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ABSTRAK 

Pemanfaaatan bahan alami pad a proses pengolahan pangan secara tradisional dikaji pada 
penelitian ini sebagai upaya untuk mengungkap sisi illlliah dan sdallg lls Illelestarikan 
praktik yang telah diterapkan secara turun mcnurun. Tujuan pCllciilian ini adalah 
Illcmpelajari mekanisme aktivitas antill1ikrob ekstrak bahan alami dalalll ll1enginaktivasi 
mikrob penyebab gangguan pencernaan. Bahan alami yang digunakan adalah daun kesum 
dan getah pepaya kering yang diekstrak dengan ll1etode ultrasonico/ion assisted 
extraction dengan pelarut etanol. Pengujian aktivitas antilllikrob dilakukan dengan 
metode pengenceran makro, sedangkan pcngujian kebocoran Il1clllbran scI dengan 
metode spektrofotometri dan mikroskopi flouresen dengan penanda DNA propidiulll 
iodida. Ekstrak daun kesulll potensial sebagai sumber antimikrob alami dengan 
Konsentrasi I-Iambat Minimum (KHM) 50 mg/ml untuk E. coli dan 30 mg/Illl untuk 
S aurells. Ekstrak getah pepaya kering juga mem i I iki aktivitas ll1enghalllbat pcrtumbuhan 
S. allreliS dengan nilai KHM 8 mg/ml. Senyawa aktif pada daun kesull1 maupun getah 
pepaya ll1all1pu mengakibatkan pelepasan material sel yang ditandai dengan 
meningkatnya nilai absorbansi 260 nm supernatan. Kerusakan membran juga ditunjukkan 
dengan meningkatnya jUllllah sel yang berpcndar mcrah akibat propidiulll iodida 
berikatan dengan DNA setelah diamati dengan mikroskop flouresen. 

Kata kunci: Daun kesum, getah pepaya, kerusakan membran sel. 

ABSTRACT 

Utilization of natural resources during traditional food process was studied to discover the 
scientific background and to maintain these practices that have been applied for some 
generations. Mechanisms of extracts of kesum leaves and papaya late" on inactivating 
pathogen ic bacteria were stud ied. Extractions were conducted by ultra-son ication assisted 
extraction using ethanol. The antimicrobial activities of the ethanol extracts were tested 
by macro-dilution test. Cell membrane leakage was observed by measuring the optical 
density of the culture supernatant using spectrophotometry technique and red-fluorescent 
cells by fluorescence microscopy using DNA probe of propidiulll iodide. Ethanol extract 
of kesuill leaves showed high activity on test bacteria with the Minimal Inhibitory 
Concentration (MIC) 50 mg/ml for E.coli and 30 mg/rnl for S OlireliS. Ethanol extract of 
dried papaya latex also shO\ved inhibition on the growth of S ourells with MIC of 
8 mg/mL. Exposure to extract ethanol of kesull1 lcaves and papaya latex resulted in cell 
membrane leakage of S. aI/reus, indicated by increasing of optical density at 260 nm of 
the supernatant culture of S. aureus. ryIoreover, the membrane leakages \\ere also 
observed by increasing bacterial cells that red fluorescent using propidiul11 iodide DNA 
probe. 

Kcywords: Cell membrane leakage, kesul11 leaves, papaya latex. 
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PENDAHULUAN 

Indonesia kaya dengan keragaman hayati dan praktik pengolahan pangan 

. dengan memanfaatkan sumber indigenus. Kesum (Polygonum minus Huds.) 

merupakan salah satu tanaman yang banyak ditemukan di Kalimantan Barat yang 

memiliki aroma wangi, citarasa yang khas dan rasa yang tajam (agak pedas). 

Selain meningkatkan citarasa masakan, daun kesum ban yak dimanfaatkan sebagai 

tanaman herbal untuk pengobatan tradisional (Wasman et al. 2010; Qader et al. 

2012). Berdasarkan kajian fitofarmaka, tanaman kesum memiliki aktivitas 

antiviral, antibakteri, antikapang, antioksidan, dan antikanker (Qadcr e/ al. 2012). 

Pemanfaatan bahan alami juga ditemukan di daerah Enrekang Sulawesi Selatan, 

yaitu penggunaan getah pepaya untuk menggumpalkan susu pada pembuatan 

dangke (tahu susu). Getah pepaya diperkirakan memiliki kemampuan sebagai 

senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri tertentu. 

Papain yang dikandung getah pepaya diperkirakan memiliki peranan terhadap 

aktivitas antibakteri getah pepaya seperti yang dinyatakan oleh Seenivasan et al. 

(2010). 

Penghambatan bakteri oleh senya\ya antibakteri alami dapat tetjadi melalui 

beberapa mekanisme, salah satuya adalah gangguan terhadap fungsi membran 

sitoplasma (Mrozik et al. 2004). Kerusakan membran akibat aktivitas antibakteri 

,dapat mengakibatkan beberapa efek yang dapat diperiksa melalui beberapa cara 

(0' Neill et al. 2004). Salah satu metode yang dapat digunakan adalah dengan 

mengamati efek kebocoran membran yang mengakibatkan terlepasnya material 

sitoplasma, khususnya senyawa-seny3\ya dengan bobot molekul rendah dan 

komponen penyusun asam nukleat COonmetta-aree et al. 2006). Pelepasan 

material sitoplasma akibat kebocoran membran ini dapat diperiksa dengan 

mengukur absorbansi supernatan pada panjang gelombang 260 nm CLiu ef al. 

2004). Selain itu, kerusakan membran sel juga dapat diamati dengan DNA probe 

staining menggunakan Propidium Iodida (PI). Penelitian ini bertujuan untuk 

mempelajari pengaruh ekstrak daun kest.llll dan getah pepaya terhadap membran 

sel E. coli dan S. aureus secm'a in-vitro dengan DNA probe staining dan deteksi 

pelepasan material sitoplasma. 
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METODE PENELITIAN 

Bahan-bahan yang digunakan meliputi daun kesum (PoZygonum minus 

Huds.) dari Pontianak Kalimantan Barat, getah pepaya yang diperoleh dari pepaya 

di kebun University farm IPB, papain (Merck, Jerman), kultur S. aureus A TCC 

25923 dan E. coli ATCC 25922. 

Ekstraksi Daun Kesum 

Daun kesum segar (Polygonum minus Huds.) dibersihkan dan dikering

bekukan (/i'eeze d,yer, LABCONCO, British) selama 24 jam kl'l11 11dian diblender 

(National, Taiwan) dan diayak dengan ayakan 48 mesh sehingga diperoleh bubuk 

berukuran 300 11m. Ekstraksi dilakllkan dengan llitrasonikasi (Velickovic et af. 

2007 dengan modifikasi) dengan pelarut etanol C.LT. Baker, US). Bllbllk daun 

(25 g) diekstrak dengan 250 mL pelarut dalam erlenmeyer 500 mL dan 

dillitrasonikasi dengan frckuensi 40 kHz pada suhu 40± 1 °C selama 20 menit 

(BRANSONIC Ultrasonic cleaner 851OE-MTH, USA). Campuran disaring 

dengan kertas saring Whatman no 1, selanjutnya sllpernatan diuapkan dengan 

rotari evaporator bertekanan rendah pada suhu 40°C (BUCHl Rotavapor RII, 

Svvitzerland). Ekstrak dihcmbus dengan gas N2 untuk menguapkan sisa pelarllt 

dan disimpan dalam vial gelap pada suhu 4 °C sampai saat akan digllnakan. 

Ekstraksi Getah Pepaya 

Buah pepaya muda (2-5 bulan) ditoreh dengan kedalaman kurang lebih 

2- 3 mm. Getah yang dikumpulkan selanjutnya dikeringkan dengan menggunakan 

oven vakum pada suhu 50- 55°C hingga getah kering dan tidak lengket kemudian 

dibaluskan menjadi bubuk kemlldian ditentukan aktivitas proteolitiknya (Yapa 

et aZ. 1994). Getah tersebut kemudian diekstraksi untuk mendapatkan ekstrak 

etanol getah papaya dan papain kasar. 

Getab pepaya kering dicampur etanol dengan perbandingan 1 :20 kemudian 

dilakukan ultrasonikasi menggunakan sonikator selama 20 menit (Modifikasi 

Wang el af. 2008). Lannan getah yarig telah melalui proses ultrasonikasi disaring 

menggunakan kertas Whatman no. 1 filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan 
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dengan evaporasi menggunakan rotary evaporator dan dihembus dengan gas 

nitrogen hingga diperoleh berat konstan untuk mendapatkan ekstrak etanol kering. 

Untuk mendapatkan papain kasar, getah pepaya kering dihomogenkan 

menggunakan buffer posfat pH 8. pH larutan, dibuat menjadi 5 dengan 

menggunakan Hel 6 M lalu diaduk selama 15 menit pada suhu 4°e (Modifikasi 

Nitsawang et al. 2006). Filtrat dan bagian yang tidak larut dipisahkan dengan 

penyaringan menggunakan kertas saring Whatman no. 1. Filtrat yang diperoleh 

kemudian pH dibuat menjadi 9 dengan menggunakan NaOH 6 M dan diaduk 

selama 15 menit pada suhu 4 °e. Selanjutnya, fiItrat yang diperolch dipisahkan 

dan protease yang larut di dalamnya dipresipitasi menggunakan etanol dengan 

perbandingan 1 :6 . Endapan yang diperoleh dipisahkan dengan sentrifugasi pada 

kecepatan 4000 rpm pada suhu 4 °e . Presipitat dikeringkan menggunakan oven 

vakum pada suhu 50 °e hingga diperoleh papain kasar kering lalu digerus hingga 

diperoleh bubuk papain kasar. Papain kasar yang diperoleh dihitung rendememlya 

dan diukur aktivitas proteolitiknya menggunakan metode Bergmeyer. 

Persiapan Bakteri Uji 

Kultur stok yang digunakan adalah S. aureus A Tee 25923 dan E. coli 

A Tee 25922. Kultllr yang dipelihara pada TSA (Oxoid, England) miring pada 

sllhu 4 °e diinoklliasi ke BHIB (Oxoid, England) dan diinkubasi pada suhu 37 °e 

selama 18-24 jam. Suspensi bakteri selanjutnya digores pada TSA cawan dan 

diinkubasi pada sllhll 37 °e selama 48 jam. Koloni tllnggal ditransfer ke TSB 

(Oxoid, England) dan diinkubasi pada suhu 37 °e selama 18-24 jam (Oonmetta

aree et al. 2006) . 

Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

KHM ditentukan menggunakan metode klasik (macrodilufion) dengan 

pengenceran be1111rut-turut sebagaimana yang dilakukan Mazzola et al. (2009) 

dengan modifikasi . Dalam 6 tabung ditambahkan 1 mL TSB kecuali untuk tabung 

pel1ama, ditambahkan 2,5 mL TSB. Untuk tabung pertama ditambahkan 2,5 mL 

ekstrak etanol kesum atau getah pepaya (200 mg/ml), tabung divorteks dan 1 mL 

dipindahkan ke tabung ke 2. Perlakuan ini diulang dan dilakukan secara 
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berturut-turut sampai tabung ke 5 sehingga diperoleh konsentrasi 100; 50; 25; 

12,5; dan 6,25 mg/ml. Selanjutnya setiap tabung diinokulasi dengan 0,1 mL 

bakteri uji (106 CFU), kecuali untuk tabung pertama (0,4 mL bakteri uji). Tabung 

ke 6 sebagai kontrol (TSB + bakteri uji). Tabung diinkubasi pad a suhu 35 ± 2 °C 

selama 24 jam. Selanjutnya 100 ~l suspensi (dari setiap tabung uji) disebar di 

TSA cawan dan diinkubasi pada 35 ± 2 °C selama 18- 24 jam. KHM adalah 

tabung dengan konsentrasi yang tidak menunjukkan pertumbuhan bakteri (bening) 

atau konsentrasi terendah antibakteri yang mampll mereduksi viabilitas inokuIlIm 

sebesar 90% dari inokullim awal (Cosentino et al. 1999). 

Pclepasan Material Sitoplasma (Oonmctta-arcca et at. 2006 dcngan Modifi
kasi) 

Bakteri lIji diinokulasi pada 10 mL media TSB lalu diinkllbasi selama 

18-24 jam pada 35°C. Sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 

10 menit dilakuketn setelah inkubasi, sel disuspensikan kembali di dalam NaCI 

(0,85-0,9%) suspensi dibuat mencapai konsentrasi 1010 cfu/ml. Antimikroba 

ditambahkan ke media dengan konsentrasi terpilih dengan waktll paparan selama 

2 jam pada suhu 37°C. Kemampuan antimikrob dalam merusak membran sel 

ditentllkan dengan menghitung nilai OD supernatan pada panjang gelombang 260 

dan 280 lID1 menggunakan spektrofotometer UV -V IS 1800. 

Selanjutnya juga dilakukan penentuan kandungan protein supernatan (Henie 

ef af. 2009; Klotz et al. 2010). Sel bakteri yang sudah terpapar senyawa anti

mikrob, dipisahkan dengan sentrifugasi pad a 10.000 rpm selal11a 5 menit. 

Kandungan protein supernatan ditentllkan dengan pereaksi Bradford. 1 l11L 

pereaksi Bradford dital11bahkan ke 1 mL supernatan dan diinkubasi pada suhu 

ruang selama 5 l11enit. Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer pada 

595 nm dan Bovine serum albumin (BSA) sebagai protein standar pad a 

konsentrasi 0- 20 ~g/ml. 

Dctcksi Kerusakan Membran Sci de~gan DNA Probe Staining 

Suspensi bakteri uji yang telah dipaparkan ekstrak daun kesum atau getah 

pepaya disentrifus untuk memperoleh pelet bakteri uji . Selanjutnya pelet dibilas 

sebanyak tiga kali dengan larutan garam fisiologis. Penandaan dilakukan dengan 
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menggunakan 200 ilL SYBR Green dan 200 ilL propidium iodida lalu diinkubasi 

selama 15 menit pada suhu ruang dan kondisi gelap, kemudian diamati 

menggunakan mikroskop fluoresens. Sel dengan membran yang rusak 

menghasilkan fluoresensi merah. Fluoresensi merah terbentuk pada eksitasi 

maksimum 535 nm dan emisi maksimum 617 nm. 

Pengolahan Data 

Data hasil pengujian dari 3 ulangan diolah secara statistik dan analisis sidik 

ragam (untuk skrining aktivitas antibakteri) dengan taraf signifikansi 0,05. Jika 

terdapat pengaruh yang nyata (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji Duncan. 

Softl;vare yang digunakan adalah IBM SPSS Statistics 20. Hasil dilaporkan 

sebagai nilai rata-rata ± stan dar deviasi (SD). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Daun Kesum dan Getah Pepaya 

Nilai KHM ekstrak etanol daun kesum terhadap E. coli adalah 25 mg/ml 

dimana pada konsentrasi ini dapat menghambat 90% pertumbuhan dari jumlah 

awal inokulum, yaitu dari 5,58 log CFU/ml menjadi 4,23 log CFU/ml. Nilai KHM 

ekstrak etanol daun kesum terhadap E. coli adalah 25 mg/ml S. aureus adalah 

30 mg/ml dimana pada konsentrasi ini dapat dari jumlah awal inokulum, yaitu 

.5,50 log CFU/ml menjadi 4,48 log CFU/ml , (Gambar 1). Nilai KHM menyatakan 

konsentrasi terendah antibakteri yang mampu mereduksi viabilitas inokulum 

sebesar 90% dari inokulum awal (Cosentino et af. 1999) atau konsentrasi terendah 

antibakteri yang tidak menunjukkan pertumbuhan (tidak keruh) pada media cair. 

Nilai KHM ekstrak etanol daun kesum lebih besar dibandingkan dengan ekstrak 

kasar dari akar tanaman dengan genus yang sama, yaitu Polygonum cuspidatum. 

KHM ekstrak kasar dari akar P. cuspidatum terhadap E. cofi sebesar >2,5 mg/ml 

dan S. aureus sebesar 312,5 Ilg/ml, diperoleh dengan metode pengenceran mikro 

(microdilution) (Shan et af. 2008). Tanaman ini merupakan tanaman obat tradi

sional di China, Korea, dan Jepang. yang dimanfaatkan sebagai analgesik, 

antipiretik, diuretik, ekspektoran, dan antitusif. Nilai KHM yang tinggi dari 

ekstrak kasar mungkin tidak praktis untuk diaplikasikan ke bahan pangan sebagai 
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pengawet. Namun, hasil ini mengindikasikan adanya kandungan senyawa aktif 

yang potensial untuk dipelajari lebih lanjut. Senyawa aktif tersebut dapat 

dipisahkan dari ekstrak kasar untuk selanjutnya diisolasi, dimurnikan, dan 

diidentifikasi. 
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GambaI' I Kemamplian penghambatan ekstrak etanol dalln keSlIlli terhadap (A) E. coli 
dan (8) S aureus. 

Hasil lain yang diperoleh menunjukkan nilai KHM ekstrak etanol getah 

pepaya terhadap S. aurells adalah sebesar 8 mg/mL (Gambar 2). 
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Gambar 2 Penghambatan ekstrak etanol getah pepaya terhadap S aureus. GambaI' batang 
pertama menllnjllkkan jllmlah awal Saureus. 

Ashok et al. (2011) juga menunjukkan kemampuan ekstrak petroleum eter 

dan metanol getah pepaya menghambat pertumbuhan E. coli, P. acruginos{{, dan S. 

aureus. Sifat antibakteri ektrak getah pepaya ini dipengaruhi oleh kandungan 

senyawa aktif yang dikandung oleh ekstrak getah pepaya, yaitu flavonoid , 

alkaloid, tanin, triterpenoid, seroid, dan saponin (Krishna et al. 2008). 
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Kerusakan Membran Sel Akibat Paparan Ekstrak Etanol Daun Kesum 

Ketika suspensi E. coli dan S. aureus dipaparkan dengan ekstrak etanol daun 

kesum, terlihat adanya peningkatan absorbansi supernatan pada 260 nm dimulai 

pada menit ke 30 dibandingkan kontrol. Asam nukleat, baik DNA maupun RNA 

diketahui menyerap maksimal sinar UV pada 260 nm. lni merupakan indikasi 

terjadinya kerusakan berat dan irreversibel pada membran sitoplasma bakteri uji 

(Carson et al. 2002). Membran sitoplasma adalah komponen struktural yang 

mungkin menjadi rusak dan secara fungsional tidak valid ketika suspensi bakteri 

terpapar senyawa antimikroba. Jika membran sel terganggu, ion kecil seperti K+ 

dan P043- cenderung untuk keluar pertama diikuti oleh molekul besar seperti 

DNA, RNA, dan material lain (Shan et al. 2008; Xing et al. 2009). Nilai 

absorbansi supernatan E. coli lebih besar dibandingkan supernatan S. aureus 

untuk waktu yang sarna (Gambar 3). 
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GambaI' 3 Pelepasan material sel yang diserap pad a 260 nm dari sLlspensi E. coli dan 
S. aureus setelah diberi perlakllan ekstrak etanol dalln keslll11 (pada 
konsentrasi 4xKHM) dibandingkan dengan kontrol E. coli dan kontrol S. 
aureus. 

Peningkatan absorbansi supernatan E. coli dan S. aureus juga terlihat pada 

280 nm (Gambar 4). Seperti pada 260 mn, peningkatan absorbansi dimulai pada 

menit ke 30. Protein dengan cincin aromatik seperti tirosin dan triptofan diketahui 

menyerap sinar UV pada 280 nm. Hasil ini memiliki pola yang mirip dengan 

absorbansi supernatan pada 260 nm, dimana absorbansi supernatan E. coli lebih 

besar dibandingkan supernatan S. aureus untuk waktu yang sarna. Hasil ini 

menunjukkan penambahan ekstrak etanol daun kesum mengganggu penneabilitas 

membran sel yang menginduksi kebocoran material sitoplasma. 
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GambaI' 4 Pelepasan material sel yang diserap pada 280 nm dari sllspensi E. coli dan 
S aurells dengan perlakllan ekstrak etanol dalln keslIl11 (pada konsentrasi 
4xKHM) dibandingkan dengan kontrol E. coli dan kontrol ,\. U II l"e liS. 

Kebocoran protein dari bakteri uji juga di analisa menggunakan uji Bradford. 

Kebocoran protein S. aurells mengalami peningkatan setelah diberi perlakuan 

ekstrak etanol daun kesull1 mulai mcnit ke 30 dan mencapai maksimal pada menit 

ke 90. Sebaliknya pada kontrol S aureus tidak terlihat peningkatan kebocoran 

protein yang berarti (Gambar 5), sejalan dengan hasil yang diperoleh pada 280 nm. 
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GambaI' 5 Kebocoran protein dari E. coli dan S aurclis dengan perlakllan ekstrak etanol 
dalln keslll1l (pada konsentrasi 4xKHM) dibandingkan dengan kontrol E. coli 
dan kontrol S OlirClIS, 

Pola yang berbeda terlihat pada E. coli dimana setelah menunjukkan 

peningkatan kebocoran protein sampai dengan menit ke 90, terjadi penurunan 

yang mendekati kontrol pada menit ke 180. Diduga berhubungan dengan 

kemampuan sel beradaptasi. Klotz et al. (2010) melaporkan terganggunya inte

gritas membran E. coli menyebabkan bocornya protein sebelum sel kehilangan 

viabilitasnya. Protein yang dilepas keluar sel memiliki berat l1101ekul rendah 

antara 8- 11 kDa. 
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Penneabilitas membran sel bakteri UJI Juga diamati menggunakan 

mikroskop fluoresen setelah diwamai dengan propidium iodida (PI). PI dikenal 

juga sebagai DNA probe staining tidak dapat berdifusi atau menembus ke dalam 

sel bakteri karena memiliki ukuran molekul yang besar (Otto et af. 2010). PI 

hanya bisa berpenetrasi ke dalam sel bakteri bila terdapat pori atau keboeoran 

pada membran sel (Torrent el af. 2010), selanj utnya akan berikatan DNA sel 

bakteri dan fluoresensi merah akan terlihat dibawah mikroskop fluoreseen (Otto 

et af. 2010). Sel bakteri uji , baik E. coli maupun S. aureus menunjukkan pening

katan intensitas fluorosensi merah setelah dipaparkan dengan ekstrak etanol daUD 

kesum selama 30 menit (Gambar 6). 

GambaI' 6 Sel bakteri uji yang diwarnai dengan PI (A) kontrol E. coli, (8) E. coli setelah 
dipaparkan dengan ekstrak etanol daun kesulll selallla 30 Illenit (pada 
konsentrasi 4xKHM), (e) kontrol S. aurellS, dan (D) S. aureus setelah 
dipaparkan dengan ekstrak etanol daul1 kesull1 selallla 30 Illenit (pada 
konsentrasi 4xKHM). 

Terganggunya permeabilitas membran sel setelah dipaparkan dengan 

ekstrak etanol daun kesum terkait adanya sejumlah komponen aktif pada ekstrak. 

sehingga mekanisme aksi ekstrak dapat memengaruhi berbagai lokasi target pada 

bakteri uji. Daun kesum dilaporkan mengandung senyawa fenolik sebagai 

senyawa utama dengan total fenolik yang tinggi (Huda-Faujan et af. 2007 : 

Maizura et af. 2011 ; Qader ef af. 2012). Senyawa fenolik dilaporkan dapat 

mengganggu membran sitoplasma, mengganggu kekuatan motif proton, aliran 

elektron dan transportasi aktif (Burt 2004). 

Pengamh Ekstrak Getah Pepaya Terhadap Membran Sel S. aureus 

Keboeoran membran sel akibat aktivitas antibakteri mengakibatkan 

dilepaskannya molekul-molekul berukuran keeil dari dalam sitoplasma. Hasil 

pengukuran absorbansi untuk masing-masing perlakuan yang diperlihatkan pada 

Gambar 7 menunjukkan perubahan nilai absorbansi seiring perubahan konsentrasi 
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antibakteri yang digunakan, semakin tinggi konsentrasi nilai absorbansi yang 

diperoleh semakin tinggi. Perubahan nilai absorbansi supernatan menandakan 

terjadi perubahan jumlah komponen yang mampu menyerap cahaya pada panjang 

gelombang 260 nm yang dilepaskan dari dalam sel akibat aktivitas antibakteri 

(Carson et al. 2002). Hasil ini mengindikasikan getah pepaya kering, papain, dan 

ekstrak etanol mampu mengakibatkan b:bocoran membran sel. 
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GambaI' 7 Absorbansi 260 "1m supernatan. Konsentrasi antibakteri yang dimakslld adalah 
0.0027 g getah pepaya kering atau 0.00 I I g papain dalam 100 mL dan nilai 
KHM ekstrak etanol getah pepaya. 

Metode lain untuk mendeteksi kerusakan membran yang digunakan pada 

penelitian ini adalah dengan pengal1latan efek antibakteri terhadap l1lembran sel 

menggunakan l1likroskop illloresen. Gambar 8a l1lenunjllkkan sel utuh yang 

diwanai dengan SYBR Green l1lenghasilkan tluoresensi hijau. SYBR Green 

merupakan pewarna DNA yang mampu berdifusi ke dalam sel sehingga mampu 

mewarnai sel baik yang memiliki membran yang lltuh maupun yang rusak. Sel 

dengan membran yang rusak diperlihatkan pada Gambar 8b, warna merah 

dihasilkan dari ikatan an tara pewarna PI dengan D:\,A. 

(a) (b) 
Gambar 8 Penampakan S. aureus dengan membran lItuh menunjukkan fluoresensi hijau 

(a) dan fluoresensi merah yang dihasilkan oleh sel yang mengalami kebocoran 
membran (b) di bawah mikroskop fluoresens dengan perbesaran 10 x 100. 
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PI tidak mampu berdifusi ke dalam sel yang memiliki membran utuh karena 

ukurannya yang besar (BM 668,4) sehingga hanya mampu masuk ke dalam sel 

bila terdapat bagian yang rusak pada membran (Giao et aI. 2009). Sifat PI yang 

tidak mampu berdifusi melalu sel yang utllh dan hanya mampu masuk melalui 

membran yang mengalami kerusakan inilah yang dimanfaatkan pada pengujian 

untuk membedakan sel yang utuh dengan sel yang mengalami kebocoran. 

Sebagaimana disebutkan di atas, PI yang masuk ke dalam sel berikatan dengan 

komponen asam nukleat dan menghasilkan fluoresensi merah (Santo et al. 2011). 

Penggunaan PI sebagai pewarna untuk mendeteksi kerllsakan sel te \ah dilakukan 

oleh Otto et al. (2010) yang menguji efek campuran mineral CB07 dan BY07 

terhadap integritas membran S. aureus dan E. coli. PI yang l11asllk ke dalam sel 

akan menggantikan posisi pewarna lain dan menghilangkan efek fluoresensi yang 

dihasilkan oleh pewarna sebelumnya, yang dalam hal ini adalah SYBR Green, 

sehingga yang tampak di bawah mikroskop f1uoresens adalah f1uoresensi merah 

(Berney et al. 2007). 

Membran sel bakteri Gram positif dilapisi oleh dinding sel yang tersusun 

atas peptidoglikan dang mengandung GlcNAc, N-acetyl murmeric acid dan asam 

amino D- dan L- yang mampu berikatan dengan ion positif dari senyawa 

antibakteri. Ikatan yang terbentuk ini menyebabkan gangguan pada membran sel 

hingga teljadi kebocoran akibat perubahan tekanan osmotik (Seenivasan et aI. 

2610). Hal ini dibuktikan dengan terbentuknya f1uoresensi merah setelah 

pewarnaan dengan PI (Gambar 8b). 

KESIMPULAN 

Ekstrak etanol daun kesum potensial sebagai sumber antimikrob alami 

dengan kosentrasi hambat minimum 25 mg/ml untuk E. coli dan 30 mg/ml untuk 

S. aureus. Papain dan komponen non-proteolitik getah pepaya yang diekstraksi 

dengan etanol juga menunjukkan kemampuan menghambat pertumbuhan 

S. aureus hingga 90%. Deteksi pelepasan . material sitoplasma mengindikasikan 

gangguan integritas membran sitoplasma sel E. coli dan S. aureus akibat terpapar 

ekstrak etanol daun kesum. Getah pepaya kering, papain, dan ekstrak etanol getah 

pepaya juga dapat menyebabkan kerusakan pada membran sel bakteri yang 
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ditunjukkan dengan peningkatan nilai absorbansi 260 nm dan pengikatan PI oleh 

DNA S. aureus yang diamati dengan mikroskop fluoresens. 
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