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RINGKASAN

Raditya Wiryawan. 066120005. 2024. Uji Aktivitas Enzim Papain Pada Getah
Buah Pepaya Dan Tangkai Tanaman Pepaya (Carica papaya L.) Terhadap Substrat
Kasein.

Dibawah Bimbingan. Siti Mahyuni dan Trirakhma Sofihidayanti.

Getah pepaya merupakan getah yang dihasilkan dari tanaman pepaya
(Carica papaya L.). Getah ini mengandung suatu enzim pemecah protein atau
enzim proteolitik yang disebut dengan enzim papain. Indonesia merupakan salah
satu negara yang memanfaatkan enzim ini dalam industri, namun kebutuhan akan
enzim ini masih dipenuhi dari impor 122,3 ribu ton pada tahun 2001. Enzim papain
merupakan salah satu enzim proteolitik yang merupakan enzim dengan fungsi
mengkatalisis reaksi hidrolisis protein menjadi monomernya yaitu asam amino dan
dalam dunia medis enzim protease digunakan sebagai terapi untuk pengobatan pada
iritasi dermal.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas enzim papain pada
getah buah dan tangkai tanaman papaya terhadap substrat kasein dengan mengukur
nilai tirosin (asam amino) yang dihidrolisis pada kasein serta menentukan
perbandingan aktivitas substrat kasein pada enzim papain. Ekstrak protease kasar
didapatkan pada buah pepaya dengan metode penyadapan dan pada tangkai
tanaman pepaya dengan metode kempa (juicer). Uji aktivitas protease dianalisis
dengan metode Spektrofotometri UV-VIS dengan mengukur nilai absorbansi pada
sampel. Hasil rata-rata kadar enzim papain pada getah buah dan tangkai tanaman
pepaya diperoleh masing-masing sebesar 1,1481 + 0,0145 pmol dan 0,8609 +
0,0155 umol, sedangkan nilai rata-rata aktivitas protease masing masing sebesar

0,4209 £ 0,0054 U/mL dan 0,3157 £ 0,0055 U/mL.

Kata Kunci : Getah Buah dan Tangkai Pepaya, Enzim Papain, Aktivitas
Protease, Spektrofotometri UV-VIS



SUMMARY

Raditya Wiryawan. 066120005. 2024. Papain Enzyme Test of Activity in Papaya
Fruit Sap and Papaya Plant Stalk (Carica papaya L.) against Casein Substrate.
Supervised by. Siti Mahyuni and Trirakhma Sofihidayanti.

Papaya sap is the produced from the papaya plant (Carica papaya L.).
This sap contains a protein breakers enzyme or proteolytic enzyme called papain
enzyme. Indonesia is one of the countries that utilize this enzyme in industry, but
this enzyme is still imports 122.3 thousand tons in 2001. Papain enzyme is the one
of proteolytic enzymes which is an enzyme with the function of catalyzing the
reaction of protein hydrolysis into its monomers, namely amino acids and in the
medical world protease enzymes are used as therapy for the treatment of tumors,
inflammation, blood disorders and immune regulation.

This study aims to determine the activity of papain enzyme in papaya fruit
sap and stalk against casein substrate by measuring the value of tyrosine (amino
acid) hydrolyzed in casein and determining the ratio of casein substrate activity to
papain enzyme. Crude protease extract was obtained from papaya fruit by tapping
method and papaya plant stalk by juicer method. The protease activity test was
analyzed by UV-VIS Spectrophotometry method by measuring the absorbance
value of the sample. The average results of papain enzyme content in fruit sap and
papaya plant stalk were obtained as 1.1481 + 0.0145 pmol and 0.8609 + 0.0155
umol, respectively, while the average value of protease activity was 0.4209 +

0.0054 U/mL and 0.3157 + 0.0055 U/mL, respectively.

Keywords: Papaya Fruit Sap and Stalk, Papain Enzyme, Protease Activity,
UV-VIS Spectrophotometry
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"BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enzim merupakan katalisator pilihan yang diharapkan dapat mengurangi
dampak pencemaran lingkungan dan pemborosan energi karena reaksinya tidak
membutuhkan energi, bersifat spesifik dan tidak beracun. Enzim telah
dimanfaatkan secara luas pada berbagai industri produk pertanian, kimia dan
industri obat-obatan. Tiga sifat utama dari biokatalisator adalah menaikkan
kecepatan reaksi, mempunyai kekhususan dalam reaksi dan produk serta kontrol
kinetik (Akhdiya, 2003).

Enzim merupakan biokatalisator yang diproduksi oleh sel dan telah banyak
dimanfaatkan dalam bidang industri. Enzim sebagai biokatalisator dapat
mempercepat suatu reaksi tanpa ikut bereaksi. Pada industri yang menggunakan
enzim, 59% enzim yang digunakan adalah protease, salah satunya adalah papain
(Soda dan Agustini, 2013). Secara ekonomi, protease dari hewan harganya relatif
lebih mahal, sedangkan protease dari mikroba belum sepenuhnya dapat
menggantikan peran protease tumbuhan untuk tujuan tertentu (Witono, 2008).
Protease merupakan enzim yang mengkatalisis reaksi hidrolisis protein menjadi
monomernya yaitu asam amino. Penjualan enzim ini mencapai 60% penjualan
enzim dunia (Rao et al., 1998). Negara Indonesia merupakan salah satu yang
memanfaatkan enzim ini dalam industri, namun kebutuhan akan enzim ini masih
dipenuhi dari impor 122,3 ribu ton pada tahun 2001 (Sutandi, 2003).

Enzim protease dalam dunia medis digunakan sebagai terapi untuk
pengobatan tumor, radang, kelainan darah dan pengaturan kekebalan karena protein
diperlukan untuk membawa kalsium yang terikat pada protein dalam darah,
kekurangan protease dapat menyebabkan artritis, berkaitan dengan kekurangan
kalsium. Kalsium dapat diubah menjadi glukosa, kekurangan protein yang dicerna
tubuh akan menyebabkan dan mudah tersinggung. Protease juga mampu mencerna
serpihan - serpihan yang tidak diinginkan dalam darah termasuk bakteri dan virus.

Kekurangan protease pada manusia dapat menyebabkan lebih rentan terhadap



infeksi bakteri, virus dan jamur karena kekebalannya akan menurun (Soeka dkk.,
2011).

Pepaya (Carica papaya L.) merupakan tanaman yang berasal dari Amerika
tropis. Buah pepaya tergolong buah yang popular dan digemari oleh hampir seluruh
penduduk penghuni bumi ini. Batang, daun, dan buah pepaya muda mengandung
getah berwarna putih. Getah ini mengandung suatu enzim pemecah protein atau
enzim proteolitik yang disebut papain (Kalie, 1999). Tanaman pepaya hampir
semua bagian tanaman dapat dimanfaatkan, mulai dari daun, batang, akar, maupun
buah. Getah pepaya yang sering disebut sebagai papain dapat digunakan untuk
berbagai macam keperluan, antara lain: penjernih bir, pengempuk daging, bahan
baku industri penyamak kulit, serta digunakan dalam industri farmasi dan
kosmetika (kecantikan) (Warisno, 2003). Getah pepaya merupakan salah satu
sumber enzim papain (suatu jenis protease) yang telah dikenal dan banyak
dimanfaatkan dalam berbagai industri seperti pelunakan daging, deterjen, industri
makanan, industri fotografi, dan sebagai bahan aktif krim pembersih kulit (Rani et
al., 2012). Getah pepaya dapat menyebabkan rasa gatal bila bersentuhan dengan
kulit. Reaksi gatal yang disebabkan getah tanaman tersebut, kemungkinan besar
disebabkan oleh keberadaan enzim protease.

Enzim papain memiliki kemampuan untuk memecah molekul protein,
membuatnya menjadi produk yang sangat bermanfaat bagi kehidupan manusia baik
di rumah tangga maupun industri, seperti pada proses pengempukan daging,
pembuatan konsentrat protein, pembuatan dadih, pelembut kulit pada industri
penyamak kulit, penjernih pada industri bir, serta bahan obat dan kosmetik. Papain
dapat kita peroleh dari getah pepaya, baik dalam buah, batang, dan daunnya.
Menurut Indriani, Affandi, Sunarwati (2008) batang, daun dan buah pepaya muda
mengandung getah berwarna putih. Di dalam getah pepaya terdapat lebih dari 50
asam amino antara lain asam aspartat, treonin, serin, asam glutamat, prolin, glisin,
alanin, valine, isoleusin, leusin, tirosin, fenilalanin, histidin, lysin, arginin,
tritophan, dan sistein. Selain itu getah juga mengandung suatu enzim pemecah

protein atau enzim proteolitik yang disebut papain.



Berdasarkan hal tersebut maka dilakukan pengujian aktivitas enzim protease
pada getah bagian buah dan tangkai pada tanaman pepaya untuk mengidentifikasi
apakah benar pada bagian buah dan tangkai tanaman papaya mengandung enzim
protease.

1.2 Tujuan Penelitian

1. Menentukan kadar enzim papain pada getah buah dan tangkai tanaman papaya
(Carica papaya L.) terhadap substrat kasein.

2. Menentukan nilai aktivitas substrat kasein pada enzim papain terhadap getah
buah dan tangkai tanaman pepaya (Carica papaya L.)

1.3 Hipotesis

1. Terdapat kadar enzim papain pada getah buah dan tangkai tanaman pepaya
(Carica papaya L.) terhadap substrat kasein.

2. Enzim papain pada salah satu bagian tanaman pepaya (Carica papaya L.)

memiliki nilai aktivitas protease yang lebih baik terhadap substrat kasein.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Pepaya (Carica papaya L.)
2.1.1 Deskripsi Tanaman

Pepaya (Carica papaya L.), salah satu buah introduksi yang telah lama
dikenal berkembang luas di Indonesia, merupakan tanaman monodioecious
(berumah tunggal sekaligus berumah dua) dengan famili Caricaciae dan genus
Carica. Pepaya adalah jenis tanaman herba, batangnya berongga biasanya tidak
bercabang dan tingginya dapat mencapai 10 meter. Daunnya merupakan daun
tunggal dan berukuran besar, tangkai daun berukuran panjang dan berongga.
Bunganya terdiri dari tiga jenis yaitu: bunga jantan, bunga betina dan bunga
sempurna. Bentuk buah beragam dari yang bentuknya bulat sampai lonjong. Sentra
produksi pepaya antara lain Jawa Timur, Jawa Barat, Jawa tengah, DI Yogyakarta,
Sulawesi Selatan, Bali, NTB (Andry, 2014). Tanaman pepaya dapat dilihat pada
Gambar 1.

Gambar 1. Tanaman Pepaya

Buah pepaya memiliki empat genus, antara lain yaitu carica, jarilla,

jacaranta dan cylicomoroph. Ketiga genus pertama merupakan tanaman asli



Amerika tropis, sedangkan genus keempat merupakan tanaman yang berasal dari
Afrika. Nama tanaman pepaya di dalam bahasa Indonesia di ambil dari bahasa
Belanda yaitu papaja, dan kemudian mengadopsi dari bahasa arawak yaitu papaya,
namun dalam bahasa jawa disebut pepaya atau kates. Pohon pepaya umumnya tidak
bercabang tumbuh hingga 5-10 m dengan daun yang berbentuk spiral pada batang
pohon bagian atas. Daunnya menyirip lima tangkai yang panjang dan berlubang di
bagian tengah bentuknya dapat bercangap ataupun tidak. Pepaya adalah
monodiecious (berumah tunggal sekaligus berumah dua) dengan tiga kelamin yaitu:
tumbuhan jantan, tumbuhan betina, dan tumbuhan banci (hermafrodit). Bentuk
buah pepaya bulat memanjang dengan ujung biasanya meruncing, Warna buah
ketika muda hijau gelap dan setelah masak hijau muda hingga kuning (Bonaditya,
2014).

2.1.2 Kandungan dan Khasiat Getah Pepaya

Pepaya banyak mengandung 2 materi biologi aktif, seperti papain dan
chymopapain. Papain digunakan sebagai pengobatan yang topikal diantaranya yaitu
sebagai krim muka dan debridemen luka karena papain memiliki kandungan
dengan efek antiedema dan antiinflamasi. Carica papaya efektif untuk mencegah
nekrotik, pengerasan permukaan luka, infeksi luka bakar, dan penebalan kulit.
Chymopapain serta papain memiliki aktivitas sebagai antimikroba dan enzim
proteolitik (Septianingsih, 2008).

Getah pepaya merupakan getah yang dihasilkan dari buah pepaya yang
termasuk kedalam kelas Magnoliopsida, famili Caricaceae, genus Carica dan
spesies Carica papaya L. Papain salah satu enzim yang paling banyak dihasilkan
pada buah pepaya yang masih muda. Berdasarkan (Widiastuti dkk., 2015)
kandungan getah pepaya (400 MCU/gram) jauh lebih banyak dibandingkan getah
yang berasal dari batang dan daunnya (sekitar 200 MCU/gram). Getah pepaya
memiliki kandungan papain yang tinggi mampu mempercepat fase inflamasi dan
mengurangi infiltrasi dari monosit sehingga dapat mempercepat penyembuhan luka
(Revilla, 2019). Getah pepaya memiliki fungsi sebagai pemecah protein yang
disebut enzim papain yang dihasilkan dari getah pepaya muda yang digores

permukaan kulitnya sehingga pepaya muda tersebut mengeluarkan getahnya untuk



ditampung kemudian di ekstrak menjadi bubuk. Getah pepaya memiliki kandungan
enzim papain 10%, kimopapain 45% dan lisozim 20% (Darin & Anjisman, 2019).
Keunggulan yang dimiliki oleh getah pepaya yakni, memiliki kandungan lebih dari
50 Asam Amino (Permata dkk., 2016).

Papain adalah suatu zat (enzim) yang dapat diperoleh dari getah tanaman
pepaya dan buah pepaya muda. Getah pepaya tersebut terdapat hampir di semua
bagian tanaman pepaya, kecuali bagian akar dan biji. Kandungan papain paling
banyak terdapat dalam buah pepaya yang masih muda. Getah pepaya (papain)
cukup banyak mengandung enzim yang bersifat proteolitik (pengurai protein)
(Warisno, 2003). Enzim papain yang dikenal sebagai pengempuk daging, juga
sangat dibutuhkan dalam industri pengolahan pangan dan industri kimia. Salah satu
sumber enzim papain yang banyak digunakan adalah getah yang dihasilkan dari
bagian tanaman papaya (Nani, 2007).

Enzim papain yang terdapat di dalam daun pepaya memiliki efek analgesik
dan antiinflamasi dengan dua mekanisme yang berbeda. Cara yang pertama yaitu
dengan cara menetralisirkan mediator inflamasi seperti prostaglandin dan kinin
sehingga akan menghambat reseptor nyeri secara langsung. Pada saat prostaglandin
tersebut dinetralisir, maka yang terjadi adalah spasme vaskular akan dihambat dan
akan memberikan efek antipiuretik. Hal ini yang akan menyebabkan aliran darah
ke area kemudian diikuti dengan vasodilatasi akibat adanya antihistamin.
Mekanisme enzim kedua yaitu dengan cara meningkatkan aktivitas dari kompleks
imun dan protein plasma sehingga akan terjadi pengurangan edema yang akan
menyebabkan pengurangan nyeri akibat dari tekanan cairan edema. Enzim papain
bekerja membantu mempercepat kerja dari makrofag yaitu dengan cara
meningkatkan produksi dari interleukin yang digunakan sebagai proses
penyembuhan luka serta dapat menghambat terjadinya infeksi. (Parampasi N.,

2013).

2.2 Substrat Kasein
Kasein merupakan fosfoprotein paling dominan yang terdapat pada susu. D1
dalam susu sekitar 80% dari proteinnya adalah kasein yang biasanya berupa garam

dari kalsium. Protein tersebut merupakan senyawa amfoter yang dapat bereaksi



dengan asam maupun basa dan tidak dapat dikoagulasi oleh panas namun dapat
diendapkan oleh asam dan enzim rennet, hal ini disebabkan karena molekulnya
mempunyai muatan positif dan negatif. Titik isoelektrik pada protein tersebut ketika
tercapai, muatan positif dan negatifnya adalah sama. Kasein dapat secara mudah
mengendap pada titik isoelektriknya karena mengalami tahap yaitu dehidrasi
(Winarno, 2007).

Kasein bersifat hidrofobik, memiliki muatan yang cukup tinggi yang banyak
mengandung prolin dan beberapa residu sistin. Protein tersebut menunjukkan
kecenderungan untuk berasosiasi dengan salah satu protein lain dan juga beberapa
ligan, sesuai karakter hidrofobik dari misel dan kasein diketahui kaya akan protein

prolin (Yuksel et al., 2010).

2.3 Ekstraksi Protease kasar dari Getah Pepaya

Ekstraksi bertujuan untuk memisahkan enzim dari sumbernya yaitu tanaman,
hewan, maupun mikroba. Enzim memiliki kelebihan dari tanaman di antaranya
adalah terjaganya ketersediaannya atau bisa dipanen berulang-ulang. Ekstraksi
protease dari getah dapat dilakukan dengan cara menambahkan larutan buffer, yang
bertujuan untuk menjaga pH lingkungan sehingga diharapkan mampu
meminimalkan denaturasi dan inaktivasi enzim. Buffer dapat ditambah beberapa
bahan kimia dengan tujuan untukmencegah kerusakan enzim (Elfi, 2011). Bahan
kimia yang bisa ditambahkan di antaranya EDTA, sistein serta NaOH untuk
mencegah terjadinya reaksi oksidasi (Liggieri et al., 2009). Protease secara
komersial dapat diproduksi dari tumbuhan, hewan, dan mikroba. Enzim tersebut
diisolasi dari tumbuhan memiliki keunggulan yaitu memiliki aktivitas dan stabilitas
yang tinggi pada berbagai variasi pH, temperatur, inhibitor serta ion logam

(Mehrnoush et al., 2011).

2.4 Uji Aktivitas Protease

Aktivitas protease dapat ditentukan dengan melakukan uji kaseinolitik atau
menguji aktivitas protease dengan memanfaatkan kasein sebagai substrat pada
suhu, pH, dan lama waktu tertentu. Reaksi hidrolisis yang terjadi selanjutnya dapat

dihentikan dengan menambahkan larutan TCA (asam trikloroasetat) sehingga



enzim dan sisa substrat menjadi terdenaturasi, kecuali produk hasil hidrolisis yang
berupa sama amino (salah satunya yaitu tirosin). Tirosin yang larut dalam campuran
reaksi tersebut selanjutnya dipisahkan dari enzim dan sisa substrat dengan cara
disentrifugasi dan ditentukan serapannya dengan menggunakan metode Anson

(Satwika, 2010).

2.5 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur transmitan
atau absorban suatu sampel sebagai fungsi panjang gelombang, tiap media akan
menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu tergantung pada senyawa atau
warna yang terbentuk (Cairns, 2009). Alat tersebut digunakan untuk mengukur
absorbansi dengan cara melewatkan cahaya dengan panjang gelombang tertentu
pada suatu objek kaca atau kuarsa yang disebut kuvet. Cahaya tersebut sebagian
akan di serap dan sisanya akan dilewatkan. Nilai absorbansi dari cahaya yang di
serap sebanding dengan konsentrasi larutan di dalam kuvet (Sastrohamidjojo,

2007).

Gambar 2. Spektrofotometri UV-VIS

Spektrum elektromagnetik dibagi dalam beberapa daerah cahaya suatu
daerah akan diabsorbsi oleh atom atau molekul dan panjang gelombang cahaya
yang diabsorbsi dapat menunjukan struktur senyawa yang diteliti. Spektrum
elektromagnetik meliputi suatu daerah panjang gelombang yang luas dari sinar
gamma gelombang pendek berenergi tinggi sampai pada panjang gelombang mikro

(Marzuki Asnah, 2012).
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Gambar 3. Prinsip Kerja Spektrometer UV-Vis (Mulja dan Suharman,1995)

Keuntungan utama metode spektrofotometri adalah bahwa metode ini
memberikan cara sederhana untuk menetapkan kuantitas zat yang sangat kecil.
Hasil yang diperoleh cukup akurat, dimana angka yang terbaca langsung dicatat
oleh detektor dan tercetak dalam bentuk angka digital ataupun grafik yang sudah
diregresikan (Yahya S, 2013).

Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa hubungan linear antara
absorbansi dengan konsentrasi larutan sampel. Konsentrasi dari sampel di dalam
larutan bisa ditentukan dengan mengukur absorban pada panjang gelombang
tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer.

A=¢eb.c

A = Absorban (serapan)

€ = absorbtivitas molar (L/mol cm)
b = lebar kuvet (cm)

¢ = konsentrasi larutan (mol/cm)

Berdasarkan hukum Lambert-Beer absorbansi akan berbanding lurus dengan
konsentrasi, karena b atau | harganya 1 cm dapat diabaikan dan € merupakan suatu
tetapan artinya konsentrasi makin tinggi maka absorbansi yang dihasilkan makin
tinggi, begitupun sebaliknya konsentrasi makin rendah absorbansi yang dihasilkan
makin rendah. Absorbansi yang diperoleh jika lebih besar dari 0,8 maka hubungan
absorbansi dan konsentrasi larutan tidak lagi linear karena di luar rentang
konsentrasi yang sesuai dengan Hukum Lambert-Beer. Rentang konsentrasi yang
sesuai dengan hukum Lambert-Beer adalah antara 0,2-0,8 (0,2 < A > 0,8).
(Underwood, 1986).



BAB III
BAHAN DAN METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April sampai dengan bulan Juni 2024
bertempat di Laboratorium Farmasi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan

Alam Universitas Pakuan, Bogor.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat
Alat —alat yang digunakan meliputi peralatan gelas, alat sentrifugasi, pH

meter, vortex, lemari pendingin, termos es, botol vial, neraca analitik, pipet mikro,
botol semprot, spatula, pisau stainles steel, inkubator, dan spektrofotometer UV-
Vis.
3.2.2 Bahan

Bahan obyek penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah getah
dari buah dan tangkai tanaman pepaya. Bahan-bahan kimia yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi akuades, tirosin (Asam amino), kasein (Protein), KH>PO4
(Kalium Dihidrogen fosfat) 0,2 M, NaOH (Natrium Hidroksida) 0,2 M, Na>CO3
(Natrium Karbonat) 0,5 M, TCA (Asam Trikloroasetat) 80%, dan reagen Folin-

Ciocalteau.

3.3 Tahap Persiapan Penelitian

3.3.1 Determinasi Tanaman

Bahan baku buah dan tangkai tanaman pepaya (Carica papaya L.)
didapatkan dari daerah Bekasi Timur yang beralamat J1. Benda Gg. Mtsn 02 No. 10
Jatiasih Kota Bekasi, 17425.
3.3.2 Pengambilan Sampel Getah

Ekstraksi protease kasar dari getah tanaman, diawali dari pengumpulan
sampel getah atau yang sering disebut dengan proses penyadapan. Proses
penyadapan getah tanaman harus disesuaikan dengan karakteristik tanaman yang

akan disadap, hal ini disebabkan perbedaan jumlah getah yang diproduksi oleh
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tanaman satu dengan yang lainnya. Getah buah pepaya diambil dengan cara
melakukan penyadapan yaitu getah dilakukan pagi atau sore hari pada buah pepaya
yang berumur 2,5-3 bulan. Banyaknya torehan yang dapat dibuat pada satu buah
pepaya maksimum lima torehan dengan jarak 1-2 cm sehingga akan meneteskan
getah buah dan segera tetesan ditampung dalam wadah (Cahyono 2013). Batang
yang diambil adalah ujungnya yang masih muda. Pengambilan pada batang
dilakukan dengan cara mematahkan bagian batang papaya yang masih muda.
Batang ini dibersihkan terlebih dahulu kemudian dikempa dan dihancurkan untuk
diambil getah juga sarinya yang berupa jus (juice), kemudian disaring. (Muhidin,
1999).
3.3.3 Pembuatan Larutan Buffer Fosfat

Buffer fosfat dibuat dengan menimbang kalium dihidrogen fosfat (KH>PO4)
sebanyak 3,4 gram, kemudian dimasukkan ke dalam Erlemenyer 125 ml dan
dilarutkan dalam akuades sambil dihomogenkan dengan magnetic stirer. Larutan
kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4) diperoleh dengan konsentrasi 0,2 M. Larutan
KH;PO4 0,2 M dimasukkan dalam gelas ukur 500 ml dan dicek pH-nya dengan
menggunakan alat pH meter, kemudian ditambahkan dengan NaOH 0,2 M yang
dibuat dengan melarutkan 1gram NaOH dalam 125 ml akuades sebanyak 10 ml.
Aquadest ditambahkan sampai 500 ml dan dititrasi dengan NaOH sampai diperoleh
pH 7. (Rahayu, 2018).

3.3.4 Pembuatan Ekstrak Protease Kasar

Ekstrak protease kasar didapatkan dari hasil pemisahan pada enzim papain
dari getah buah dan tangkai tanaman pepaya. Ekstraksi dilakukan pada suhu 4°-6°C
untuk meminimalkan efek denaturasi pada enzim (Ishartani dkk., 2011). Kondisi
ini secara maksimal akan tercapai dengan cara mengusahakan semua proses
pencampuran dan perlakuan pada tahap ekstraksi yang sedapat mungkin dilakukan
dalam penangas es (ice bath).

Sebanyak 2 mL sampel getah tanaman dilarutkan dengan 8 mL buffer fosfat
(pH 7,0). Campuran tersebut disentrifugasi pada kecepatan 7000 rpm selama 10

menit hingga terbentuk dua lapisan yaitu supernatan dan endapannya (residu).
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Supernatan yang dihasilkan lalu dipisahkan dari endapannya yang sebagian besar
mengandung getah dan komponen selain protein dengan cara supernatan (ekstrak
protease kasar) yang telah dipisahkan dari endapan ini siap untuk digunakan sebagai
sampel dalam uji aktivitas protease. Ekstrak protease kasar selanjutnya disimpan

dalam suhu 4°C.

3.4 Uji Aktivitas Protease
3.4.1 Pembuatan Larutan Stok Tirosin 1,10 mM

Larutan standar tirosin 1,10 mM dibuat dengan melarutkan 10 mg tirosin ke
dalam 20 mL akuades, setelah itu campuran dihangatkan hingga tirosin larut dengan
sempurna. Hasil tersebut selanjutnya dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu

ukur 50 mL dan diencerkan hingga tanda batas dengan menggunakan akuades.

3.4.2 Penetapan Panjang Gelombang Maksimum (A maks).

Penetapan panjang gelombang maksimum dilakukan dengan cara
menggunakan larutan stok tirosin 1,10 mM dengan konsentrasi 27,5 pM. Larutan
stok tirosin 1,10 mM dimasukkan sebanyak 0,2 mL ke dalam botol vial dengan
menggunakan pipet mikro dan untuk larutan blanko tidak dilakukan penambahan
larutan stok tirosin 1,10 mM. Akuades sebanyak 1,8 mL dimasukkan ke dalam botol
vial sampel dan blanko, selanjutnya sebanyak 5,0 mL larutan Na,COs3 0,5 M dan 1
mL reagen Folin-Ciocalteu ditambahkan pada masing-masing botol vial yang telah
berisi larutan tirosin dan blanko. Larutan tersebut masing-masing dihomogenkan
lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit (Ratyani, 2014) dan kemudian pada
larutan diukur absorbansinya pada rentang 500 — 900 nm menggunakan alat
Spektrofotometri UV- VIS. Panjang gelombang yang menunjukkan nilai absorbansi
tertinggi dinyatakan sebagai gelombang maksimum (A maks).

3.5.2 Pembuatan Kurva Standar Tirosin

Kurva standar tirosin dibuat dengan menggunakan larutan stok tirosin 1,10
mM dengan variasi konsentrasi yaitu 6,875; 13,75; 27,5; dan 55,0 uM. Larutan
deret dibuat dengan cara dimasukkan masing-masing sebanyak 0,05; 0,1; 0,2 dan
0,4 mL ke dalam botol vial b, botol vial c, botol vial d dan botol vial e dengan
menggunakan alat pipet mikro, sedangkan untuk larutan blanko (botol vial a) tidak

dilakukan penambahan dengan menggunakan larutan stok tirosin 1,10 mM.
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Sebanyak 2,0; 1,95; 1,9; 1,8; dan 1,6 mL akuades berturut-turut dimasukkan ke
dalam botol vial a, botol vial b, botol vial c, botol vial d dan botol vial e. Reagen
Folin-Ciocalteu, sebanyak 5,0 mL larutan Na,CO3 0,5 M dan 1 mL ditambahkan
pada masing-masing botol vial yang telah berisi larutan tirosin dan blanko. Larutan
deret tersebut kemudian dihomogenkan lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 30
menit (Ratyani, 2014). Setelah 30 menit waktu inkubasi, pada salah satu larutan
standar tirosin diukur absorbansinya dengan menggunakan Spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang maksimum (685 nm).

Nilai absorbansi yang didapatkan digunakan untuk membuat kurva
kalibrasi, yaitu dengan memplotkan nilai absorbansi terhadap konsentrasi tirosin.
Tabel 1 menunjukkan tahap penambahan/perlakuan dalam pembuatan kurva
standar tirosin

Tabel 1. Tahap Dalam Pembuatan Kurva Standar Tirosin

Penambahan/perlakuan Blanko  Standar 1  Standar2 Standar 3 Standar 4

Standar
Botol Vial A B C D E
Larutan stok tirosin 0,0 0,05 0,1 0,2 0,4
(mL)
Akuades (mL) 2,0 1,95 1,9 1,8 1,6
Na;CO; (mL) 5 5 5 5 5
Reagen Folin- 1 1 1 1 1
Ciocalteu (mL)
Inkubasi pada 37°C 30 30 30 30 30
Konsentrasi tirosin
yang diperoleh (uM) 0 6,875 13,75 27,5 55,0

3.5.3 Penentuan Aktivitas Ekstrak Protease Kasar

Metode penentuan aktivitas enzim diperoleh dari Anson (dalam Esmelrada,
2008) yang telah dimodifikasi. Dua buah tabung sentrifugasi disiapkan. Tabung 1
digunakan untuk penentuan aktivitas protease sampel (ekstrak protease kasar),

sedangkan tabung 2 digunakan untuk larutan blanko.
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Sebanyak 2,5 mL larutan kasein 0,65% (b/v) di pra-inkubasi pada suhu 37°C
selama 4 menit dalam tabung 1. Ekstrak protease kasar sebanyak 0,5 mL setelah 4
menit ditambahkan ke dalam tabung 1, lalu campuran ini divortex dan inkubasi
pada suhu 37°C selama 30 menit. Pada akhir inkubasi reaksi hidrolisis dihentikan
dengan menambahkan 2,5 mL larutan TCA 80%, setelah itu campuran divortex dan
di inkubasi selama 5 menit. Campuran selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan
7000 rpm selama 10 menit hingga terbentuk dua lapisan yaitu endapan dan
supernatan. Supernatan yang diperoleh dari tabung 1 ditentukan kadar tirosinnya
secara kolorimetrik.

Blanko sebanyak 2,5 mL larutan kasein 0,65% (b/v) dimasukkan ke dalam
tabung 2 dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Setelah 30 menit, 2,5 mL
larutan TCA 80% ditambahkan ke dalam tabung 2 dan divortex. Ke dalam
campuran tersebut ditambahkan 0,5 mL ekstrak protease kasar dan di inkubasi
selama 5 menit. Campuran selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 7000 rpm
selama 10 menit hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan supernatan yang diperoleh
selanjutnya ditentukan kadar tirosinnya secara kolorimetrik. Larutan blanko ini
berfungsi sebagai pengkoreksi kemungkinan adanya tirosin bebas yang bukan
merupakan hasil hidrolisis protein selama waktu inkubasi 30 menit dan senyawa
lain yang menyerap pada panjang gelombang berdekatan dengan panjang
gelombang maksimum (A maks).

Penentuan kadar tirosin secara kolorimetrik dilakukan dengan
menggunakan reagen Folin-Ciocalteau. Masing-masing sebanyak 1,0 mL
supernatan yang didapatkan dari tabung 1 dan tabung 2 ditempatkan dalam tabung
baru yang berbeda. Setelah itu, ke dalam masing-masing tabung ditambahkan 2,5
mL Na,CO3 0,5 M lalu divortex serta di inkubasi selama 10 menit. Selanjutnya
campuran ditambahkan 0,5 mL reagen Folin-Ciocalteau lalu campuran dibiarkan
selama 30 menit. Setelah 30 menit, larutan dibaca absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum (A maks) 685 nm.
Data absorbansi diplotkan pada kurva standar tirosin untuk mengetahui konsentrasi
tirosin hasil hidrolisis yang terdapat pada tabung 1 dan tabung 2. Konsentrasi tirosin

dalam sampel yang telah didapatkan selanjutnya digunakan untuk menentukan
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kadar tirosin (umol). Tabel 2 menunjukkan tahap penambahan/perlakuan dalam
penentuan aktivitas protease.

Tabel 2. Tahap Penentuan Aktivitas Protease Panjang gelombang 685 nm.

Penambahan/perlakuan Tabung 2 Tabung 1
(Blanko)  (Sampel)
Kasein 0,65” (b/v) (telah dipra-inkubasi) 2,5mL 2,5mL
Ekstrak protease kasar - 0,5 mL
Akuades 0,5 mL -
Diinkubasi pada suhu 37°C 30 menit 30 menit
TCA 80% 2,5mL*  2,5mL®
Di inkubasi 5 menit 5 menit
Disentrifugasi 7000 rpm 10 menit 10 menit
Supernatan yang akan ditentukan kadar tirosinnya 1,0 mL 1,0 mL
NaxCO30,5M 2,5mL 2,5mL
Reagen Folin-Ciocalteau 0,5 mL 0,5 mL

Keterangan : a menunjukkan larutan tersebut dimasukkan sebelum penambahan ekstrak protease
kasar, sedangkan b menunjukkan larutan tersebut dimasukkan sesudah penambahan
ekstrak protease kasar

Aktivitas protease (U/mL) dinyatakan dalam unit aktivitas, yaitu satu
unit (U) dinyatakan sebagai jumlah enzim yang dapat menghidrolisis substrat
(kasein) dan menghasilkan warna setara dengan 1 pmol produk tirosin (181 pg)

setiap menit waktu inkubasi pada kondisi percobaan tersebut.
lu=4
t

Keterangan :

ti = tirosin hasil hidrolisis (pmol)
t = Waktu Inkubasi (30 menit)
Aktivitas protease (U/mL) ditentukan dengan menggunakan rumus yaitu:

Aktivitas Protease (U/mL) = ‘l/] 9;1‘//1
2 3

Keterangan :

Vi = total volume yang digunakan dalam uji aktivitas protease sampel (meliputi
volume kasein 1%, estrak protease kasar dan TCA) (5,5 mL)

V> = volume sampel ekstrak protease kasar yang digunakan (0,5 mL)

V3 = volume supernatan yang digunakan dalam penentuan kadar tirosin secara
kolorimetrik (1 mL)
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Data dari hasil penelitian dianalisis menggunakan program statistik

komputer IBM SPSS Statistics 24. Data dari nilai kadar aktivitas enzim protease

kemudian dianalisis menggunakan metode T Parsial untuk mengetahui adanya

pengaruh pada antara perbedaan bagian tanaman pepaya (Carica papaya L.)

terhadap aktivitas enzim protease. hasil perhitungan T parsial didapat T hitung > T

tabel (P < 0,005) maka Ho diterima dan H; ditolak. Data yang telah dianalisa

disajikan dalam bentuk tabel dan grafik yang disertai dengan interpretasi, seperti

contoh pada gambar 4.

Paired Samples Test

Paired Differences t df Sig. (2-
Mean | Std. Std. 95%  Confidence tailed)
Deviati | Error Interval of the
on Mean Difference
Lower Upper
Pai | Sampel - | 1.000 | .86602 | .288675 | .334313 | 1.66568 | 3.46 | 8 .009
r1 | Hasil 0000 |54 1 9 61 4

Gambar 4. Analisis Data Menggunakan Metode Paired Samples Test




BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman Pepaya (Carica papaya L.)

Determinasi tanaman pepaya (Carica papaya L.) yang digunakan dalam
penelitian yang dilakukan di Badan Riset dan Inovasi (BRIN) Jl.Raya Bogor
No0.970, Nanggewer Mekar, Kec.Cibinong, Kabupaten Bogor Jawa Barat,
Indonesia. Hasil determinasi ini menunjukkan bahwa tanaman pepaya yang
digunakan pada penelitan ini diperoleh dari suku Caricaceae. Determinasi
tanaman bertujuan untuk mengidentifikasi kebenaran pada jenis, spesies, dan
famili tanaman tersebut. Hasil determinasi tanaman pepaya dapat dilihat pada

lampiran 2.

4.2 Hasil Ekstrak Protease Kasar Tanaman Pepaya

Hasil ekstraksi protease kasar didapatkan dari getah yang dihasilkan
tanaman pepaya diawali dari pengumpulan sampel getah atau yang sering disebut
dengan proses penyadapan pada bagian buah dan pada tangkai tanaman pepaya
dilakukan metode jus (juicer) untuk mendapatkan kandungan getah pepaya. Hasil
ekstrak protease kasar masing masing sampel didapatkan 10 mL yang selanjutnya
disimpan dalam lemari es untuk meminimalkan denaturasi enzim. Faktor yang
berpengaruh terhadap aktivitas protease saah satunya adalah suhu. Hasil ekstrak

protease getah buah dan tangkai pepaya ditunjukkan oleh gambar 5.

Gambar 5. Hasil Ekstrak Protease Kasar Getah Buah (a) dan Tangkai Tanaman
Pepaya (b)
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Menurut Yusriah dan Nengah (2013) adanya peningkatan suhu akan
meningkatkan energi kinetik, sehingga menambah intensitas tumbukan antara
substrat dan enzim, tetapi peningkatan suhu lebih lanjut pada enzim akan
menurunkan aktivitas pada enzim karena disebabkan karena enzim yang
dipanaskan akan mengalami denaturasi enzim. Enzim mengalami perubahan
konformasi pada suhu yang terlalu tinggi, sehingga substrat terhambat dalam

memasuki sisi aktif enzim.

4.3 Hasil Penetapan Kadar Tirosin
4.3.1 Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum

Penentuan Panjang gelombang maksimum ini bertujuan untuk mengetahui
panjang gelombang maksimum yang digunakan pada saat analisis untuk
mendapatkan serapan yang maksimum digunakan blanko untuk kalibrasi sebagai
larutan pembanding dalam analisis, larutan yang akan digunakan untuk membuat
titik nol konsentrasi dari grafik kalibrasi. Pada pengukuran Panjang gelombang
maksimum ditentukan dengan mengukur absorbansi larutan standar tirosin 27,5 uM
dari panjang gelombang 500 nm hingga 900 nm, panjang gelombang yang
memberikan absorbansi tertinggi digunakan sebagai panjang gelombang
maksimum. Panjang gelombang maksimum (A maks) tirosin yang didapatkan yaitu
685 nm dengan absorbansi 0,673. Hasil panjang gelombang yang didapatkan dapat
dilihat pada Gambar 6.

Panjang Gelombang Tirosin
0,675
0,67
0,665
0,66
0,655

Absorbansi

0,65

0,645
640 650 660 670 680 690 700 710

Panjang Gelombang (nm)

Gambar 6. Panjang Gelombang Maksimum
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4.3.2 Penentuan Kurva Standar Tirosin

Penentuan kurva standar tirosin dilakukan pada deret larutan stok tirosin
1,10 mM dengan variasi konsentrasi yaitu 6,875; 13,75; 27,5; dan 55,0 uM dengan
menggunakan panjang gelombang 685 nm, setiap kenaikan konsentrasi maka nilai
absrobansi semakin tinggi. Kurva standar tirosin dikatakan linear bila nilai R?
(Koefisien korelasi) nilainya mendekati 1. Penentuan pada kurva standar ini
bertujuan untuk menentukan apakah sampel buah dan batang tanaman pepaya
(Carica papaya L.) mengandung senyawa asam amino dengan dibandingkan
dengan larutan standar tirosin yang diuji yaitu tirosin bisa dikatakan memiliki
kandungan asam amino bila absorbansi yang dihasilkan dari sampel masuk rentang
deret standar tirosin. Hasil penelitian kurva deret standar tirosin didapat nilai R?
yaitu 0,9947 hasil deret standar bisa dilihat dari hasil grafik, nilai R? yang diperoleh
mendekati angka 1 menunjukkan bahwa persamaan regresi tersebut linear sehingga

dapat dikatakan bahwa absorbansi dan konsentrasi memiliki korelasi yang sangat

kuat.
0,8
0,7 y=00121x+0,0266 _, .
0,6 R2=0,9947
‘B
c
@
2
o
(7]
o]
<
0 10 20 30 40 50 60

konsentrasi (uM)

Gambar 7. Kurva Standar

4.4 Hasil Uji Aktivitas Protease

Uji aktivitas protease ini bertujuan untuk menentukan aktivitas protease
enzim protease dalam menghidrolisis protein yaitu kasein dan menghasilkan asam
amino. Tirosin merupakan salah satu asam amino yang digunakan untuk mengukur

aktivitas protease. Semakin besar tirosin dihasilkan dari reaksi pemecahan protein
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tersebut maka dapat dikatakan bahwa protease tersebut memiliki aktivitas yang
tinggi (Yusriah dan Kuswytasari, 2013). Tirosin yang terbentuk oleh pemisahan
dengan enzim protease dan substrat kasein dengan melakukan metode sentrifugasi,
setelah itu supernatan yang dihasilkan dapat ditentukan konsentrasinya (uM) tirosin
menggunakan spektrofotometri UV- VIS dengan panjang gelombang 685 nm
dengan menggunakan reagen Folin-Ciocalteu dalam kondisi basa. Nilai absorbansi
yang didapatkan lalu dikolerasikan terhadap kurva standar tirosin. Nilai absorbansi
pada blanko serta getah pada buah dan tangkai tanaman pepaya dapat dilihat pada
Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Absorbansi Menggunakan Spektrofotometri UV- VIS
Rata- Rata Abs

Sampel Pengulangan Absorbansi

X)£SD
Simplo 0.138
Blanko Duplo 0.127 0,126 £0,0115
Triplo 0.115
Simplo 0.689
Getah Buah Pepaya Duplo 0.675 0,682 + 0,007
Triplo 0.681
Simplo 0.543
Getah Tangkai
Duplo 0.535 0,543 +0,0075
Pepaya
Triplo 0.550

Nilai absorbansi didapatkan pada blanko sebesar 0,126 £ 00,0115, getah buah
pepaya 0,682 + 0,007 dan pada getah tangkai pepaya 0,543 + 0,0075. Nilai
absorbansi yang didapatkan pada sampel lalu dikolerasikan terhadap kurva standar
tirosin. Banyaknya molekul tirosin (umol) selanjutnya dihitung dengan
mengkonversikan konsentrasi tirosin hasil hidrolisis (uM). Pada penelitian ini
kondisi basa dicapai dengan penambahan Na>COs3 0,5 M. Hasil pengujian aktivitas
ekstrak protease kasar getah buah dan tangkai tanaman pepaya ditunjukkan pada

Tabel 4.



Tabel 4. Hasil Uji Aktivitas Protease (U/mL)
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Rata — Rata Aktivitas
Protease) = SD (U/mL)

Sampel Rata-rata kadar = SD
(wmol)
Getah Buah
1,1481 +0,0145
pepaya
Getah Tangkai
0,8609 = 0,0155
Pepaya

0,4209 £+ 0,0054

0,3157 £ 0,0055

Hasil rata — rata aktivitas protease pada getah buah dan tangkai tanaman

pepaya masing masing sebesar 0,4209 = 0,0054 U/mL dan 0,3157 + 0,0055 U/mL.

Berdasarkan data tersebut, aktivitas protease pada getah buah pepaya memiliki nilai

lebih tinggi dari getah tangkai pepaya.

4.5 Analisis Data

Berdasarkan analisis data yang telah dilakukan, bagian tamanan pepaya dan

aktivitas protease hasil uji T parsial didapatkan hasil sig 0,000, Hasil ini lebih kecil

dari o = 0,05, maka keputusan yang diambil yaitu tolak Ho dan terima H; artinya

terdapat pengaruh pada salah satu bagian tanaman pepaya terhadap aktivitas

protease. Hasil analisis SPSS dapat dilihat pada Lampiran 4.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang sudah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1. Kadar enzim papain yang didapatkan pada bagian buah dan tangkai tanaman
pepaya masing — masing sebesar 1,148 £ 0,0145 pmol dan 0,8609 + 0,0155
pmol.

2. Getah buah pepaya memiliki nilai aktivitas protease yang lebih besar
dibandingkan dengan getah pada tangkai pepaya dengan nilai aktivitas
protease pada bagian buah 0,4209 £ 0,0054 U/mL dan tangkai yaitu 0,3157
+0,0055 U/mL.

5.2 Saran
Perlu penelitian lebih lanjut dengan menguji variabel pada variasi pengaruh

PH dan suhu inkubasi terhadap aktivitas protease pada getah buah dan tangkai
pepaya.
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Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Tanaman Pepaya

- Pengambilan Sampel Getah
- Determinasi Tanaman

Hasil Getah Buah dan
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Ekstrak Protease
Kasar

Hasil Aktivitas
Protease

Hasil Analisis Data

Pembuatan :

Preparasi Ekstrak

Protease Kasar

- Larutan Stok Tirosin
1,10 mM

- Kurva Standar Tirosin

- Penentuan Panjang

Gelombang maksimum

Penentuan Aktivitas Protease
(Spektrofotometri UV-VIS)

IBM SPSS Statistics 24
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Lampiran 3. Certificate Of Analysis

1. Kasein

Sigma-Aldrich

Product Name:

Certificate of Analysis

Casein from bovine milk - technical grade

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number

C7078
BCCG8142
SIGMA
9000-71-9

16 MAR 2022

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA

Website: www _sigmaaldnch.com
Email USA techserv@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial.com

29

2

Quality Release Date:

Test Specification Result
Appearance (Color) Off White Off White
Appearance (Form) Pow der Powder
Loss on Drying <120 % 111 %
Nitrogen Content 13.50 - 15.00 % 14.70 %

R Sk

Dr.Reinhold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs, Switzerland CH

. Tirosin

A A
{
TEI
(

R » \/ W

enwcal Name_u-(-)-Tyrosine

Certificate of Analysis

06/02/2021(JST)

TOKYO CHEMICAL INDUSTRY CO.LTD.
4-10-1 Nihonbashi-Honcho, Chuo-ku, Tokyo 103-0023 Japar.

Product Number: T0550 Lot: SIBRK
CAS RN. 60-18-4
Tests Resuils pecificati
White er White to Aimos! white powder to crystal
ity(LC) 100.0 ee% min. 98.0 ee%
Purity(Nonagueous Titration) 99.7% min. 98.5 %
Solubility in 1mol/L HCI almosl transparency almost transparency

TCI Lot numbers are 4-5 characters in length. Characters listed after the first 4-5 characters are control numbers for internal purpose only.
The contents of the specifications are subject to change without advance notice. The specification values displayed here are the most up to date values. There may be cases

where the product labels display a different specification, however, the product quality still meets the latest specification.

Customer Service:

TOKYO CHEMICAL INDUSTRY CO., LTD

Tel: +81-3-5640-8878
Fax: +81-3-5640-8902

E-mail: TCI

—_ .
/aA?/‘ o Vhrtarl
Takuya Nishioka
Quality Assurance Department Manager




3. TCA (Trichloroacetic Acid)

Certificate of Analysis

1.00807.0100 Trichloroacetic acid for analysis EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur
Batch K54031707

Spec. Values Batch Values
Assay (alkalimetric) 2995 % 100.1 %
Identity (IR-spectrum) passes test passes test
Appearance colorless, passes test

deliquescent

crystals
Appearance of solution (200 g/I; water) clear and passes test

colorless
In water insoluble matter <0.01 % <0.01 %
Chloride (CI) <10 ppm <10 ppm
Nitrate (NOs) <20 ppm <20 ppm
Phosphate (PO.) <5 ppm <5 ppm
Sulfate (SOs) <200 ppm <200 ppm
Heavy metals (as Pb) <20 ppm <20 ppm
Cu (Copper) <5 ppm <5 ppm
Fe (Iron) <10 ppm <10 ppm
Readily carbonisable substance passes test passes test
Sulfated ash (600 °C) <300 ppm < 300 ppm

Date of release (DD.MM.YYYY) 16.02.2022
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 30.09.2024

Dr. Sebastian Lips

Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.
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Lampiran 4. Perhitungan Bahan

1.

Pembuatan Larutan stok Tirosin 1,10 mM (Mr = 181)

__gram _ 1000

M
Mr 174
0,0011 M = I x 2252= 9,955 gram atau 10 mg

Pembuatan Larutan Na,COs3 0,5M (Mr = 102)

ram 1000
M =L
Mr 14
gram 1000
0,5M = X — = 5,3 gram
102 100

Pembuatan Larutan NaOH 0,2 M (Mr = 40)

ram 1000
M ==
Mr 14
gram 1000
02M = x — = 0,8 gram
40 100

Pembuatan Larutan KH2PO4 0,2 M (Mr = 136)

ram 1000
M —gram 7%
Mr 14
ram 1000
02M =LZx—— =272 gram
136 100

. Konsentrasi Standar Tirosin

Lar Stok Tirosin 1,10 mM

Sampel larutan tirosin _ 0,01

9 —0,000005 mol

Mr Tirosin 181
0,000005 mol
- =(0,0011 mol/L
0,05L

- Volume yang dipipet 0,05 mL
0,05 mL x 0,0011 mol/L = 0,00005 L x 0,0011
=0,000000055 mol

0,000000055 mol

=0,00006875 M
0,008 L

=0,006875 mM
=6,875 uM
- Volume yang dipipet 0,1 mL
0,1 mL x 0,0011 mol/L =0,0001 L x 0,0011
=0,00000011 mol



0,00000011 mol

=0,00001375 M
0,008 L

=0,01375 mM
=13,75 uM
Volume yang dipipet 0,2 mL
0,2 mL x 0,0011 mol/L =0,0002 L x 0,0011

=0,00000022 mol
0,00000022 mol =0,0000275 M
0,008 L
=0,0275 mM
=275 uM

Volume yang dipipet 0,4 mL
0,4 mL x 0,0011 mol/L = 0,0004 L x 0,0011

= 0,000000055 mol
0,00000044 mol =0,000055 M
0,008 L
=0,055 mM
=55 M

6. Larutan Deret Standar Tirosin

Lar Stok tirosin 1,10 mM

Konsentrasi 6,875 uM

Vi.N1 =V N

V1. 1100 pM =8 mL . 6,875 uM = 0,05 mL
Konsentrasi 13,75 uM

Vi.N1 =V N

V1. 1100 pM =8 mL . 13,75 uM = 0,1 mL
Konsentrasi 27,5 uM

Vi.N1=V2 Ny

Vi. 1100 yM =8 mL . 27,5 uM = 0,2 mL
Konsentrasi 55 uM

Vi.N1=V2 Ny

Vi. 1100 pM =8 mL . 55 uM = 0,4 mL
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Lampiran 5. Perhitungan Aktivitas Protease

Faktor Pengenceran Bl SmL

V Total =Vt=5mL=5x10"L
Y =0,0121(b) x + 0,0266 (a)

R%=0,9947
Blanko
X = yb;a x fp
X _ 0,126 — 0,0226 x5
0,0121
X — 20528 5 —8,5454 x 5= 42,727 uM
0,0121

umol tirosin Blanko = [Blanko] x Vt=42,727 uM x 5 x 10 L =0,2136 pumol

Sampel 1 Simplo

X = yb;a x fp

x _ 0,68(?’(:1(;,;)226 <5

X = ggf;‘ X 5=1550744 x 5=275372 uM

pumol tirosin S1 =[S1] x Vt =275,372 uM x 5x 107 L =1,3769 pumol
pumol tirosin hasil hidrolisis = wmol tirosin sampel - pmol blanko

=1,3769 umol — 0,2136 umol
=1,1633 pmol

Aktivitas Protease ekstrak protease kasar getah pepaya

_umol tirosin _ 1,633 umol

U =0,0388 Unit

t 30 menit

_UxVi1 _0,0388x5,5mL
V2xV3 05x1

=0,4268 U/mL
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Sampel 1 Duplo

X = % x fp

x _ 0,675'()—1(;,3226 <5

X = gsizj X 5=53,9174x 5 = 269,587 uM

umol tirosin S1 =[S1] x Vt =269,587 uM x 5 x 102 L = 1,3479 umol
pumol tirosin hasil hidrolisis = umol tirosin sampel - pmol  blanko

=1,3479 umol — 0,2136 umol
=1,1343 pmol

Aktivitas Protease ekstrak protease kasar getah pepaya

e e =0,0378 Unit
= e =0,4158 U/mL

Sampel 1 Triplo

X = % x fp

X =Z:Z—f§‘1‘x5=54,4132x5=272,066 uM

pumol tirosin S1 =[S1] x Vt =272,066 uM x 5 x 10 L = 1,3603 pmol

umol tirosin hasil hidrolisis = umol tirosin sampel - pmol blanko

=1,3603 umol — 0,2136 pmol
=1,1467 pmol

Aktivitas Protease ekstrak protease kasar getah pepaya

__umol tirosin _1,1467 pmol

U =0,0382 Unit

t 30 menit

_ UxV1 ~0,0382x5,5mL
V2xV3 05x1

—0,4202 U/mL
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Sampel 2 Simplo

X = % x fp

x _ 0,54;0—102,(1)226 <5

X = gijg‘l‘ X 5=43,0082 x 5 = 215,041 uM

umol tirosin S1 =[S1] x Vt =215,041 pM x 5x 102 L =1,0752 pumol
pumol tirosin hasil hidrolisis = umol tirosin sampel - pmol  blanko

=1,0752 pmol — 0,2136 pmol
=0,8616 pumol

Aktivitas Protease ekstrak protease kasar getah pepaya

__pmol tirosin 0,8616 pmol

U = =0,0287 Unit
t 30 menit
_ UxV1i _ 0,0287 x 5,5 mL :0’3157 U/mL

V2xV3 05x1

Sampel 2 Duplo
_ 0,535 -0,0226
X =T ooz1 X
X = o2 5=42.3471 x 5 =211,7355 uM
0,0121

pumol tirosin S1 =[S1] x Vt =211,7355 uM x 5 x 10 L =1,0587 umol
pumol tirosin hasil hidrolisis = wmol tirosin sampel - umol blanko

=1,0587 umol — 0,2136 umol
=0,8451 pmol

Aktivitas Protease ekstrak protease kasar getah pepaya

mol tirosin 0,8451 pmol .
U= = =0,0282 Unit
t 30 menit
UxV1i 0,0282 x 5,5 mL
= = =0,3102 U/mL

T v2xV3 0,5x1
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Sampel 2 Triplo
X = % x fp

_ 0,550 —0,0226
X T o012t ¢ >
X — 0527\ 5 43,5868 x 5 = 217,934 uM

0,0121

umol tirosin S1 =[S1] x Vt =217,934 uyM x 5 x 102 L = 1,0897 pumol
pumol tirosin hasil hidrolisis = umol tirosin sampel - pmol  blanko

=1,0897 umol — 0,2136 pmol
=0,8761 pumol

Aktivitas Protease ekstrak protease kasar getah pepaya
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__pmol tirosin _ 08761 umol _ .
U= — ErTp— 0,0292 Unit
_ UxV1 _ 0,0292 x 5,5 mL :0’3212 U/mL
V2xV3 05x1
Sampel Pengulangan Kadar Rata-rata  Nilai Rata — Rata
(umol) Kadar+SD  Aktivitas  Aktivitas
(nmol) (U/mL) Protease =
SD (U/mL)

Getah Simplo 1,1633 0,4268
Buah  Duplo Lisas LIS E S 0aisg Yo
Pepaya  Triplo 1,1467 ’ 0,4202 ’
Getah Simplo 0,8616 0,3157
Tangkai Duplo 08451 %8009 5500 0,3157 &

Pepaya  Triplo 0,8761 0,0155 0,3212

0,0055




Lampiran 6. Hasil Uji Statistik T-Test
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Paired Samples Test

Paired Differences t df Sig. (2-
tailed)
Mean | Std. Std. 95% Confidence
Deviati | Error Interval of the
on Mean Difference
Lower | Upper
Pai | Sampel | 1.754 | .741101 | .247033 | 1.18479 | 2.32411 | 7.10 | 8 .000
r1 | -Hasil 4556 |1 7 48 63 2
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Lampiran 7. Dokumentasi Kegiatan

Tangkai Pepaya

Vortex

Sentrifugasi Larutan Standar



PH Meter
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