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Abstrak 

_______________________________________________________________ 

Keberhasilan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) tidak lepas dari 

keberhasilan isolasi DNA. Proteinase K merupakan protease yang biasa 

digunakan dalam metode isolasi DNA pada tahap lisis sel. Akan tetapi, 

proteinase K relatif mahal dan ketersediaannya sangat terbatas. Saat ini banyak 

penelitian yang mencari alternatif proteinase K sebagai protease dari bahan 

alam. Enzim papain dari buah pepaya merupakan salah satu enzim protease yang 

sudah sering diteliti sehingga dapat menjadi inovasi dalam metode isolasi DNA. 

Tujuan dalam penelitian ini adalah untuk menguji enzim papain dari pepaya 

sebagai alternatif protease alami dalam isolasi DNA Salmonella thypi. Penelitian 

ini terdiri dari empat tahapan yaitu ekstraksi enzim papain, karakterisasi enzim 

papain, isolasi DNA genom Bakteri Salmonella typhi, dan gen fliC 

menggunakan PCR. Proses ekstraksi getah pepaya dilakukan dengan cara 

penyadapan dimana diperoleh getah pepaya sekitar 1700 μl. Analisis SDS-

PAGE menunjukkan berat molekul 23,4 kDa, dan analis Bedford menunjukkan 

konsentrasi sampel sebesar 903 mg/mL. Isolasi DNA genom Salmonella thypi 

berhasil dilakukan menggunakan papain sebagai pengganti proteinase, dengan 

konsentrasi DNA tidak jauh berbeda dengan kontrol. Akan tetapi, tingkat 

kemurnian DNA yang diperoleh dengan papain belum ideal untuk digunakan 

dalam deteksi gen fliC.  

Kata Kunci: papain, protease, PCR, Salmonella typhi, fliC 

Abstract 

Polymerase chain Reaction (PCR) is affected by many factors, one of which 

is DNA isolation. Proteinase K is a common protease used in DNA isolation. 

However, proteinase K is relatively expensive and limited. To date, many 

studies have been conducted to explore alternative protease from nature. 

Papain is an enzyme derived from papaya, which has been frequently 

observed, makes it promising as protease in DNA isolation. This study aims 
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to evaluate potency of papain as cheaper alternative in DNA isolation from 

Salmonella thypi. This study consisted of four steps: papain extraction, 

characterization of papain, DNA isolation, and fliC detection with PCR. 

Papain was acquired with tapping method which resulted in approximately 

1700 μl bp. Molecular weight of papain was 23,4 kDa, and its total 

concentration was 903 mg/mL. Whole genom of Salmonella thypi was 

successfully isolated using papain. The DNA concentration was also 

comparable to control. Nevertheless, the purity was low which is not 

recommended to be used in PCR. 
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PENDAHULUAN  

Kejadian demam tifoid yang disebabkan oleh bakteri Salmonella typhi banyak ditemukan di 

masyarakat perkotaan maupun pedesaan. Penyakit ini sangat berhubungan dengan kualitas 

kebersihan pribadi dan lingkungan (Imara, 2020). Di Indonesia, demam tifoid bersifat endemis 

dengan insiden berkisar 350-810 per 100.00 penduduk, prevalensi penyakit ini di Indonesia 

sebesar 1,6% dan menjadi penyakit menular dengan urutan ke-5 yang terjadi pada semua umur di 

Indonesia (Khairunnisa, Hidayat and Herardi, 2020). Perkembangan diagnosis laboratorium di 

bidang molekuler meningkat dengan pesat terutama semenjak pandemi Covid-19. Polymerase 

Chain Reaction (PCR) menjadi salah satu pemeriksaan molekuler yang sangat terkenal di 

kalangan masyarakat, dimana metode ini bermanfaat untuk memperbanyak jumlah DNA yang 

ada di dalam sampel sebelum penarikan kesimpulan. Deteksi bakteri Salmonella typhi sangat 

memungkinkan dengan menggunakan PCR, sehingga bakteri dalam jumlah kecil di dalam darah 

(bakterimia) bisa langsung di deteksi.  

Keberhasilan PCR tidak lepas dari persiapan DNA, salah satunya yaitu tahapan isolasi DNA. 

Salah satu metode isolasi yang dapat dilakukan adalah dengan menggunakan reagen komersial. 

Proteinase K merupakan protease yang digunakan dalam metode isolasi DNA pada tahap lisis sel. 

Proteinase K mempunyai kemampuan dapat memecah protein menjadi peptida dan asam amino 

serta dapat menghilangkan kontaminan dengan cara mendegradasinya. Proteinase K relatif mahal 

dan ketersediaan di laboratorium sangat terbatas (Fitriya et al., 2015). Saat ini banyak penelitian 
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yang mencari alternatif proteinase K sebagai protease yaitu dengan menggunakan bahan kimia 

lain. Kekurangan dengan menggunakan bahan kimia adalah toksisitas terhadap pengguna atau 

peneliti yang sangat berbahaya, sehingga dalam penelitian ini alternatif protease yang digunakan 

merupakan protease alami yang diperoleh dari buah papaya mentah yaitu enzim papain. daun 

pepaya memiliki beberapa senyawa antimikroba seperti papain, tanin, alkaloid, flavonoid, fenol, 

saponin, dan steroid (Hartini and Mursyida, 2019). Buah papaya mentah lebih banyak 

mengandung enzim papain dibandingkan papaya matang (Hidayati, Susilawati and Muhtadi, 

2020). Alternatif protease yang sudah pernah dikerjakan sebelumnya adalah dengan 

menggunakan Litium Karbonat yang ternyata belum berhasil menjadi alternatif pelisisan sel 

(Wasdili et al., 2022). 

Enzim papain merupakan salah satu enzim protease yang mengkatalisis rantai polipetida pada 

protein dengan cara menghidrolisis ikatan peptida menjadi senyawa yang sederhana. Proses 

hidrolisis menggunakan enzim papain dapat berjalan dengan baik pada kondisi suhu 55°C selama 

4 jam dan pH 8,0 (Shouket et al., 2020). Berdasarkan fungsinya tersebut, enzim papain banyak 

digunakan sebagai imunomodulator terhadap infeksi virus terutama untuk menjadi target obat 

antivirus. Infeksi virus pada makrofag dapat memicu pelepasan ISG15 bebas, dimana ISG15 ini 

berfungsi sebagai protein mirip ubiquitin yang diinduksi oleh interferon dalam respon antivirus. 

ISG15 akan memicu sekresi sitokin dan kemokin proinflamasi sehingga dapat meringankan 

hiperinflamasi (Perng and Lenschow, 2018; Tan et al., 2022; Yuan et al., 2022). Di bidang deteksi 

laboratorium, enzim papain dapat dimanfaatkan sebagai protease yang dapat mendegradasi sel 

bakteri Salmonella typhi, dimana dinding selnya terdiri dari lipopolisakarida (protein-gula) 

sehingga ikatan peptida pada dinding sel yang mengandung protein dapat didegradasi. 

Keberhasilan dari enzim papain dapat menjadi inovasi dalam metode isolasi DNA serta, 

ketersediaannya sebagai enzim protease dapat disediakan dalam jumlah banyak karena di 

Indonesia, buah papaya lokal mudah didapatkan dan harganya lebih murah dibandingkan dengan 

buah impor. Penelitian ini mendukung peta jalan penelitian di bidang mikrobiologi molekuler 

dalam mencari alternatif enzim protease untuk mengoptimalkan tahapan lisis sel dalam isolasi 

DNA bakteri.  

METODE 

Metode dalam penelitian ini adalah metode semi kuantitatif, dengan pendekatan eksperimen. 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli – Oktober 2023, bertempat di Laboratorium Biologi 

Molekuler dan Mirobiologi Prodi TLM D-3 Fitkes UNJANI. 
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Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah glassware, SDS-PAGE, timbangan analitik, 

waterbath, Biosafety Cabinet Class 2, oven, autoclave, Hotplate, shaker, inkubator, dan pisau. 

Adapun bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Buah papaya lokal Jawa Barat dengan 

usia 2,5-3 bulan, strain Salmonella typhi, Media TSB (Tripticase soya broth), NaCl fisiologis, 

Alkohol 70%, kit isolasi DNA, gel SDS-PAGE, Running Buffer, larutan pewarna gel, larutan 

pencuci (larutan destaining), larutan Mc.Farland (H2SO4 1%, dan BaCl2.2H2O 1,175%), gel 

Agarose, Buffer TAE 1x, Pewarna gel Red safe, Ladder DNA 1 kb, Ladder Protein.  

Prosedur Kerja 

1. Ekstraksi dan karakterisasi enzim papain  

Buah papaya muda usia 2,5 bulan-3 bulan, Proses ekstraksi getah pepaya dilakukan dengan cara 

penyadapan. Hasil penyadapan diperoleh getah pepaya 2 gram dari 1 Kg pepaya muda, semakin 

singkat waktu penyadapan dengan pemetikan maka getah yang dihasilkan akan lebih banyak. 

Kemudian getah ditambahkan NaCl fisiologis sebagai zat pengaktif. Tahapan karakterisasi enzim 

papain dengan menggunakan metode SDS-PAGE. Metode SDS-PAGE dapat memisahkan 

campuran kompleks dari protein. SDS-PAGE dibuat dengan konsentrasi stacking gel 4% dan 

resolving gel 12%. Berat molekul dari enzim papain adalah 23,4 kDa yang akan terlihat pada gel 

SDS-PAGE, kemudian ditentukan konsentrasinya menggunakan sprektrofotometer pada panjang 

gelombang 280 nm (Muharram and Abdel-Kader, 2017; Karnila et al., 2020). 

 

2. Isolasi DNA Genom Bakteri.  

Isolat Salmonella typhi ditumbuhkan dalam media cair selama 18-24 jam dengan jumlah sel 

bakteri kurang lebih 1x109. Proses isolasi DNA genom bakteri Salmonella typhi dilanjutkan 

dengan mengikuti protocol kit TIANamp Bacteria DNA Kit (Biotech, 2022) Kelompok kontrol 

dalam penelitian ini adalah isolasi DNA genom bakteri dengan menggunakan enzim proteinase 

K, sedangkan kelompok perlakuan adalah isolasi DNA genom bakteri dengan menggunakan 

enzim papain. Hasil isolasi selanjutnya divisualisasi pada gel agarose 1%  yang ditandai dengan 

terbentuknya pita berwarna putih dengan ukuran > 1kilo pasang basa.  

3. Uji kemurnian dan konsentrasi  

Isolat DNA genom bakteri Salmonella typhi menggunakan mikrospektrofotometer. Uji 

kemurnian dilakukan dengan mengukur absorban hasil isolasi DNA pada panjang gelombang 260 

nm dan 280 nm, selanjutnya dihitung rasio kemurnian dengan membandingkan absorban (A) pada 

panjang gelombang 260 nm terhadap 280 nm. Penentuan konsentrasi dilakukan dengan mengukur 
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absorbansi hasil isolasi pada panjang gelombang 260 nm kemudian dihitung dengan rumus: 

Konsentrasi DNA (μg/ml) = Absorban 260 x 50 μg/ml (Wasdili and Gartinah, 2018)  

 

4. Deteksi gen fliC menggunakan PCR.  

Tujuan deteksi menggunakan gen fliC adalah memastikan bahwa hasil isolasi DNA genom 

merupakan DNA genom bakteri Salmonella typhi. Primer yang digunakan adalah primer gen fliC  

LPW 1857, dengan pengaturan alat PCR pra denaturasi pada suhu 95°C selama 4 menit, 

denaturasi suhu 95°C selama 30 detik, penempelan (annealing) dengan suhu 48°C selama 30 

detik dan elongasi atau perpanjangan dengan suhu 72°C selama 2 menit, serta elongasi akhir 72°C 

selama 10 menit diikuti dengan pendinginan 4°C selama 10 menit. Hasil PCR dilihat 

menggunakan elektroforesis agarose 2% (Mustika, Kartika and Mukaromah, 2019).  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Elektroforesis SDS-PAGE yang telah dilakukan dapa dilihat pada Gambar 1. Hasil ini 

menunjukkan bahwa getah mengandung enzim papain dengan ukuran 24 kDa.  

  

Gambar 1. Elektroforegram SDS-PAGE ketiga (Keterangan : 1 dan 2 preparasi getah 

papaya setelah dipanaskan 40℃; 3 adalah preparasi getah papaya secara langsung) 

Menurut Rachmania et al. (2017), karakteristik enzim papain dengan menggunakan SDS-

PAGE memiliki berat molekul enzim yaitu 23,4 kDa dimana pada penelitian ini sudah sesuai 

terlihat hasil SDS-PAGE dengan pita 23,4 kDa dibandingkan dengan marker protein (Muharram 

and Abdel-Kader, 2017; Rachmania et al., 2017). Setelah penentuan berat molekul enzim papain 

dilanjutkan dengan pengukuran konsentrasi protein total dalam getah papaya menggunakan 

metode Bardford. Hasil menunjukkan konsentrasi protein pada sampel adalah sebesar 903 mg/mL. 
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Getah pepaya mengandung papain, kemopapain, lisosim, lipase, glutamin, dan siklotransferase. 

Getah pepaya memiliki kandungan lebih dari 50 asam amino, antara lain asam aspartat, treonin, 

serin, asam glutamat, prolin,alanin, valine, isoleusin, leusin,  tirosin,  fenilalanin,  histidin,  lisin,  

arginin,  triptofan,  dan  sistein.  Getah buah  pepaya memiliki  kandungan  enzim  papain  10%,  

kemopapain  45%,  dan  lisozim  20%.  Jumlah enzim papain jauh lebih tinggi dalam lateks dari 

kulit buah mentah dari pada kulit buah matang. Jumlah dan aktivitas papain yang diisolasi dari 

berbagai bagian tanaman papaya bervariasi tergantung pada umur pohon. Selain itu, jumlah papain 

mentah yang lebih tinggi dapat diekstraksi dari pohon betina dibandingkan dengan pohon 

jantan,dan dari buah yang lebih muda dibandingkan dengan buah yang lebih tua (Mardhiah and 

Sabarina, 2021).  

Proses isolasi DNA genom bakteri Salmonella typhi dilanjutkan dengan mengikuti 

TIANamp Bacteria DNA kit (Biotech, 2022). Hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 2 di bawah 

ini yang menunjukkan bahwa ada pita DNA dibagian atas yang ukurannya lebih besar dari 

makerker DNA 100 bp yang digunakan, sehingga disimpulkan bahwa isolasi DNA berhasil. Tetapi 

jika diamati secara visual masing-masing isolat DNA memiliki ketebalan yang berbeda beda. 

Ketebalan pita ditunjukkan dari yang paling tebal adalah no 4, 3, 1 dan 2. Isolat DNA pada no 1 

dan 2 menggunakan enzim Proteinase K sedangkan no 3 dan 4 menggunakan enzim papain. 

Penentuan ketebalan pita secara visual dikonfirmasi dengan pengukuran konsentrasi dari DNA 

menggunakan spektrofotometer. 

 

Gambar 2. Elektroforegram Hasil Isolasi DNA (M : Marker DNA 100 bp; 1 dan 2 

menggunakan Proteinase K; 3 dan 4 menggunakan Enzim Papain) 

Masing-masing isolat diukur kemurnian dan konsentrasi dengan hasil yang tertera pada tabel 1 

berikut ini :  

 
 
 
 

1Kb
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Tabel 1. Konsentrasi dan Kemurnian Isolat DNA 

Sampel Konsentrasi ng/l Kemurnian 

1 19,4 1,64 

2 9,5 1,65 

3 16,6 1,64 

4 36,4  1,14 

 

Gambar 3 Elektroforegram Hasil PCR gen fliC 

Tahapan selanjutnya adalah deteksi gen fliC untuk memastikan bahwa hasil isolasi DNA genom 

merupakan DNA genom bakteri Salmonella typhi. Hasil PCR kemudian dilihat dengan 

menggunakan elektroforesis agarose 2%, ukuran hasil PCR yang dihasilkan adalah pasang basa, 

yang dapat dibandingkan dengan marker DNA. Protokol yang baik dalam menyiapkan DNA 

genom adalah protokol yang dapat menghasilkan DNA berukuran besar, tidak terdegradasi 

selama proses ekstraksi dan pemurnian serta dapat dipotong dengan baik oleh enzim restriksi yang 

digunakan  (Alves et al., 2021). Pada penelitian ini enzim papain dari papaya mengindikasikan 

mampu mengisolasi DNA genom Salmonella thypi yang berukuran besar, ditandai dengan 

terlihatnya pita DNA yang menyala terang. Ekstrak enzim papain yang digunakan berperan 

sebagai pengganti enzim protease K yang berfungsi untuk menghancurkan protein serta 

membersihkan kotoran akibat lisis sel (Amri and Mamboya, 2012). Berdasarkan hasil penelitian 

yang didapat menunjukkan bahwa ekstrak enzim papain dari buah papaya dapat menggantikan 

fungsi enzim proteinase K. Menurut Enzim proteinase K pada preparasi asam nukleat dapat 

dengan cepat menginaktivasi nuklease, RNAse dan DNAse. (Jose et al., 2017). Sementara itu, 

ekstrak enzim papain bekerja sebagai protease dengan memotong ikatan panjang protein menjadi 

fragmen-fragmen kecil yaitu ikatan peptida dan residu asam amino. Pada penelitian ini, 

konsentrasi DNA yang diperoleh dengn enzim papain tidak jauh berbeda dengan kontrol. Akan 

tetapi, tingkat kemurnian DNA yang diperoleh dengan enzim papain masih tergolong rendah. 

Hasil isolasi DNA dikatakan murni apabila rasio absorbansinya berada pada 1,8 – 2,0 (Tabel 1). 
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Apabila DNA terkontaminasi protein dan polisakarida, nilai absorbansinya kurang dari 1,8 dan 

apabila DNA terkontaminasi RNA maka nilai absorbansinya lebih dari 2,0  (Armbrecht, 2013). 

SIMPULAN 

Enzim papain yang diperoleh dari getah papaya memiliki potensi sebagai alternatif pengganti 

proteinase dalam isolasi DNA Salmonella thypi. Purifikasi papain perlu dilakukan untuk 

mendapatkan enzim papain yang memiliki aktivitas proteolitik yang lebih baik. 
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