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SKRINING BAKTERI ASAM LAKTAT DAN YEAST  POTENSIAL PROTEOLITIK 

EKSTRASELULER DAN MILK CLOTTING ACTIVITY  DARI GETAH PEPAYA 

(CARICA PAPAYA L.) DAN FRESH CHEESE  

SKRINING OF LACTIC ACID BACTERIA AND YEAST POTENTIAL 

EXTRACELLULAR PROTEOLYTIC AND MILK CLOTTING ACTIVITY FROM 

LATEKS AND FRESH CHEESE PAPAYA (CARICA PAPAYA L.) 
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Abstract, Fresh cheese is a type of cheese without a fermentation 

process which is formed due to the milk coagulation process using the 

enzyme rennin. The use of rennin can be replaced using protease 

enzymes produced from papaya fruit sap and microorganisms. 

Protease enzymes from microorganisms are more profitable because 

they are easy to produce and gow faster. This research was carried out 

by making fresh cheese using papaya sap coagulum and then 

isolating lactic acid bacteria and yeast which have proteolytic activity 

and milk clotting activity. This research method is exploratory 

descriptive. The results showed that the total amount of LAB from 

fresh cheese and papaya latex was 2.4x106CFU/g and 1.1x107CFU/ml 

respectively, and the total amount of yeast was 1.5x103CFU/g and 

2.4x106CFU/ml. Candidate LAB isolates were found to have 

proteolytic activity with the highest to lowest Proteolytic Index values 

with isolate codes G4, G3, G5, and G1 of 1.7; 1.3; 1.08 and G1 was 

negative or < 0. Y1 yeast isolate had an IP of 1.36 and Y4 isolate was 

negative or < 0. The MCA values for isolates G4, G3, G5 and G1 were 

267.2 SU/ml, 250.95 SU/ml, respectively. 156.8 SU/ml and 138.1 

SU/ml and both yeast isolates could not coagulate milk. The four 

bacterial isolates found in this study did not belong to the LAB goup. 

Isolates G3 and G4 have characteristics that are almost similar to the 

genus Bacillus, while the two yeast isolates belong to the genus Pichia 

and Debaryomyces. So in this study no potential isolates were found 

to come from lactic acid bacteria or yeast. 

Keywords: Extracellular protease, Fresh cheese, Lactic acid 

bacteria, Milk clotting activity, Papaya (Carica 

papaya), Yeast.  
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PENDAHULUAN 

Keju adalah produk olahan susu 

yang mengandung berbagai macam 

nutrisi, seperti protein, karbohidrat, 

lemak, mineral dan vitamin (Res-

nawati, 2020). Keju dapat dibagi 

menjadi keju keras dan keju lunak. 

Fresh cheese termasuk kedalam keju 

lunak yang proses pembuatannya tidak 

melalui fermentasi dan salah satu jenis 

keju paling sederhana (Nugroho, dkk. 

2018). Fresh cheese dapat dibuat 

menggunakan susu dengan koagulan 

enzimatik ataupun kimia (Sulistyo, 

dkk. 2018).  

Pada umumnya enzim rennin yang 

berasal dari lambung anak sapi 

digunakan dalam pembuatan keju. 

Ketersediaan rennin dibatasi oleh 

jumlah anak sapi yang tersedia dan 

juga proses penyembelihan hewan 

harus berdasarkan syariat Islam 

(Sulistyo, dkk. 2018). Alternatif lain 

pengganti rennin adalah dengan 

menggunakan enzim protease berasal 

dari tumbuhan dan mikroba. Tum-

buhan yang ditemukan mengandung 

enzim protease diantaranya buah 

pepaya (Prihatini & Dewi, 2021), nanas 

(Rakhmah & Suryani, 2016) dan jahe 

(Nafisah, 2020).  

Pepaya (Carica papaya) memi-liki 

kandungan enzim papain yang mampu 

menghidrolisis bagian kappa casein 

pada susu sehingga dapat meng-

gumpalkan susu (Sulistyo, dkk. 2018). 

Papain dapat ditemukan pada bagian 

getah pepaya (Nuryati, dkk. 2018). 

Aktivitas koagulasi susu pada papain 

berpengaruh terhadap milk clotting 

activity. Hal ini yang menyebabkan 

kerusakan pada rasa dan tekstur keju 

(Tajalsir, dkk. 2021). Sulmiyati & Said 

(2018) menemukan bahwa pada 

konsentrasi 1-2% getah pepaya 

menghasilkan rasa pahit pada dangke 

yang merupakan sejenis olahan keju 

tradisional asal Kabupaten Enrekang, 

Sulawesi Selatan dan pada konsentrasi 

getah pepaya 0,5-1% dihasilkan dangke 

yang tidak pahit. 

Mikroorganisme seperti bakteri 

dan yeast diketahui memiliki ke-

mampuan menghasilkan enzim pro-

teolitik. Mikroorganisme mempunyai 

kemampuan tumbuh lebih cepat, 

mudah diproduksi dalam jumlah besar 

dan biaya produksi terjangkau (Su-

santi, dkk. 2018). Bakteri asam laktat 

dan yeast yang mampu menghasilkan 

enzim protease dapat menghidrolisis 

ikatan peptida pada protein sehingga 

protein terurai menjadi bentuk yang 

lebih sederhana (Pratama, dkk. 2021). 

Keberadaan yeast pada keju dapat 

mempengaruhi rasa, aroma dan pe-

nampilan khas keju (Fröhlich‐Wyder, 

dkk. 2019). 

Kemampuan bakteri asam laktat 

dan yeast dalam memproduksi enzim 

protease dapat dicirikan dengan ter-

bentuknya zona bening (clear zone) di 

sekitar koloni pada media selektif 

(Fitriana & Asri, 2022). Nur, dkk. (2015) 

menemukan bahwa pada dangke 

dengan koagulum getah buah pepaya 

ditemukan bakteri asam laktat spesies 

Lactobacillus acidophilus dan Lacto-

bacillus fermentum. Sarkono & Rahayu 

(2006) melaporkan bahwa pada buah 

pepaya ditemukan bakteri asam laktat 



Aliifah et al., 2023 | Jurnal Teknologi Hasil Peternakan, 4(2):167-183. 

 

169 

 

spesies Lactobacillus acidophilus. 

Beberapa genus bakteri asam laktat 

yang dapat ditemukan dalam keju, 

yaitu Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconoctoc dan Streptococcus 

(Bottari, dkk. 2018).  

Milk Clotting Activity (MCA) 

terjadi karena pembentukan gumpalan 

susu akibat adanya kerja enzim 

proteolitik yang dapat memecah ikatan 

peptida pada susu. MCA menjadi 

tahapan penting pada proses pembua-

tan keju karena kasein (protein susu) 

dapat digumpalkan membentuk curd 

(Setiadarma, dkk. 2020). Nilai MCA 

yang tinggi menunjukkan bahwa kerja 

enzim semakin baik kemampuannya 

dalam menghidrolisis kappa-kasein 

pada susu (Putri, dkk. 2020). Iskandar 

(2017) membuktikan bahwa nilai milk 

clotting activity pada getah pepaya 

kering sebesar 1878,99 SU/ml dengan 

kadar air 65%. Shresta (2019) juga 

menemukan bahwa nilai MCA dari 

getah pepaya murni sebesar 286,396 

SU/ml dengan waktu 83 detik dan 

suhu 70oC. 

Pada penelitian ini dilakukan 

penggunaan getah pepaya sebagai 

koagulan pembuatan fresh cheese. 

Isolasi BAL dan yeast menggunakan 

media selektif deMan Rogosa and 

Sharp Agar (MRSA) dan Malt Extract 

Agar (MEA) yang dicampurkan 

dengan susu skim. Isolat mikro-

organisme yang didapatkan akan diuji 

aktivitas proteolitik, milk clotting 

activity dan karakterisasi. Tujuan dari 

penelitian ini adalah untuk menda-

patkan isolat bakteri asam laktat dan 

yeast dari getah pepaya fresh cheese 

yang memiliki aktivitas proteolitik 

ekstraseluler dan nilai Milk Clotting 

Activity.  

MATERI DAN METODE 

PENELITIAN 

1. Bahan Penelitian 

Bahan utama pada penelitian ini, 

yaitu susu sapi yang diperoleh dari 

Koperasi Serba Usaha (KSU) Keca-

matan Tanjungsari, Kabupaten Sume-

dang dan getah dari buah pepaya 

varietas California yang diperoleh dari 

UPTD Balai Pengembangan Benih 

Hortikultura dan Aneka Tanaman 

Jatinangor. Bahan lainnya yang 

digunakan, yaitu amoxicillin, bahan-

bahan uji biokimia, deMan Rogosa and 

Sharpe Agar (MRSA), deMan Rogosa 

and Sharpe Broth (MRSB), Malt Extract 

Agar (MEA), Malt Extract Broth (MEB) 

dan susu skim. Alat yang digunakan 

dalam penelitian ini, diantaranya 

alumunium foil, appendorf, autoklaf, 

cawan petri disposable, erlenmeyer, 

finntip, gelas beaker, hot plate, 

inkubator, jarum ose, kaca objek, kain 

saring, laminar air flow, mikropipet, 

mikroskop, neraca analitik, parafilm, 

plastik wrap, sentrifugasi, tabung 

reaksi, thermometer dan ziplock.  

2. Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digu-

nakan, yaitu deskriptif eksploratif. 

Penelitian ini terdiri dari sterilisasi alat 

& bahan dan pembuatan media; 

penyadapan getah pepaya; pembuatan 

fresh cheese pepaya; isolasi dan 

enumerasi bakteri asam laktat dan 

yeast; pemurnian bakteri asam laktat 
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dan yeast; uji proteolitik bakteri asam 

laktat dan yeast; uji Milk Clotting 

Activity (MCA); dan karakterisasi 

bakteri asam laktat dan yeast.  

3. Prosedur Penelitian 

Pembuatan Fresh Cheese Pepaya 

Susu sapi 500 ml dipasteurisasi 

hingga mencapai suhu 70oC selama 30 

detik. Susu didinginkan hingga suhu 

40oC kemudian dipindahkan ke dalam 

wadah steril dan ditambahkan 2 ml 

getah buah pepaya lalu diaduk selama 

1 menit. Susu didiamkan 1 jam hingga 

terbentuk penggumpalan kasein 

(curd). Curd dipotong berbentuk dadu 

menggunakan pisau. Curd dengan 

whey dipisahkan menggunakan kain 

saring dan whey dibiarkan menetes 

selama 10 menit. Curd yang telah 

terpisah dari whey dilakukan pe-

ngepresan dengan beban 1 kg selama 

60 menit agar tidak ada kadar air yang 

masih tersisa. Penggaraman dilakukan 

dengan menambahkan NaCl 2% dari 

masa curd. Hasil yang diperoleh, yaitu 

gumpalan curd padat yang disimpan 

dalam wadah lalu ditempatkan dalam 

suhu kulkas untuk dianalisis 

(Nugroho, dkk. 2018). 

Isolasi dan Enumerasi Bakteri Asam 

Laktat (BAL) dan Yeast  

Tahap isolasi BAL dan yeast dari 

larutan getah pepaya dan fresh cheese 

pepaya yang dilakukan masing-masing 

dengan mengambil 1 ml larutan getah 

pepaya, 1 g fresh cheese pepaya dan 1 

ml susu diambil dan disuspensikan ke 

dalam tabung reaksi berisi 9 ml NaCl 

fisiologis sebagai pengenceran 10-1 

kemudian dilakukan pengenceran 

bertingkat sampai 10-5. Masing-masing 

0,1 ml suspensi dari 3 pengenceran 

terakhir, dituang di atas media 

kemudian disebar menggunakan ba-

tang L dengan metode spread plate. 

Cawan petri berisi ekstrak dan fresh 

cheese dibungkus dengan parafilm dan 

ziplock kemudian diinkubasi. Koloni 

yang tumbuh pada media dilakukan 

enumerasi lalu hasil inkubasi di-

dokumentasikan. BAL dan yeast dari 

sampel getah, susu dan fresh cheese 

pepaya ditandai dengan terbentuknya 

zona bening (clear zone) proteolitik 

terbesar selanjutnya dilakukan pe-

murnian. Syarat khusus penghitungan 

koloni bakteri berkisar 30-300 koloni. 

Enumerasi dilakukan menggunakan 

metode Total Plate Count (TPC) seperti 

yang dikemukakan oleh Jacob, dkk 

tahun 2018 dengan rumus sebagai 

berikut: 

𝐶𝐹𝑈 /  𝑚𝐿 = 𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑃𝑒𝑟𝑐𝑎𝑤𝑎𝑛 
1

𝐹𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑃𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛
 

 

Syarat khusus penghitungan ko-

loni yeast dilakukan dengan meng-

hitung koloni berkisar 10-150 koloni. 

Dilaporkan dalam CFU/g atau 

CFU/ml berdasarkan jumlah rata-rata 

set rangkap tiga dan bulatkan hitungan 

sampai dua angka penting (Lingle, dkk. 

2023). 

Pemurnian dan Kultivasi Bakteri 

Asam Laktat dan Yeast 

Koloni yang tumbuh pada media 

MRSA dan MEA dengan karakteristik 

adanya zona bening dan zona peng-

gumpal diinokulasikan kembali ke 

media baru menggunakan ose steril 
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lalu digores dengan metode streak 

plate. Cawan petri dibalut dengan 

parafilm dan plastik wrap kemudian 

diberi label. Biakan murni selanjutnya 

diinkubasi dengan suhu 37oC selama 48 

jam untuk BAL dan 25oC selama 48 jam 

untuk yeast agar terbentuk koloni yang 

tumbuh terpisah atau tunggal (Pad-

mavathi, dkk. 2018). Isolat murni 

bakteri dan yeast dari hasil pemurnian 

diinokulasikan menggunakan ose steril 

dengan cara digores ke masing-masing 

cawan petri berisi media MRSA dan 

MEA. Selanjutnya diinkubasi pada 

suhu 37oC selama 48 jam untuk bakteri 

dan suhu 25oC selama 48 jam untuk 

yeast. Hasil kultivasi disimpan di 

kulkas pada suhu 4oC (Widiatmono, 

dkk. 2020). 

Uji Proteolitik Bakteri Asam Laktat 

dan Yeast 

Uji proteolitik mengacu pada 

penelitian Putranto, dkk. (2019) yang 

dilakukan menggunakan metode Block 

Agar dengan cara membuat media A : 

isolat potensial dikultur secara merata 

(swab) pada media MRSA+skim 3% 

dan MEA+skim 3% kemudian di-

inkubasi dan dibuat plug. Media B : 

membuat media MRSA+skim 3% dan 

MEA+skim 3% lalu dibuat lubang plug 

menggunakan bagian belakang finntip 

1 ml steril pada media tersebut. Plug di 

media A yang ditumbuhi BAL dan 

yeast dipindahkan ke lubang plug di 

media B seperti memasang block 

kemudian diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 48 jam untuk bakteri dan suhu 

25oC selama 48 jam untuk yeast. 

Pengukuran dilakukan dengan mengu-

kur diameter zona bening yang ter-

bentuk di sekitar koloni, zona peng-

gumpal, diameter koloni dan indeks 

proteolitik. Seperti yang dikemukakan 

oleh Sumardi, dkk tahun 2018 dengan 

rumus indeks proteolitik (IP) sebagai 

berikut:  
 

𝐼𝑃 =  
𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑍𝑜𝑛𝑎 𝐵𝑒𝑛𝑖𝑛𝑔 (𝑚𝑚) − 𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 (𝑚𝑚)

𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 (𝑚𝑚)
 

 

Uji Milk Clotting Activity (MCA) 

Uji MCA mengacu pada El-

Tanboly, dkk. (2013) dengan cara isolat 

BAL dan yeast terpilih dengan adanya 

zona bening pada media MRSA dan 

MEA masing-masing diinokulasikan 

ke MRSB dan MEB 5 ml lalu diinkubasi. 

Isolat disentrifugasi dengan kecepatan 

10.000 g selama 30 menit pada suhu 

4oC. Supernatan atau crude enzyme 

(enzim kasar) dipisahkan pada 

eppendorf steril. MCA diukur dengan 

direaksikan 10% susu skim dengan 

10mM CaCl2 kemudian diambil 2,5 ml 

dari hasil reaksi tersebut dan 

ditambahkan 0,5 ml ekstrak enzim 

sampel dari hasil sentrifugasi. Inkubasi 

pada waterbath di suhu 37oC dengan 

waktu 5 menit untuk MRSB dan MEB. 

Waktu yang dibutuhkan dari pe-

nambahan enzim sampel sampai 

terjadinya penggumpalan susu diamati 

dan dicatat. Aktivitas penggumpalan 

susu ditentukan dengan perhitungan 

MCA berikut: 
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𝑀𝐶𝐴 (𝑆𝑈/𝑚𝐿)  =  
2400 𝑥 2,5 𝑥 𝐷

𝑇 𝑥 0,5
 

Keterangan:  

SU = Jumlah enzim yang diperlukan 

untuk menggumpalkan 1 ml 

substrat selama 40 menit pada 

suhu 35oC 

D = Faktor pengenceran enzim 

t = Waktu koagulasi (detik) 

Uji Karakterisasi Bakteri Asam Laktat  

Identifikasi bakteri asam laktat 

mengacu pada buku “Bergey’s Manual 

of Determination Bacteriology 9th”. 

Karakterisasi dilakukan secara makros-

kopis dengan pengamatan morfologi 

koloni, yaitu mengamati warna, ben-

tuk, tekstur, elevasi dan tepi koloni. 

Pengamatan mikroskopis dilakukan 

dengan pewarnaan gam untuk melihat 

bentuk sel. Uji biokimia dilakukan 

menggunakan pengujian Methyl Red-

Voges Proskauer (MR-VP), Triple 

Sugar Iron Agar (TSIA), tipe 

fermentasi, indol, katalase, motilitas, 

ketahanan suhu dan ketahanan kadar 

garam. 

Uji Karakterisasi Yeast 

Identifikasi yeast mengacu pada 

buku “The Yeasts A Taxonomic Study”. 

Karakterisasi dilakukan secara makros-

kopis dengan pengamatan morfologi 

koloni, yaitu mengamati warna, 

bentuk, tekstur, permukaan, elevasi 

dan tepi koloni. Pengamatan mikros-

kopis dilakukan dengan membuat 

preparat segar lalu diamati bentuk dan 

budding sel. Uji biokimia dilakukan 

menggunakan pengujian fermentasi 

gula, urease, kapsul dan pertumbuhan 

pada media cair. 

 

Analisis Data 

Data yang diperoleh dari hasil 

penelitian disajikan secara deskriptif 

dalam bentuk data kualitatif yang 

dapat memberikan gambaran menge-

nai suatu data yang diperoleh berupa 

jumlah bakteri asam laktat dan yeast, 

aktivitas proteolitik bakteri asam laktat 

dan yeast, nilai Milk Clotting Activity 

(MCA) dan karakterisasi makroskopis 

dan mikroskopis dari isolat terpilih. 

Data ditampilkan dalam bentuk 

gambar dan tabel. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Fresh Cheese  

Fresh cheese dilakukan menggu-

nakan susu 500 ml. Fresh cheese 

menunjukkan warna putih kekuningan 

dan menghasilkan berat curd sebesar 

16% atau 80 gam. Hal ini berasal dari 

warna bahan baku yang digunakan 

dalam pembuatan fresh cheese, yaitu 

susu. Warna putih berasal dari adanya 

butiran koloid lemak, kalsium fosfat 

dan kalsium kaseinat sedangkan 

adanya warna kuning disebabkan oleh 

pigmen beta-karoten dan riboflavin 

(Sharma, dkk. 2020). Adanya getah 

pepaya sebagai koagulan juga dapat 

membentuk warna kuning pada fresh 

cheese. Syaikal (2016) menyatakan 

bahwa semakin tinggi jumlah peng-

gunaan getah pepaya maka semakin 

pekat warna kuningnya. Curd yang 

terbentuk disajikan pada Gambar 1. 
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Gambar 1. Fresh Chese Pepaya 

 

Fresh cheese yang dihasilkan 

memiliki tekstur lembut, rapuh dan 

kadar air yang banyak. Sulistyo, dkk. 

(2018) mengatakan bahwa tekstur keju 

dipengaruhi oleh konsentrasi lemak 

yang tinggi dalam susu sehingga 

menghasilkan keju yang lunak dan 

rapuh sedangkan kandungan lemak 

yang rendah akan menghasilkan teks-

tur keras dan warna pucat. Lunak dan 

rapuhnya keju juga diduga karena 

getah pepaya yang digunakan 

kualitasnya kurang baik sehingga 

aktivitas enzim kurang optimal dalam 

menggumpalkan susu (Pulungan, dkk. 

2020). 

Fresh cheese yang dihasilkan 

memiliki aroma harum khas keju yang 

berasal dari susu sehingga aromanya 

kuat dan keju yang dihasilkan tidak 

beraroma pepaya. Hal ini disebabkan 

karena lemak dalam susu sapi yang 

mengandung asam lemak volatil yang 

berpengaruh dalam menghasilkan 

aroma khas susu (Pulungan, dkk.  

2020). Rasa yang dihasilkan, yaitu 

gurih dan pahit. Adanya rasa pahit 

disebabkan oleh peptida yang terben-

tuk sebagai hasil proteolitis (kelebihan 

aktivitas protease) dari koagulan getah 

pepaya dan lipolisis (enzim dipecah 

oleh lemak) (Pulungan, dkk.  2020). 

Jumlah Total Bakteri Asam Laktat dan 

Yeast 

Hasil penghitungan Total Plate 

Count (TPC) bakteri dan khamir pada 

sampel fresh cheese, getah pepaya dan 

susu selanjutnya dianalisis berda-

sarkan Standar Plate Count (SPC) yang 

hasilnya dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Total Plate Count  Bakteri 

Asam Laktat 

Sampel TPC (CFU/ml/gr) 

Fresh Cheese 2,4 x 106 

Getah Pepaya 1,1 x 107 

Susu Pasteurisasi 7,5 x 102 

 

Hasil penghitungan Total Plate 

Count (TPC) bakteri asam laktat 

menunjukkan bahwa pada sampel 

fresh cheese, yaitu 2,4 x 106 CFU/g, 

getah pepaya sebanyak 1,1 x 107 

CFU/ml dan susu sebanyak 7,5 x 102 

CFU/ml. Total BAL pada susu 

pasteurisasi hasilnya lebih rendah 

dibandingkan dengan fresh cheese dan 

getah pepaya. Hal ini dapat disebabkan 

karena terdapat proses pemanasan 

pada susu yang mengakibatkan 

sebagian BAL mati (Nawangsih, dkk. 

2020). Pada getah pepaya ditemukan 

jumah bakteri lebih banyak di-

bandingkan fresh cheese dan susu 

pasteurisasi yang menunjukkan bahwa 

di dalam getah pepaya terdapat 

mikroorganisme yang artinya pada 

getah pepaya BAL lebih tahan untuk 

hidup. Hal ini didukung oleh pe-

nelitian lain yang menemukan mikro-

organisme  dengan 14 jenis jamur dan 2 
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jenis bakteri terdapat dalam getah 

kuning buah manggis (Suada & Suniti, 

2014). John & Taysum (1963) dalam 

Salomez, dkk. (2014) yang telah 

mengisolasi 1000 strain eubacteria, 

yaitu diketahui bahwa bakteri lebih 

banyak daripada yeast dalam getah 

segar pohon karet. Genus tersebut 

diantaranya Bacillus, Lactococcus, 

Enterobacter, Serratia, Streptomyces 

dan Micrococcus. Bakteri dan yeast 

dalam getah segar pohon karet 

memiliki jumlah total mikroorganisme 

105-107 CFU/ml (Salomez, dkk. 2014). 

Hasil TPC pada media MEA untuk 

menghitung jumlah khamir, disajikan 

pada Tabel 2. 

Tabel 2. Total Plate Count  Khamir 

Sampel TPC (CFU/ml/gr) 

Fresh Cheese 1,5 x 103 

Getah Pepaya 2,4 x 106 

Susu Pasteurisasi 5 x 102 

Hasil penghitungan TPC yeast 

pada sampel fresh cheese, yaitu 1,5 x 

103 CFU/g, getah papaya sebanyak 2,4 

x 105 CFU/ml dan susu pasteurisasi 

sebanyak 5 x 102 CFU/ml. Total yeast 

pada getah pepaya diketahui lebih 

banyak jumlahnya dibandingkan de-

ngan fresh cheese dan susu pas-

teurisasi. Hal ini menunjukkan bahwa 

di dalam getah pepaya terdapat 

mikroorganisme lebih banyak yang 

artinya pada getah pepaya yeast lebih 

tahan untuk hidup. John & Taysum 

(1963) dalam Salomez, dkk. (2014) 

menemukan bahwa yeast terdapat 

dalam getah segar pohon karet tetapi 

jumlahnya lebih sedikit dibandingkan 

dengan bakteri. 

Skrining Kandidat Isolat Bakteri Asam 

Laktat Proteolitik 

Bakteri asam laktat diindikasikan 

dengan terbentuknya zona bening 

(clear zone) dan zona penggumpal 

(clotting zone) di sekitar koloni bakteri. 

Pada penelitian ini bakteri asam laktat 

diisolasi dari sampel fresh cheese, 

getah pepaya dan susu pasteurisasi. 

Berdasarkan Gambar 2. didapatkan 

satu kandidat isolat BAL berasal dari 

fresh cheese yang diberi kode G1. 

Bakteri ini menunjukkan adanya 

pembentukan zona bening disekitar 

koloni. Hal ini menunjukkan bahwa di 

dalam fresh cheese terdapat nutrisi 

yang dibutuhkan untuk pertumbuhan 

mikroba ini (Detha, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Hasil Skrining Kandidat 

Bakteri Asam Laktat Asal Getah dan 

Fresh Cheese Pepaya 
 

Keterangan: (a) Koloni, (b) Zona bening 

(Clear zone), dan (c) Zona penggumpal 

(Clotting zone) 
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Adanya zona bening disekitar 

koloni bakteri G1 menunjukkan isolat 

tersebut memiliki potensi untuk 

menghasilkan proteolitik. Pada dangke 

dengan koagulan getah pepaya 

ditemukan BAL spesies Lactobacillus 

plantarum (Melliawati dkk., 2015), 

Lactobacillus acidophilus dan 

Lactobacillus fermentum (Nur, dkk. 

2015). Berdasarkan Gambar 2.  

didapatkan tiga kandidat isolat BAL 

berasal dari getah pepaya yang 

menunjukkan ciri terbentuknya zona 

bening dan zona pengggumpal di 

sekitar koloni dengan kode G3, G4 dan 

G5. Hal ini menunjukkan bahwa ketiga 

isolat tersebut dapat menghasilkan 

enzim proteolitik yang memiliki 

kemampuan dalam menggumpalkan 

susu. Pada penelitian ini tidak 

ditemukan BAL berasal dari susu yang 

berpotensi memiliki aktivitas pro-

teolitik. 

Skrining Kandidat Isolat Yeast 

Proteolitik 

Yeast proteolitik diindikasikan 

dengan terbentuknya zona bening di 

sekitar koloni. Berdasarkan Gambar 3. 

terlihat bahwa satu kandidat isolat 

yeast berasal dari fresh cheese menun-

jukkan pembentukan zona bening yang 

kurang jelas terlihat disekitar koloni. 

Namun, hal ini masih dapat menggam-

barkan bahwa isolat yeast tersebut 

memiliki aktivitas proteolitik. Yeast 

dapat tumbuh di kondisi lingkungan 

dengan persediaan air yang cukup 

(Puspita, 2020). Fresh cheese memiliki 

kelembaban yang cukup tinggi se-

hingga yeast dapat ditemukan di-

dalamnya. Kurnianingtyas (2020) juga 

menemukan yeast dengan genus 

Candida dan Trichosporon dari keju 

Halloumi.  

Berdasarkan Gambar 3. terlihat 

bahwa satu kandidat isolat yeast dari 

getah pepaya menunjukkan pemben-

tukan zona bening yang kurang jelas 

terlihat disekitar koloni. Hal ini 

menunjukkan bahwa yeast tersebut 

memiliki kemampuan aktivitas pro-

teolitik. Keberadaan yeast dalam getah 

pepaya dapat berasal dari buah 

pepaya. Parameswari (2015) menemu-

kan bahwa yeast umumnya berasal 

dari buah pepaya dengan genus 

Saccharomyces. Beberapa peneliti juga 

menemukan bahwa di bagian 

permukaan kulit buah juga ditemukan 

yeast seperti: spesies yeast epifit, 

Candida tropicalis ditemukan di 

permukaan buah mangga dan 

Rhodotorula ditemukan di permukaan 

buah cabai Sriram & Poornachanddra 

(2013) dalam Hartati, dkk. (2021). Pada 

penelitian ini tidak ditemukan yeast 

berasal dari susu yang berpotensi 

memiliki aktivitas proteolitik.  

 

 

 

 

Gambar 3. Hasil Skrining Kandidat 

Khamir Asal Getah (Y1) dan Fresh 

Cheese Pepaya (Y4) 

Keterangan: (a) Koloni, (b) Zona bening 

(Clear zone) 
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Hasil Uji Proteolitik 

Kemampuan bakteri asam laktat 

dan yeast dalam memproduksi enzim 

protease dapat dicirikan dengan 

terbentuknya zona bening di sekitar 

koloni (Fitriana & Asri, 2022). Aktivitas 

proteolitik bakteri dan yeast dapat 

diketahui dengan menghitung diame-

ter zona bening (clear zone), zona 

penggumpal (clotting zone) dan indeks 

proteolitik. Bakteri asam laktat memiiki 

karakteristik penggumpalan, yaitu (1) 

Karakter penggumpalan (clotting) di 

sekitar koloni serta terbentuknya zona 

bening, dan (2) Karakter yang me-

nunjukkan aktivitas penggumpalan 

(clotting) namun tidak membentuk 

zona bening disekitar koloni (Putranto, 

dkk. 2018). 

Hasil uji aktivitas proteolitik pada 

kandidat isolat bakteri asam laktat 

dengan waktu inkubasi 24 jam di suhu 

37oC menghasilkan zona bening dan 

clotting zone yang terbentuk di sekitar 

koloni pada semua isolat. Hal ini 

menunjukkan bahwa keempat kandi-

dat isolat BAL dari fresh cheese dan 

getah pepaya berpotensi untuk 

menghasilkan Rennin Like Protease 

(RLP). Hasil uji aktivitas proteolitik 

dapat dilihat pada Tabel 3. 

Pada Tabel 3. dapat dilihat bahwa 

isolat G5 menunjukkan diameter zona 

bening paling besar, yaitu sebesar 27 

mm. Isolat lainnya, yaitu G4, G3 dan G1 

masing-masing menunjukkan diameter 

zona bening sebesar 25 mm, 23 mm dan 

3 mm. 

 

Tabel 3. Hasil Uji Proteolitik Kandidat Bakteri Asam Laktat 

Isolat Potensial Bakteri Asam Laktat 

Kode Isolat Hasil 
Clear Zone 

(mm) 

Clotting 

Zone (mm) 

Diameter 

Koloni (mm) 

Indeks 

Proteolitik 

(IP) 

G1 

 

3 8 12 - 

G3 

 

23 19 10 1,3 

G4 

 

25 22 9 1,7 

G5 

 

27 22 13 1,08 

Keterangan: (a) Koloni, (b) Zona penggumpal (Clotting zone), dan (c) Zona bening 

(Clear zone) 

a 

b c 

a 

b 
c 

a 

b 

c 

a 
b 

c 
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Keempat isolat tersebut juga meng-

hasilkan zona penggumpal dengan 

diameter terbesar pada G4 dan G5 

sebesar 22 mm. Isolat lainnya, yaitu G3 

dan G1 masing-masing menunjukkan 

diameter zona penggumpal sebesar 19 

mm dan 8 mm. Diameter zona bening 

dan clotting zone yang besar meng-

indikasikan bahwa bakteri tersebut 

memiliki aktivitas penggumpalan yang 

tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa 

semakin tinggi diameter clotting zone 

menunjukkan aktivitas Rennin Like 

Protease (RLP) yang tinggi (Putranto, 

dkk. 2018). Putranto (2018) menyatakan 

bahwa terbentuknya zona bening 

disebabkan karena enzim proteolitik 

menghidrolisis substrat kasein (skim) 

menjadi peptida dan asam amino 

sehingga terjadi perubahan warna dari 

putih kecoklatan menjadi tidak 

berwarna. Hidrolisat tersebut meru-

pakan sumber protein yang dipakai 

dalam metabolisme pertumbuhan sel 

bakteri. Diameter zona bening dari 

keempat isolat selanjutnya dihitung 

nilai Indeks Proteolitik (IP) untuk 

diketahui perbandingan antara 

diameter zona bening terhadap 

diameter koloni isolat. Adanya IP 

memberikan gambaran perbandingan 

besarnya diameter koloni bakteri 

dengan zona bening yang terbentuk. 

Pada penelitian ini diketahui bahwa 

nilai IP tertinggi ke terendah dari 

keempat isolat, yaitu G4 sebesar 1,7; G3 

sebesar 1,3; G5 sebesar 1,08 dan G1 

hasilnya negatif atau < 0. Kandidat 

isolat BAL dengan kode G3, G4 dan G5 

termasuk ke dalam kategori yang 

memiliki nilai IP sedang (1>IP<3) 

sedangkan pada isolat G1 tidak 

dihasilkan IP karena < 0. Cahya-

ningum dkk. (2021) menyatakan bahwa 

indeks proteolitik dikategorikan 

rendah apabila nilai IP ≤ 1, kategori 

sedang dengan IP antara 1 sampai 3 

(1>IP<3) dan kategori tinggi dengan IP 

≥ 3. Indeks 3 sangat potensial untuk 

dikembangkan sebagai sumber 

protease.  

Pada Tabel 4. menunjukkan bahwa 

kedua isolat yeast menghasilkan 

diameter zona bening yang kurang 

jelas atau tidak terlihat. Pada isolat Y1 

dihasilkan zona bening dengan ukuran 

0,5 mm, zona penggumpal 1,2 mm dan 

diameter koloni sebesar 1,1 mm. Pada 

isolat Y4 dihasilkan zona bening 

sebesar 0,2 mm dengan diameter koloni 

1,4 mm. Kemampuan kedua isolat 

yeast dalam mendegadasi protein 

dapat dilihat pada nilai Indeks Pro-

teolitik (IP) yang diperoleh. Hasil 

penghitungan IP dari kedua isolat 

yeast, yaitu 0,54 pada isolat Y1 dan 

isolat Y4 hasilnya negatif atau < 0. 

Cahyaningum, dkk. (2021) menyatakan 

bahwa indeks proteolitik dikategorikan 

rendah apabila nilai IP ≤ 1. . Hal ini 

membuktikan bahwa kedua isolat 

yeast yang diperoleh dalam penelitian 

ini merupakan yeast yang memiliki 

aktivitas proteolitik yang sangat 

rendah.  
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Tabel 4. Hasil Uji Proteolitik Kandidat Khamir 

Isolat Potensial Khamir 

Kode Isolat Hasil 
Clear Zone 

(mm) 

Clotting 

Zone (mm) 

Diameter 

Koloni (mm) 

Indeks 

Proteolitik 

(IP) 

Y1 

 

26 23 11 1,36 

Y4 

 

2 - 14 - 

Keterangan: (a) Koloni, (b) Zona penggumpal (Clotting zone), dan (c) Zona bening 

(Clear zone) 

Hasil Uji Milk Clotting Activity (MCA)  

Hasil uji MCA pada Tabel 5. 

menunjukkan bahwa keempat isolat 

mampu menggumpalkan susu dengan 

rata-rata nilai MCA paling tinggi pada 

isolat G4, yaitu sebesar 267,2 SU/ml. 

dan koagulasi terjadi dengan cepat 

selama 45 detik. Semakin cepat 

koagulasi yang terjadi maka semakin 

tinggi nilai MCA. Semakin tinggi nilai 

MCA maka semakin baik pula 

kemampuan suatu enzim dalam meng-

hidrolisis kappa-kasein pada susu 

(Putranto, dkk. 2020).  Sun, dkk. (2014) 

dalam Putranto, dkk. (2020) mene-

mukan bahwa suhu optimal untuk 

Rennin Like Protease (RLP) umumnya 

pada suhu kisaran 30-75oC. Shrestha & 

Maskey (2019) menyatakan bahwa nilai 

MCA yang dihasilkan dari getah 

pepaya murni sebesar 286,396 SU/ml. 

Pada penelitian ini hasil penggum-

palan susu menggunakan isolat bakteri 

tidak berbeda jauh dengan peng-

gunaan getah pepaya. Hasil uji MCA 

dapat dilihat pada Gambar 4 dan 5. 

 

Tabel 5. Hasil Uji Milk Clotting Activity (MCA) Bakteri Asam Laktat 

Kode 

Isolat 

Waktu (detik) 
Rata-rata 

Waktu (detik) 

Nilai MCA (SU/ml) 
Rata-rata Nilai 

MCA (SU/ml) 
Pengulangan Pengulangan 

1 2 1 2 

G1 90 84 87 133,3 142,9 138,1 

G3 51 45 48 235,3 266,6 250,95 

G4 47 43 45 255,3 279,1 267,2 

G5 83 71 77 144,6 169 156,8 

 

 

a 

b 

c 

a 

c 
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Gambar 4. Hasil Uji MCA Pengulangan Pertama 

 

 
Gambar 5. Hasil Uji MCA Pengulangan Kedua 

 

Hasil uji MCA menunjukkan 

bahwa karakteristik curd bertekstur 

lunak dan berwarna putih kecoklatan 

yang berasal dari media yang 

digunakan, yaitu MRS broth. Isolat 

bakteri G3 dan G4 merupakan bakteri 

gam positif berspora yang mengha-

silkan nilai MCA lebih tinggi daripada 

bakteri gam negatif pada isolat G1 dan 

G5. Zhang, dkk. (2021) menemukan 

Bacillus subtilis yang merupakan 

bakteri berspora memiliki nilai MCA 

sebesar 874,5 SU/ml dengan suhu 

optimum 55oC. Pada isolat G1 dan G5 

merupakan bakteri gam negatif diduga 

merupakan bakteri proteolitik yang 

dapat mendegadasi protein sehingga 

mampu menggumpalkan susu. 

Hasil uji MCA isolat yeast 

menunjukkan bahwa kedua isolat 

tidak dapat menggumpalkan susu.  

Pada suhu 50oC supernatan kedua 

isolat yeast dimasukkan kedalam 

substrat MCA kemudian setelah 

didiamkan selama 2 jam kedua isolat 

tidak menunjukkan ciri-ciri penggum-

palan sehingga dapat disimpulkan 

bahwa kedua isolat yeast tidak 

memiliki aktivitas penggumpalan 

susu.  Hal ini dapat disebabkan karena 

zona bening yang dihasilkan pada uji 

proteolitik sangat kecil bahkan tidak 

terdapatnya enzim protease pada yeast 

yang ditemukan dari fresh cheese dan 

getah pepaya.  Berikut merupakan 

hasil uji MCA kedua isolat yeast pada 

Gambar 6. 

 

Gambar 6. Hasil Uji MCA Khamir 

Uji Karakterisasi Bakteri Asam Laktat 

Hasil identifikasi menunjukkan 

bahwa keempat isolat bakteri tersebut 

bukan termasuk ke dalam kelompok 

bakteri asam laktat. Krishnan (2012) 

dalam Mubarokhah, dkk. (2020) bahwa  
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Gambar 7. Pewarnaan Gram 

ditemukan Bacillus berasal dari pepaya 

yang merupakan endofit di dalam biji 

dan buah pepaya. Isolat G3 dan G4 

merupakan bakteri gam positif 

berspora yang memiliki kemiripan 

dengan genus Bacillus. Berikut meru-

pakan hasil dari pewarnaan gam dari 

keempat isolat bakteri menggunakan 

mikroskop dengan perbesaran 1000x 

pada Gambar 7. 

Pada penelitian ini terdapat proses 

penyadapan getah dengan cara 

menyayat kulit buah pepaya yang 

diduga bakteri tersebut terbawa dari 

permukaan kulit buah pepaya atau 

berasal dari buahnya. Dapat di-

simpulkan bahwa keempat isolat 

bakteri yang ditemukan dari fresh 

cheese dan getah pepaya tidak 

ditemukan bakteri asam laktat. Bakteri 

yang ditemukan tersebut diduga 

merupakan bakteri epifit atau endofit 

dari buah pepaya dimana bakteri 

tersebut termasuk ke dalam bakteri 

proteolitik yang genusnya belum 

diketahui. 

Uji Karakterisasi Yeast 

Identifikasi genus yeast mengacu 

pada buku “The Yeasts A Taxonomic 

Study”. Identifikasi isolat yeast dari 

fresh cheese dan getah pepaya pada 

penelitian ini telah dilakukan melalui 

pengamatan makroskopis, mikros-

kopis dan uji biokimia. Berdasarkan 

hasil identifikasi isolat yeast dengan 

kode Y1 bahwa yeast ini memiliki 

karakteristik morfologi koloni ber-

warna putih susu, berbentuk sirkuler, 

tekstur lembut, permukaan kusam, 

elevasi convex dan tepian rata. 

Morfologi sel berbentuk bulat, budding 

multilateral dan memiliki pseudohifa. 

Uji biokimia yang dihasilkan menun-

jukkan reaksi positif kuat pada fermen-

tasi gula glukosa dan sukrosa, positif 

urease, tidak berkapsul, isolat tumbuh 

pada media MEB dengan terbentuknya 

endapan putih di dasar tabung dan 

pelikel tipis di permukaan tabung. 

Berdasarkan kemiripan tersebut dapat 

disimpulkan bahwa isolat Y1 meru-

pakan Pichia. 

Nurhalimah, dkk. (2022) menemu-

kan bahwa genus Pichia memiliki ciri 

koloni berbentuk bulat, warna putih 

atau krem, bertekstur padat, elevasi 

convex, dan permukaan kusam tidak 

mengkilat. Ciri sel berbentuk elips, 

bulat atau memanjang, membentuk 

pseudohifa tetapi jarang membentuk 

true hifa dan reproduksi secara 

aseksual dengan pertunasan (budding) 

multilateral. Kurtzman, dkk. (2011) dan 

Lina, dkk. (2021) meneliti bahwa genus 

Pichia ini memiliki kemampuan me-

lakukan fermentasi glukosa dan 

sukrosa, dapat menghasilkan urease, 

G1

a 

G5

a 

G4

a 

G3

a 
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tidak berkapsul dan tumbuh pada 

media cair dengan membentuk pelikel 

serta endapan putih di dasar tabung. 

Berdasarkan kemiripan tersebut dapat 

disimpulkan bahwa isolat Y1 merupa-

kan Pichia sp yang diisolasi dari fresh 

cheese. Pichia ditemukan pada keju 

didukung oleh penelitian Bintsis (2021) 

yang menemukan spesies Pichia fari-

nosa dan Pichia membranefasciens dari 

keju Manouri. Fresh cheese memiliki 

kelembaban yang tinggi dan genus 

Pichia dapat tumbuh di lingkungan 

yang ekstrim dengan pH rendah atau 

tinggi dimana fresh cheese pepaya 

yang dihasilkan rasanya pahit (basa) 

(Ma, dkk. 2021).  

Hasil penelitian pada isolat Y4 

menunjukkan karakteristik berwarna 

putih mengkilat, berbentuk sirkuler, 

tekstur lembut, permukaan licin, 

elevasi convex dan tepian rata. 

Morfologi sel berbentuk bulat, budding 

multilateral dan memiliki pseudohifa. 

Uji biokimia yang dihasilkan menun-

jukkan reaksi positif lemah pada 

fermentasi gula, positif urease, tidak 

berkapsul, isolat tumbuh pada media 

MEB dengan terbentuknya endapan 

putih di dasar tabung. Kurtzman, dkk. 

(2011) mengatakan bahwa genus 

Debaryomyces mampu memfermen-

tasi gula tetapi sangat lambat dan 

lemah, tidak mampu memfermentasi 

laktosa, mampu menghasilkan urease, 

tidak memiliki kapsul dan dapat 

tumbuh pada media cair yang dicirikan 

dengan terbentuknya endapan putih di 

dasar tabung, sehingga dapat 

disimpulkan bahwa isolat Y4 diduga 

merupakan Debaryomyces. dari getah 

pepaya. Debaryomyces mampu berta-

han hidup di kondisi ekstrim, seperti 

garam tinggi atau tingkat pH yang 

relatif basa seperti getah pepaya 

(Ramos-Moreno, dkk. 2021). Berikut 

merupakan hasil pengamatan sel yeast 

dari isolat Y1 dan Y4 menggunakan 

mikroskop perbesaran 1000x pada 

Gambar 8. 

   

Gambar 8. Preparat Segar Khamir 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian yang 

telah dilakukan maka dapat diketahui 

bahwa Jumlah bakteri asam laktat yang 

didapatkan dalam fresh cheese sebesar 

2,4x106 CFU/g dan getah pepaya 

sebesar 1,1x107 CFU/ml. Jumlah total 

yeast dalam fresh cheese sebesar 

1,5x103 CFU/g dan getah pepaya 

sebesar 2,4x106 CFU/ml. Kandidat 

isolat BAL dan yeast berasal dari fresh 

cheese dan getah pepaya dapat 

menghasilkan enzim proteolitik de-

ngan karakteristik adanya zona bening 

dan clotting zone di sekitar koloni. 

Keempat isolat bakteri memiliki Indeks 

Proteolitik tertinggi ke terendah pada 

masing-masing isolat G4, G3, G5 dan 

G1, yaitu sebesar 1,7; 1,3; 1,08 dan G1 

hasilnya negatif atau < 0. Isolat yeast Y1 

memiliki IP sebesar 1,36 dan isolat Y4 

hasilnya negatif atau < 0. Tidak 

dihasilkannya IP karena zona bening 

yang terbentuk sangat kecil. Nilai Milk 

Y4 

 

Y1 
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Clotting Activity (MCA) dari ekstrak 

kasar protease isolat bakteri berasal 

dari fresh cheese dan getah pepaya 

didapatkan rata-rata nilai MCA 

tertinggi pada isolat G4, G3, G5 dan G1, 

yaitu sebesar 267,2 SU/ml, 250,95 

SU/ml, 156,8 SU/ml dan 138,1 SU/ml. 

Pada ekstrak kasar protease isolat yeast 

tidak diperoleh nilai MCA karena 

kedua isolat yeast tidak dapat 

menggumpalkan susu. Pada penelitian 

ini  tidak didapatkan isolat potensial 

berasal dari bakteri asam laktat 

maupun yeast karena empat isolat 

bakteri yang ditemukan bukan 

termasuk kelompok BAL dan dua 

isolat yeast yang ditemukan tidak 

dapat menggumpalkan susu.  
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