konsentrasi 5 % biv 17.51 mm
untuk konsentrasi 10 % biv 19.18 mm untuk konsentrasi 20 % biv.

Kata kunci : enzim papain, efek antibakteri, Staphylococcus aureus
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ABSTRACT

The research concerning about antibacterial activity of papain
enzyme. The purpose this research was to know concentration papain
enzyme which antibacterial effect toward Staphyfococcus aureus. This
research used agar diffusion method using the stainless steel with four
concentrations i.e 2.5 %, 5 %, 10 % and 20 % wiv that was incubated 1 x
24 hours at 37°C. The measurement of diameter of zone inhibition the
Staphylococcus aureus were obtained 13.04 mm to concentration 2.5 %

bfv 14.52 mm to concentration 5 % bfv 17.51 mm to concentration 10 %
b/v 19.18 mm to concentration 20 % biv.

Key Words : papain enzyme, antibacterial activity, Staphylococcus aureus
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BABI

PENDAHULUAN

Papain merupakan enzim yang diperoleh dari seluruh bagian
tanaman pepaya. Berbagai macam senyawa terdapat dalam enzim
papain, diantaranya leblh dari 50 asam amino yaitu asam aspartat,
treonin, serin, asam glutamat, prolin, glisin, alanin, valine, iscleusin,
leusin, tirosin, fenil alanin, histidin, lysin, arginin, triptofan, dan sistein,
Enzim papain ini tergolong dalam enzim proteclitk, dimana enzim ini
memiliki kemampuan mengurai Ikatan-ikatan dalam molekul protein
sehingga protein terurai menjadi dipeptida (1,2).

Dalam dunia perdagangan dikenal dua macam papain,yaitu papain
kasar (Crude papain) dan papain murni. Papain kasar diperoleh dari getah
pepaya yang dikeringkan lalu dihaluskan menjadi bentuk tepung,
sedangkan papain murmni diperoleh dari hasil pemisahan pemurian
papain kasar menjadi empat Enzim proteclitik. Keempat enzim proteolitik
tersebut yaitu papain, chimopapain A, chimopapain B dan papain
peptidase A (1,2). Sahelian R (2008), telah melakukan penelitian bahwa
getah pepaya memiliki sifat enzimatis berupa daya katalis untuk mengurai
atau memecah proteln sehingga enzim papain dapat memberikan aktivitas

antimikroba (7).



Beberapa penyakit seperti bisul, jerawat, pneumonia, osteomyelitis
(radang pada tulang), meningitis, empiema, endokarditis disebabkan oleh
mikroba Staphyfococcus auraus (5,6,9).

Dari uraian di atas timbul masalah apakah enzim papain dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus, dan pada
konsenirasi berapakah memberikan efek yang optimal. Berdasarkan hal
tersebut, maka telah dilakukan penelitian uji daya hambat enzim papain
terhadap bakteri uji Staphylococcus aureus dengan metode difusi agar.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahul konsentrasi enzim

papain yang memiliki efek antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

Il.1 Uralan Enzim Papain
Il.1.1 Pembuatan Enzim Papain

Enzim papain adalah enzim yang terdapat dalam getah pepaya,
merupakan jenis enzim proteolitik yaitu enzim yang mengkatalisis ikatan
peptida pada protein menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana,
Papain dipercleh melalui penyadapan getah batang pepaya minimal
berumur 3 bulan. Kemudian getah dikeringkan pada suhu 60-70°C selama
12 jam. Setelah itu dimurnikan dengan etanol 95 %, getah mengendap
menjadi tepung putih hingga kekuningan dengan rasa dan bau yang khas.
Papain yang diproses dengan teknologi Spray dryer atau freeze drying
akan menghasilkan papain yang berkualitas tinggi berwamna putih susu
dan dapat berwarna coklat dan dalam 3 hari saja menjadi lebih gelap dan
mengeluarkan bau tak sedap (1).
I1.11.2 Kandungan Kimia

Berbagai macam senyawa terdapat dalam enzim papain,
diantaranya lebih dari 50 asam amino seperti asam aspartat, treonin,
serin, asam glutamat, prolin, glisin, alanin, valine, isoleusin, leusin, tirosin,
fenil alanin, histidin, lysin, arginin, triptofan, dan sistein. Papain
mengandung senyawa karpain yang dapat mencerna protein

mikroorganisme (1).



I1.1.3 Kegunaan Enzim Papain
Dalam bidang farmasi, enzim papain dapat digunakan dalam
pembuatan vaksin, sebagal bahan aktif dalam pembuatan krim pembersih
kulit. Ini disebabkan karena papain dapat melarutkan sel-sel mati yang
melekat pada kulit dan sukar terlepas dengan cara fisik. Selain itu papain
pun sering dijadikan bahan aktif dalam pembuatan pasta gigl. Dalam
Industri makanan minuman, enzim papain bermanfaat sebagai pelunak
daging, penjernih dan penambah rasa pada bir, pembuatan keju. Enzim
papin juga dapat digunakan untuk penyamakan kulit, dalam undustri tekstil
sebagai pelunak wol dan penghapus noda (1,2)
I1.1.4 Kelarutan Enzim Papain
Enzim papain larut dalam airpraktis tidak larut dalam
alkohol kloroform dan eter {2)
I.2 Uraian Bakteri Uji
Il.2.1. Klasifikasi Staphylococcus aureus (11, 12, 14,15,1 6)

Dunia : Procaryotae

Divisi  : Protophyta

Kelas : Schyzomycetes

Bangsa : Eubacteriales

Suku  : Eubacteriaceae

Marga : Staphylococcus

Jenis  : Slaphyloccoceous aureus
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11.2.1. Sifat dan Morfologi (11,12,14,15,16)

Staphyloccoccus  aureus merupakan bakteri gram
positif, berbentuk bulat, bergaris tengah 0,5-1,5 mikrometer,
terdapat bergerombol seperti buah anggur, satu-satu atau
berpasangan, tidak bergerak, tidaj tahan asam, diatas
pembenihan dapat berupa koloni bulat dengan diameter 1-2
mm, sedikit cembung, amorf dan tidak transparan. Biasanya
terdapat di atas permukaan kulit, saluran pernapasan bagian
atas, saluran kencing, mulut dan hidung, jaringan kulit bagian
dalam dari bisul bernanah, infeksi luka, radang paru-paru dan
selaput lendir lainnya, dapat tumbuh pada suhu 10-45°C, pada
suhu pertumbuhan optimum 37° C, pada pH 7,0-7 5.

.3 Berbagai macam mikroorganisme gram positif dan
mikroorganisme gram negatif
1. Mikrorrganisme gram positif adalah :
Gram positif bulat :
1) Staphylococcus, misalnya :
+ Staphylococcus aureus dan Staphylococcus eidermidis
2] Sireptococcus
< Straptococcus pyrogenes
3) Diplococcus
% Diplococcus pneumoniae
2. Mikroorganisme gram negatif adalah:
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a) Gram negatif berbentuk bulat
1. Neisseria, seperti Neisseria gonorrhoeae dan Neisseria
meningitis
2. Branhamella, seperti Branhamella catanhalis
b) Gram positif berbentuk batang
1. Bacillus, seperti :
o Bacillus antharcis
o Bacillus cerens
o Bacillus polymixa
o Bacillus brevis
o Bacillus subtilis
o Bacillus licheniformis
2. Closiridium, seperti
o Clostridium speficum
o Clostridium perfringen ( welchii) dan Clostridium noviyi
e Clostridium botulinum
o Closiridium sporogenesis
o Clostridium spheroids
3. Corynebacterium, seperti :
o Corynebacterium diphtheriae
o Corynebacterium wvaginalis { Haemophylius vaginaiis/
Gardnerella vaginalis)
c) Gram negatif bentuk batang, adalah:
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1. Pseudomonas : Pseudomonas aeruginosa
2. Vibrio
o Vibrio cholerae / coma dan Vibrio parahaemolyticus
o Francisella fuberculosis / Pasteureila tularensis
3. Yercinia dan Francisella
o Yercinia pseudotuberculosis varietas petis atau di
sebut dengan Pasteurella pefis
o Francisella tuberculosis / Pasteurella tularensis
4. Bordetella : Bordetella pertussis
5. Brucella : Brucella aborfus
6. Hasmophillus
o Haemophillus influenzae dan Escherichia coli
7. Salmonella
o Salmonella thyposa
o Salmonelia parathypi
o Salmonella thyphimurium
o Salmonella enteridis
8. Shigella
o ofigella shiga
o Shigela fexneri
o Shigella somnel dan Shigefla boydli
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.4 Tinjauan Umum Antimikroba

Antimikroba adalah suatu zat atau senyawa yang dapat
mematikan atau menghambat pertumbuhan mikroorganisme.
Beberapa senyawa atau kelompok senyawa tergolong antimikroba
adalah antibakteri, antifungi, antivirus, antibiotika yang merupakan
Senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan dan perbanyakan
virus, sedangkan antibiotik adalah senyawa yang dihasilkan oleh
mikroorganisme yang mempunyal kemampuan untuk menghambat
dan membunuh mikroorganisme lain.

Il.4.1 Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa atau kelompok senyawa yang dapat
mematikan atau menghambat periumbuhan bakteri

Antibakteri meliputi (16);

a. Zat bakterisid, yaitu suatu senyawa yang pada dosis biasa dapat
berkhasiat mematikan bakteri yang terkena efek dari bakterisid.

b. Zat bakteriostatik, yaitu suatu senyawa vyang memiliki
kemampuan menghambat pertumbuhan atau perbanyakan
bakteri pada dosis biasa.

Kadar minimal yang diperiukan untuk menghambat
pertumbuhan atau membunuh mikroba, masing-masing dikenal
sebagai kadar hambat minimal (KHM) dan kadar bunuh minimal
(KBM). Suatu mikroba bersifat bakteriostatik atau bakterisid dapat
ditentukan oleh kadar yang diberikan. Antimikroba tertentu yang
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bersifat bakteriostatik dapat bersifat bakterisid bila kadarnya
ditingkatkan melebihi KHM. Sebaliknya bila kadar lebih rendah dari
KBM maka suatu antimikroba bersifat bakterisid dapat bersifat
bakteriostatik atau berefek sama sekali{15,17).

Sifat bakteriostatik dan bakterisid dapat pula diamati pada
kejernihan zona inhibisi disekeliling antimikroba pada medium agar
yang diinckulasi dengan mikroba uji tertentu dan inkubasi selama 24
jam lalu dilanjutkan 48 jam inkubasi maka antimikroba yang
digunakan bersifat baktersid. Akan tetapi bila selama 24 jam inkubasi
zona inhibisi bening kemudian menjadi keruh setelah 48 jam, maka
antimikroba yang digunakan bersifat bakteriostatik (17).

11.4.2 Antifungi

Antifungl adalah suatu zat atau senyawa yang dapat
mematikan atau menghambat pertumbuhan atau perbanyakan dari
fungi (jamur, kapang dan khamir).

Antifungi dapat digolongkan dalam :
a. Fungisid, yaitu suatu senyawa yang pada dosis biasa dapat
mematikan fungl.
b. Fungistatik, yaitu suatu senyawa yang pada dosis biasa dapat

menghambat pertumbuhan dan perbanyakan fungi.
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11.4.3 Antivirus

Antivirus adalah senyawa-senyawa yang dapat menghambat
pertumbuhan dan multiplikasi dari virus, Contoh senyawa yang
tergolong antivirus adalah beberapa senyawa antibiotik.

Il.4.4 Antibiotika

Istilah antibiotika bermula dari istilah antibiose yang pada
tahun 1889 oleh Villemin mengartikan secara harfiah, yaitu melawan
Midup. Dalam konsep biologis antibiose diartikan sebagal suatu
organisme yang lain untuk kelangsungan hidupnya sendiri. Menurut
Waksman yang disempurnakan oleh Benedict dan Langlyke,
antibiotika adalah suatu senyawa kimia yang dihasilkan oleh
mikroorganisme atau produk sintetk yang merupakan analog
senyawa alam, dalam konsentrasi kecil dapat menghambat
pertumbuhan mikrorrganisme yang fain. Menurut Turpin dan Velu,
antibictika adalah semua seyawa kimia yang dihasilkan oleh
mikroorganisme hidup atau yang dipercleh melalui sintesis yang
memiliki indeks khemoterapi tinggi, yang manifertasi aktivititasya
terjadi pada dosis yang sangat rendah secara spesifikl melalui
inhibisi proses vital tertentu pada virus, mikroorganisme ataupun juga
berbagai organisme bersel majemuk.

Contoh senyawa yang termasuk antibiotika adalah penisilin yang
berasal dari Penicillinum notatum, Streptomisin yang dihasilkan oleh
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Streptomices grisesus, tetrasiklin yang dihasilkan cleh Strepfomyces
Sp.
II.5 Mekanisme Kerja Antimikroba (7,9,1 1)

I.5.1 Menghambat metabolisme sel mikroba

Mikroba membutuhkan asam folat untuk kelangsungan
hidupnya, dimana bakteri pathogen harus mensintesis sendiri asam
folat darl asam para amino benzoate {PABA). Apabila suatu zat
antimikroba menang bersaing dengan asam paraamino benzoate
(PABA) untuk diikutsertakan dalam pembentukan asam folat maka
terbentuk analog asam folat yang non fungsional. Akibatnya kehidupan
mikroba akan terganggu. Untuk dapat bekera, dihidrofolat harus
diubah menjadi bentuk aktifnya yaitu asam tetrahidrofolat,
1I.5.2 Menghambat dinding sel mikroba

Berbeda dengan binatang, mikroba memiliki suatu lapisan luar
yang kaku, yaitu dinding sel dinding ini mempertahankan bentuk jasad
renik dan menahan sel mikroba, yang memiliki tekanan osmotik dalam
yang tinggl. Tekanan dalam mikroba gram posotif 3-5kali lebih besar
daripada mikroba gram negatif. Dinding sel mengandung suatu zat
yang secara kimiawi merupakan polimer kompleks mukopeptida, terdiri
dari polisakarida dan suatu polipeptida dengan banyak hubungan
silang. Polisakaridanya umumnya mengandung gula-gula amino terikat
rantai-rantai pentapeptida. Kekakuan dinding sel ditambah lagi dengan

hubungan silang rantai-rantal peptida yaitu melalui ikatan-ikatan

-/
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pentaglisin sebagai akibat reaksi transpeptidase yang dikerjakan oleh
beberapa enzim. Lapisan peptidoglikan lebih tebal pada dinding sel
mikroba  gram-positif daripada dinding sel mikroba gram-negatif.
Struktur dinding sel mikroba dapat merusak dengan cara menghambat
reaksi transpeptidase sehingga sintesis peptidoglikan tertahan.
Dengan demikian dapat diketahui bahwa struktur dinding sel mikroba
dapat dirusak dengan cara menghambat pembentukannya atau
mengubahnya setelah dinding sel tersebut selesai terbentuk.
I1.5.3 Mengganggu keutuhan dinding sel mikroba

Sitoplasma semua sel hidup dibatasi oleh membran (selaput)
sitoplasma yang bekerja sebagai penghalang dengan permeabilitas
selektif, melakukan pengangkutan aktif dan dengan demikian
mengandalkan susunan dalam dari sel. Bila integritas fungi membran
sitoplasma terganggu, nukleotida purin dan pirimidin serta protein
aakan lolos darl sel dan muncul kerusakan atau kematian sel,
akibatnya mikroba akan mati.
I.5.4 Mengganggu sintesis protein sel mikroba

Untuk kehidupannya, sel mikreba peru mensintesis berbagai
protein, sintesa protein berlangsung di ribesom dengan bantuan mRNA
dan tRNA. Pada bakteri, ribosom terbagi atas 2 sub unit, yang
berdasarkan konstanta sedimentasi dinyatakan sebagai ribosom 305
dan 50S. Untuk berfungsi pada sintesis protein, komponen ini akan
bersatu pada pangkal rantai mRMNA menjadl ribosom 70S.
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Penghambatan zat antimikroba dapat terjadl dengan beberapa cara,

salah satunya adalah:

1. Zat antimikroba berikatan dengan 30S dan menyebabkan kode
pada mRNA salah dibaca oleh tRNA pada waklu sintesis, akibatnya
akan terbentuk protein yang abnormal dan nonfungsional bagi sel
mikroba,

2. Dapat pula, zat antimikroba berikatan dengan ribosom 50S dan
menghambat transiokasi kompleks tRNA peptida dari lokasi asam
amino ke lokasi peptida. Akibatnya, rantal polipeptida tidak dapat
diperpanjang karena lokasi asam amino tidak dapat menerima
kompleks tRNA-asam amino yang baru.

11.5.5 Menghambat sintesis asam nukleat sel mikroba

DNA dan RNA memegang peranan penting di dalam proses
kehidupan normal sel. Mekanisme kerja antimikroba terhadap pada
asam nukleat ini melalui beberapa cara diantaranya, antimikroba
membentuk ikatan-ikatan kompleks dengan DNA melalui ikatan pada
residu deoksiguanosin. Dengan pembentukan kompleks ini akan
menghambat polimerase RNA dan menahan pembentukan mRNA
yang sangat tergantung pada DNA. Atau dapat dengan cara
antimikroba berikatan dengan enzim polimerase-RNA sehingga
menghambat sintesis RNA dan DAN oleh enzim tersebut akibatnya

terjadi kerusakan pada sel mikroba (9,11,12).
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IL.6 Pengujian Secara Mikrobiologis

I1.6.1 Metode difusi (Difussional Method)

Pada metode inj kemampuan zat antimikroba atau antibiotika
ditentukan berdasarkan luas daerah hambatan yang terjadi disebabkan
karena adanya zat antimikroba yang berdifusi kedalam medium
pembeninan padat. Metode difusi dapat dilakukan dengan
menggunakan beberapa cara

I1.6.1.1 Metode difusi dengan silinder pipih

Cara ini didasarkan atas perbandingan antara luas
daerah hambatan yang dibentuk oleh pertumbuhan
mikrorganisme dengan luas daerah hambatanyang terjadi oleh
larutan pembanding.

11.6.1.2 Metode difusi dengan mangkok pipih

Prinsip dan cara kerjanya sama dengan silinder pipih.

Perbedaannya disini menggunakan alat berupa "Cup Plate”

yaitu lubang atau semacam mangkuk yang dibuat langsung

pada medium agar.

11.5.1.3 Metode difusi dengan kertas saring

Perbedaan dengan cara-cara di atas yaitu cara ini
digunakan kertas saring yang dibuat dengan bentuk serta
ukuran tertentu, biasanya berbentuk bulat bulat dengan
diameter 0,7 samapai 0,1 cm, yang nantinya akan dicelupkan ke

dalam larutan contoh dan larutan pembanding, kemudian kertas
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saring tersebut dikeringkan dan diletakkan di atas medium agar

¥ang telah ditanami dengan mikroba uji. Pengamatn dilakukan

setelah waktu inkubasi tertenty dengan mengukur diameter
daerah hambatan yang terjadi.

I.6.1.4 Metode difusi dengan cara Kirby-Bauer

Prinsip dan cara kerjanya sama dengan cara difusi
dengan kertas saring. Perbedaaanya adalah pada metode ini
menggunakan alat untuk meletakkan kertas saring dan cawan
petri yang digunakan berukuran 150 x 15 mm, sehingga dapat
langsung diuji dengan berbagai variasi konsentrasi larutan
contoh

I1.6.1.5 Metode difusi dengan cara agar lapis

Cara ini merupakan cara midofikasi dar cara Kirby-

Bauer, Perbedaannya,pada cara ini menggunakan dua lapis

agar, yaitu lapisan pertama ini tidak mengandung bakteri(base

layer), sedangkan lapisan kedua mengandung bakteri yang

dicampur pada media agar (Seed /ayer) (10,12).

I1.6.2 Metode Pengenceran (Dilution Method)

Pada metode ini digunakan sejumlah bahan antimikroba dengan
tinhkat kadar yang berbeda-beda sesual yang telah ditetapkan.
Pengenceran secara seri dalam media kaldu ( Serial Dilufion Method in
Broth). Dengan cara menggunakan sejumlah urutan tabung yang berisi

media kaldu cair dan sejumlah bahan antimikroba dalam kadar yang
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E 3
rbeda-beda, kemudian ditanami dengan bakteri uji. Potensi

antimikroba atau antibiotik dapat diketahui dengan melihat kekekruhan
yang tenadi akibat dari pertumbuhan bakteri uji. Kekeruhan yang
terjadi akibat dari pertumbuhan bakteri vji. Kekeruhan akan berbeda-
beda sesual dengan kadar antimikroba. Tingkat kekeruhan akan
berbeda-beda sesuai dengan kadar antimikroba. Tingkat kekeruhan
dalam medium dapat diukur dengan menggunakan alat fotoelektrik
kalorimeter. Kemudian dibandingkan dengan kekeruhan yang terjadi
yang disebabkan oleh pertumbuhan mikroorganisme uji pada
antimikroba pembanding yang mendapat perlakuan yang sama,
II.7 Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan mikroba (19)
Kemampuan mikroorganisme untuk fumbuh dan tetap hidup
merupakan suatu hal penting untuk diketahui. Pengetahuan tentang
faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan mikroba sangat penting
dalam mengendalikan mikroba. Berikut inl faktor-faaktor penting yang
mempengaruhi pertumbuhan mikroba sebagai berikut:

1. Suplai Nutrisi
Mikroba sama dengan makhluk hidup lainnya, memerlukan
suplai nutrisi sebagai sumber energi dan pertumbuhan seinya.
Unsur-unsur dasar tersebut adalah : Karbon, nitrogen, hidrogen,
sulfur, fosfor, zat besi dan sejumiah kecil logam lainnya. Ketiadaan
atau kekurangan sumber-sumber nutrisi ini dapat mempengaruhi
pertumbuhan mikroba hingga pada akhirnya dapat menyebablkan
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kematian. Kondisi tidak bersih dan higinis pada lingkungan adalah
kondisi yang menyediakan sumber nutrisi bagi pertumbuhan
mikroba  sehingga mikrobg dapat tumbuh berkembang di
lingkungan seperti ini. Olen karena itu prinsip dari pada
menciptakan lingkungan bersih dan higinis adalah untuk mengelimir

dan memanilisir sumber nutrisi bagi mikroba agar pertumbuhannya
terkendali.

2. SuhulTemperatur

Suhu merupakan salah satu fakto penting di dalam

mempengaruhi dan pertumbuhan mikroorganisme, Suhu dapat
mempengaruhi mikroba dalam dua cara berlawanan:

1) Apabila suhu naik maka kecepatan metabolisme naik dan
perfumbuhan dipercepat, Sebaliknya apabila suhu turun, maka
kecepatan metabolisme akan menurun dan pertumbuhan
dipercepat.

2) Apabila suhu naik atau fturun secara drastis, tingkat
pertumbuhan akan terhentl, komponen sel menjadi tidak aktif
dan rusak, sehingga sel-sel menjadi mati,

Berdasarkan hal di atas, maka suhunyang berkaitan dengan

pertumbuhan mikroorganisme digelongkan menjadi tiga, yaitu:

1) Suhu minimum,yaitu suhu yang apabila berada di bawahnya

maka pertumbuhan terhent.
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2 .
] EUhu ﬂpﬂmum.ﬁitu suhy dimana pertumbuhan bar]angaung

paling cepat dan optimum Disebut juga suhu inkubasi

3) Suhu maksimum,yaity syuhy yang apabila berada di atasnya
maka pertubuhan tidak terjadi,,

Sehubungan dengan penggolongan suhu d atas, maka mikroba di

golongkan menjadi

Tabel 1: Penggolongan Bakteri Menurut Suhu

Kelompok | Suhu Minimum | Suhu Optimum | Subu Maksimum
Psikrofi -15°C 10°C 20° C
 Psikrotrof -1°C 25°C 35°C
Mesofil 5-10°C 30-37°C 40°C
Thermofil 40° C 45 - 55* C 60 -80°C
Thermotrof 15°C 42-46°C 50° C

Berdasarkan ketahan pana, mikroba dikelompokkan menjadi tiga

macam, yaitu:

1. Peka terhadap panas, apabila semua sel rusak apabila

dipanskan pada suhu 60°C selama 10 ~ 20 menit.

2 Tahan terhadap panas, apabila dibutuhkan suhu 100°C selama

10 menit untuk mematikan sel.

Thermodurik, dimana dibutuhkan suhu lebin dari 80°C selama

10 — 20 menit tapi kurang dari 100°C selama 10 menit untuk

mematikan sel.
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3. Keasaman atay Kebasaan (pH)

Sefiap organisme memiliki kisaran antara pH masing-
masing dan memiliki PH optimum yang berbeda-beda. Kebanayakan
mikroorganisme dapat trumbuh pada kisaran pH 8,0 — 8,0 dan nilaj
PH di luar kisaran 2,0 samapai 10 0 biasanya bersifat merusak.

4. Ketersediaaan Oksigen

Mikroorganisme memiliki karakteristik sendiri-sendiri  di
dalam kebutuhannya akan oksigen. Mikroorganisme dalam hal ini di
golongkan menjadi
1. Aerobik - hanya dapat tumbuh apabila ada oksigen bebas
2. Anaerob  :hanya dapat tumbuh bila tidak ada oksigen bebas
3. Anaercb fakultatif : dapat tumbuh dengan baik atau tanpa

oksigen bebas

4, Mikroaerifii : dapat tumbuh baik dengan atau tanpa cksigen

bebas
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PELAKSANAAN PENELITIAN
Hll.1 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan adalah autoklaf, botol pengencer, botol

semprot, cawan petri, gelas ukur 100 dan 250 mi, inkubator (memmert),
jangka sorong(sunion), kompar gas, Labu erenmeyer 250 ml (Duran),
laminar Air Flow (LAF) (Envirca), lampu spiritus, labu takar 25 ml, oven
(Fisher), ose bulat, pencadang silinder, pinset Sendok tanduk,
Spektrofotometer, Spoit, Timbangan analitik (0" Haus)
Bahan-bahan yang digunakan adalah air suling, aluminium foil, alkohol 70
% (tehnis), biakan murni Staphylococcus aureus, enzim papain murni
(Merck), kapas, medium MNA (Nutrient Agar) (Conda), medium GNA
(Glucose Nutrient Agar) (Conda).
I1l.2 Metode Kerja
lIl.2.1 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang diperlukan dicuci dengan detergen, wadah dengan
mulut lebar dibersinkan dengan merendam larutan defergen panas
selama 15 sampai 30 menit dilkuti dengan pembilasan pertama-tama
dengan air bersih dan yang terakhir dengan air suling. Alat-alat yang

dikeringkan dengan posisi terbalik di udara terbuka setelah kering

kemudian dibungkus dengan kertas perkamen.Tabung reaksi dan labu

erlenmeyer terlebih dahulu disumbat dengan ka
pada suhu 180 ° C selama 2 jam. Alat suntik dan alat-

pas bersih. Alat-alat gelas

disterilkan di oven

20
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alat plastik (tidak tahan PeManasan tinggi) disterilkan dalam  sutokiaf

selama 15 menit Pada suhu 121e0 tekanan 2 atm, Jarum ose disterilkan
dengan pemanasan

langsung hingga memijar selama 30 detik.
I1l.2.2 Pembuatan Medium
l1.2.2.1 Medium NA

Komposisi : ekstrak daging 0,3% , pepton 0,5%. agar1,5%, air
suling 1000 mil.
pH 7.4£0.2.

Cara pembuatan : Bahan - bahan di atas ditimbang untuk 50 mi
medium, dimasukkan ke labu erenmeyer, dilarutkan dengan 50 ml air
suling, dipanaskan hingga larut, selanjuinya disterilkan dalam autoklaf
pada suhu 121" C tekanan 2 atmosfer selama 1 jam.
i11.2.2.2 Medium GNA

Komposisi : glukosa 1% , ekstrak daging 0,5% , pepton 1% ,
natrium klorida 0,25% , agar 1,5%, air suling 1000 mi.

pH 7.0.
Cara pembuatan : Bahan - bahan di atas ditimbang untuk 50 ml

kkan ke labu erlenmeyer, dilarutkan dengan 50 ml air
anjutnya disterilkan dalam autoklaf

medium, dimasu

suling, dipanaskan hingga larut, sel

pada suhu 121° C tekanan 2 atmosfer selama 1 jam.
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IIl.2.3 Pengolahan Bahan

Hll:2:3:1 Pembuatan Larutan Enzim Papain

Enzim papain murni dibuat dalam konsentrasi 2.5 %, 5%
% biv. Cara untuk

10%, 20

2,5 % adalah ditimbang enzim
papain murni sebanyak 2,5 g kemudian dilarutkan kedalam air suling steri

membuat konsentras;

hingga 100 ml. Untuk membuat Konsentrasi 5 %, 10 % dan 20 % dengan

cara yang sama, dengan menimbang masing-masing 5 g, 10 g, 20 g
sampel untuk masing-masing volume 100 mi_

Ill.2.4 Penyiapan Bakteri Uji

Il.2.4.1 Peremajaan kultur murni bakteri uji

Bakteri uji masing-masing diambil 1 ose, kemudian diinokulasikan
dengan cara digoreskan pada medium NA miring, kemudian diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 1 x 24 jam.

11l.2.4.2 Pembuatan suspensi bakteri uji
Bakteri uji yang telah diremajakan disuspensikan dalam farutan

NaCl 0.9 % steril dengan menggunakan ose bulat . kemudian diukur

transmitannya pada 25 % menggunakan spekirofotometer pada panjang

gelombang 580 nm. Sebagai blanko digunakan farutan NaCl 0,9 %.

1l1.2.5 Pengujian Daya Hambat Enzim Papain

Pengujian dilakukan dengan metode difusi. Sebanyak 10 mi

medium GNA steril dituang secara aseptis ke dalam cawan Petr,

dibiarkan memadat sebagai base layer, kemudian ditambahkan di atasnya
i i ujl dibiarkan

campuran 5 ml medium GNA dengan 1 ml suspens! bakteri uj

Tl
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setengah i
gah padat sebagai seeq layer. Empat buah pencadang steril

diletakkan sedemiki '
emikian rupa hingga jarak antar pencadang + 45 mm

Dimasukk
mastikkan pengenceran enzim papain yang bervariasi, sebanyak 0,2 mi

ke dalam pencadang secars aseptis, Selanjulnya diinkubasi pada suhu
37°C selama 1 x 24 jam,

lll.2.6 Pengamatan dan Pengukuran Diameter Hambatan

Pengamatan dan pengukuran diameter hambatan dilakukan
dengan mengukur daerah hambatan setelah masa inkubasi 24 jam pada
suhu 37°C.

I.2.7 Analisis Data

Data yang diperoleh setelah pangamatan dan pengukuran diamter
hambatan, diolah secara statistik dengan metode Rancangan Acak
Lengkap. Terhadap daerah hambatan pertumbuhan yang dihasilkan.

lll.2.8 Pembahasan
Pembahasan dirincikan berdasarkan hasil pengamatan dari data

pengukuran diameter daerah hambatan suspensi enzim papain terhadap

Staphylococcus aureus setelah masa inkubasi.

e BB B TT
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IV. 1 Haslil Penelitian

Hasil penelitian daya hambat suspensi enzim papain pada
konsentrasi 2,5 %: 5 %; 10 %: dan 20 % dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus setelah masa inkubasi 24 jam dengan
diameter rata-rata yaitu 13,04 mm, 14,52 mm, 17,51 mm, 19,18 mm
IV.2 Pembahasan

Dalam penelitian inl enzim papain didispersikan dengan beberapa
konsentrasi yaitu 2,5%; 5%; 10%; dan 20% biv, tujuan divariasikan adalah
untuk melihat konsentrasi optimal yang dapat memberikan efek daya
hambat terhadap bakteri uji.

Berdasarkan hasil pengujian diameter hambatan pertumbuhan
bakteri uji dengan masa inkubasi 1 x 24 jam memperiihatkan bahwa enzim
papain menghambat pertumbuhan bakteri uji yang digunakan ditandai
dengan adanya daerah bening yang tidak ditumbuhi bakter uji disekeliling
pencadang. Papain dapat menghambat pertumbuhan bakteri karena
papain dapat mencerna protein mikroorganisme  yaitu dengan
mengkatalisis ikatan peptida pada protein menjadi senyawa- sepert
dipeptida dan asam amino(4,8). Enzim papain termasuk golongan enzim
protease sulfhidril yang artinya mempunyai residu sulfhidrl pada lokasi
aktifnya yang bekerja pada dinding sel dan membran sitoplasma

bakteri(27). Dari hasil pengukuran diameter zona hambatan dipercleh dari
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mESiﬂg-ﬂ‘IHE“ g hﬂlﬁﬂﬂtf&ﬂ' ﬂﬁngan ﬁHH'IE{EI' ]'IEI'HhHTEH rata-rata yang

- | | t -r
dlhasflhﬂﬂ ada!ah Ia.ﬂd mm H 52 mm 1:' 5'1 mm
i 1 L] i [

Dari hasil yjj . -
Sil Uji daya hambat g; atas terlihat adanya peningkatan yang

dilkuti dengan Peningkatan zona hambatan yang terbentuk. Hal ini karena

semakin
besar konsentrasi berari semakin besar pula komponen aktif

yang bersifat antibakteri, Konsentrasi zat akiif akan mempengaruhi

mikroorganisme, semakin besar konsentrasinya maka akan menyebabkan
lebih banyak kematian mikroorganisme, Akan tetapi hal Ini tidak selalu
terjadi karena ada beberapa faktor yang dapat mempengaruhi seperti
kandungan zat aktif, laju pertumbuhan mikroorganisme, kemampuan dan
laju difusi zat aktif pada medium, kepekaan mikroorganisme terhadap zat
aklif serta ketebalan dalam viskositas medium (24).

Untuk mencegah perbedaaan kecepatan difusi tiap enzim papain,
maka enzim papain di suspensikan dalam air suling. Karena salah satu
faktor yang mempengaruhi uji daya hambat adalah kecepatan difusi
bahan aktif dari tiap pencadang, Hal inl juga dikemukakan oleh Pleczar
dan Chan ada beberapa faktor yang mempengaruhi besar kecilnya daya
hambat suaty antimikroba adalah konsentrasi senyawa antimikroba,

jumiah mikroba, suhu, wakiu, spesies (jenis mikroba), pH dan zat atau
bahan yang terlarut,
Hasil analisa statistik dengan metode Rancangan Acak Lengkap

perbedaaan daya hambat yang sangat signifikan pada
adanya pengaruh jenis bakteri

b 5

memperlihatkan
jenis bakten yang digunakan, ini berarti



terhadap Pertumbuhan diametar hambatan. Hal in dilihat dari harga F

hitung lebih begar dari harga F tabel pada taraf 1 % dan 5 %. Dengan

demikian kepekaan jenis bakterl terhadap potensi suaty zat antibakteri

terdapat di dajam eNZim papain berbeda nyata (signifikan) dan

masing-masing konsentrasi memberkan daya hambat pertumbuhan

bakteri uji yang secara statistik berbeda nyata.
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KESIMPULAN DAN SARAN
V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan vang dilakukan

terhadap enzim papain maka dapat disimpulkan bahwa enzim papain
mampu  menghambat Pertumbuhan  Staphyiococcus aureus dengan

konsentrasi terbesar 20 % diametar 19,18 mm
V.2 Saran

1. Disarankan untuk melakukan pengujian dengan menggunakan
enzim papain dari hasil ekstraksi langsung dari tanaman pepaya.
2. Dicoba pada bakteri gram positif lainnya.
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Tabel 1. Hasil '
Il Pengujian Diameter Zong Hambatan Enzim Papain
Terhadap Staphylococous aureus
Zona Hambatan Dengan Konsentrasi

Replikasi 2,5 % 3% 10% 20%% Jumlah

1 13,05 mm | 15,09 mm [18,0] mm 19,38 mm 65,53 mm

2 1302 mm | 1428 mm (17,23 mm| 19,09 mm 63,62 mm

3 13,07 mm| 14,20 mm |17,30 mm| 19,09 mm 63,66 mm
Jumlah 39,14 mm| 43,57mm (52,54 mm| 57,56 mm 192, 8 Imm
Rata-rata 13,0 mm | 14,52 mm (17,51 mm| 19,18 mm fd, 2 Tmm
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Lampiran 1, Skemg Kerja
Kultur mikroba Ujl—'

Diinokulasikan 4 oae d
Medium MNa -

Diinkubasikan 1 x 24 jam, 37 °C

Di suspensikan d.

g i an dalam larutan Medium GMNA

E;:Dh;:]hhgga % T =25 pada
Dituang 10 ml ke dalam cawan Petri
sebagai Base layer
Dibéarkan sampai memadat

L 4

Inokulum Mikroba Uji Diinokulasikan 1 ml

Dituang 5 mi kedalam cawanPetrl
Sebagai seed layer
Dihomogenkan

Dibéarkan Setengah memadat

¥
Medium Uji GNA

Larutan Uji Konsentrasi
20%., 10%, 5%. 2.5 %

Dimasukkan ke pencadang
Ditempatkan dan di atur
Dalam medium wji

Diinkubasikan 1 x 24 jam 37 °C
Diamati

r_ Zona hambatan




Lampiran 2, Perhitungan
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statistik  1ji Daya i
Te thadap Staph jﬂmjl"s . Hambat Enzim Papain
Zoma Hambatan Dengan Konsentrasi
Replikasi 2.5% 5% 10% 20% Jumlah
| 13,05mm | 15,09 mm 180lmm | 19,38 mm 65,53 mm
2 13.02 mm 1428 mm | 17,23mm 19,09 mm 63,62 mm
3 13,07mm | 14,20 mm | 17.30mm 19,09mm 63,66 mm
Jumlah 39,14 mm | 43,57 mm|52,54 mm 37,56 mm 192,81 mm
Rata-rata | 13,04 mm| 14,52 mm|17,51 mm| 19,18 mm 64,27 mm

FK = ﬂ%ﬂﬁl}g= 3?11125,55 = 309798

JKT =1[{13,02) + (15,08) + (18,01) +........+ (18,08) ] - 3087 86
= 3168,83 - 3067 58

= 70,85

JKP ={{39.14) + (43,57) + (52,54] + (57,56)} -3097.08
3

= 950387 - 309798
3

= §0,98

JKG = JKT - JKP

= 70,85 - 69,98

=0,87
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Keterangan -

FK ; Fak'tﬂr Kﬂfﬂksi

JKG  : Jumiak Kuadrat Galat

JKP  : Jumlah Kuadrat Perlakuan

JKT  : Jumlah Kuadrat Total

Tabel Anava

ifr:gh?nmn [EI:ZII?:T :cl::n;lj:r?-hm ¥:::mg;;t Hitung 5%Tﬂbﬂ|%
Perlakuan 3 69,98 2332 (2333 | 407 | 759
Galat 8 0,87 9.10

Total 1 70,85

Fh = 2332 F tab = 4,07 dan 750, Sangat signifikan artinya ada
perbedaan nyata antara khamir uji dan enzim papain terhadap diameter
zona hambatan.

Perhitungan Uji Lanjutan Beda Nyata Terkecil (BNT)
:  DB\/2 (KT galat)

Rumus
2
BNT 5 % =t({0,05.8) x 2% g,m
=2306x0.2
= (046
BNT1% =t(001.8)x g.;ﬂjﬂ
=3,356 x 0,2

= (0,671



Perbandingan antar Konsantrasi

—_—
No P”b‘“d"“gi __jefih _-_SEEHT H il*un]E% Keterangan
i 25><3 1,48 0,46 0,671 S8
2 25=<1p 4,47 0,46 0,671 S8
3. 2,5><20 6,14 0,46 0,671 S8
4, 5><10 2,99 0,46 0,671 58
5. 5><20 4,66 0,46 0,671 S8
6, 10><20 1,67 0,46 0,671 58

Keterangan :

S8 = Sangat signifikan
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Gambar 2 Grafik diameter rala-rala hambatan enzim  papain terhadapa

Staphylococcus aureus pada masa inkubasi | x 24 jam.
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Gambar |. Hasil Pengamatan daerah Hambatan enzim papain terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus

Keterangan :
a. Enzim papain konsentrasi 2,5 %

b. Enzim papain konsentrasi 5 %
¢. Enzim papain konsentrasi 10 %

d. Enzim papain konsentrasi 20 %



