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Abstrak 

 

Industri keju tradisional seringkali menggunakan rennet, sebuah enzim yang diperoleh dari 

perut hewan ruminansia, sebagai koagulan untuk menggumpalkan susu. Penggunaan rennet pada 

beberapa kasus menimbulkan potensi alergi pada beberapa konsumen. Papain adalah sejenis enzim 

proteolitik yang ditemukan dalam pepaya. Enzim proteolitik memiliki kemampuan untuk memecah 

protein, dalam proses pembuatan keju protein utama yang terdapat dalam susu adalah kasein. Kasein 

bertanggung jawab untuk membentuk gumpalan atau koagulan pada susu saat proses pembuatan keju 

mozzarella. Sehingga enzim papain dapat mengganti peran rennet dalam proses penggumpalan susu 

menjadi keju. Tujuan penelitian ini adalah melihat efektivitas waktu, temperature, dan konsentrasi 

papain yang tepat sebagai alternatif koagulan keju. Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental 

dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) faktor tunggal. Perlakuan yang diberikan yaitu 

waktu, temperature, dan konsentrasi papain yang digunakan. Masing-masing faktor diulang sebanyak 

3 kali. Variasi waktu yang digunakan adalah 20, 30, dan 40 menit. Variasi temperature pada 30, 34, 

dan 37◦C. Sedangkan variasi konsentrasi ekstrak papain 0.2, 0.3, dan 0.4%. Data yang diperoleh 

dianalisis dengan menggunakan Analysis Of Variance (ANOVA). Hasil penelitian waktu optimum yaitu 

30 menit dengan suhu 34◦C dan konsentrasi papain 0,4% Kesimpulan dari penelitian ini, dengan 

menggunakan konsentrasi, temperature dan waktu optimal akan cenderung menghasilkan keju dengan 

tekstur yang lebih lembut atau lebih kenyal. Peningkatan konsentrasi papain menyebabkan lebih 

banyak ikatan protein kasein dalam susu terurai, yang pada gilirannya dapat menghasilkan gumpalan 

keju yang lebih halus dan struktur yang lebih renggang. 

Kata kunci— papain, koagulan, keju mozarella  

 

1. PENDAHULUAN  

 Produk pangan lezat hasil olahan susu 

yang saat ini semakin diminati banyak orang 

adalah keju. Keju tidak hanya populer sebagai 

tambahan rasa dalam berbagai hidangan, tetapi 

juga sering dijadikan pelengkap makanan, 

seperti topping, dipping, hingga berbagai 

dessert. Koagulasi enzimatik dari susu menjadi 

salah satu proses penting dalam pembuatan 

keju. Proses ini membuat keju memiliki kaya 

akan nutrisi. Studi [1] menunjukkan keju 

sebagai sumber kalsium, vitamin A, riboflavin, 

dan vitamin B12. Dalam proses pembuatan 

keju, rennet bertindak sebagai koagulan yang 

esensial. Rennet dapat diperoleh dari hewan, 

tumbuhan, dan mikroorganisme, menawarkan 

beragam pengaruh terhadap kualitas keju [2]. 

Rennet dari anak sapi, atau calf rennet, selama 

ini mendominasi industri keju. Akan tetapi, 

pasokan terbatas calf rennet, yang hanya 
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mampu memenuhi 20-30% dari total kebutuhan 

[2].  

 Tumbuhan menjadi focus perhatian 

dalam mencari pengganti rennet. Papain 

merupakan enzim proteolitik yang dihasilkan 

dari lateks pepaya, terkenal karena 

resistensinya terhadap kondisi asam dan suhu 

yang tinggi [1][3]. Hal tersebut menunjukkan 

prospek positif sebagai alternatif rennet yang 

tidak hanya efektif, tetapi juga ekonomis dalam 

produksi keju. Mengingat pasokan dan biaya 

rennet dari anak sapi yang tinggi dan terbatas, 

sangat krusial untuk mengetahui kesesuaian 

papain sebagai pengganti rennet dalam 

produksi keju [4].  

 Sebagai upaya meningkatkan kualitas 

keju di tengah peningkatan produksi global, 

banyak penelitian telah dilakukan untuk 

mengevaluasi faktor-faktor yang memengaruhi 

karakteristik keju. Salah satu faktor yang 

memiliki dampak signifikan adalah konsentrasi 

rennet, yang mempengaruhi proses koagulasi 

dan kualitas akhir produk [5]. Faktor lain 

seperti komposisi susu dan metode produksi 

juga berperan penting dalam membentuk sifat 

keju [6][7]. Konsentrasi rennet juga 

memengaruhi tekstur keju, dengan perannya 

dalam memisahkan dan menghubungkan 

peptida dalam fase serum [8]. Jenis dan 

konsentrasi rennet berdampak pada tekstur, 

rasa, dan karakteristik keju [9]. Waktu 

koagulasi dan suhu juga berpengaruh terhadap 

kelembaban dan kekenyalan keju [10]. 

Penggunaan rennet dalam konsentrasi tinggi 

pada suhu yang lebih tinggi menghasilkan keju 

yang lebih keras, karena pembentukan agregat 

dan rongga yang lebih besar dalam jaringan 

protein [11]. Kekasaran keju juga berkaitan 

dengan suhu koagulasi, di mana kekencangan 

meningkat seiring dengan suhu [12].  

Penelitian ini berfokus pada 

mengetahui konsentrasi papain, suhu koagulasi, 

dan waktu koagulasi yang tepat dalam 

pembuatan keju menggunakan enzim papain. 

Hal ini dapat digunakan untuk meningkatkan 

pemahaman mengenai faktor-faktor yang 

mengendalikan rasa dan tekstur keju.  

 

 

 

2. METODE 

Bahan Percobaan 

Penelitian ini menggunakan bahan-

bahan antara lain susu sapi segar, garam, dan 

enzim papain. 

Alat Percobaan 

Adapun alat yang dibutuhkan adalah 

kain saring, kompor, panci, pengaduh, sendok, 

dan wadah penyimpan keju. 

Prosedur Pembuatan Keju 

Prosedur pembuatan keju dimodifikasi 

dari penelitian sebelumnya [13]. Pertama, 

setiap 1 liter susu segar dipasteurisasi pada suhu 

65°C selama 30 detik kemudian didinginkan 

hingga suhu 37°C. Setelah itu dimasukkan 

konsentrasi papain yang berbeda (0,2, 0,3, dan 

0,4%) per liter dengan suhu koagulasi (30, 34, 

dan 37 °C)  dan waktu koagulasi (20, 30, dan 40 

menit). Dilakukan 3 kali pengulangan pada 

setiap perlakuan. Jika sudah curd  yang 

terbentuk akan dipisahkan dengan whey 

menggunakan kain saring hingga tiris. Curd  

yang diperoleh akan dimasukkan pada wadah 

penyimpan keju. 

Analisis Statistik 

 Penelitian ini merupakan penelitian 

eksperimental dengan menggunakan rancangan 

acak lengkap (RAL) faktor tunggal. Terdapat 3 

perlakuan meliputi waktu, temperature, dan 

konsentrasi papain yang digunakan. Masing-

masing faktor diulang sebanyak 3 kali. Variasi 

waktu yang digunakan adalah 20, 30, dan 40 

menit. Variasi temperature pada 30◦C, 34◦C, dan 

37◦C. Sedangkan variasi konsentrasi ekstrak 

papain 0.2%, 0.3%, dan 0.4% per liter. Data 

yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan 

Analysis Of Variance (ANOVA). 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Berdasarkan hasil penelitian, hasil 

waktu optimum yaitu 30 menit dengan suhu 

34◦C dan konsentrasi papain 0,4%/liter. 

Berdasarkan variasi waktu tingkat elastisitas 

keju berada di rentang 7,3-10,2 cm. 
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Berdasarkan variasi suhu tingkat elastisitas keju 

berada di rentang 7,8-9,8 cm. Berdasarkan 

variasi konsentrasi tingkat elastisitas keju 

berada di rentang 9-11,2 cm.  

Tabel 1. Elastisitas Keju Berdasarkan Variasi 

Waktu  

Waktu (menit) Panjang (cm) 

20 7,3 

30 10,2 

40 7,7 

 

 
Gambar 1. Grafik Elastisitas Keju 

Berdasarkan Variasi Waktu 

Gambar 1. menunjukkan elastisitas keju 

bertambah pada 30 menit dan mencapai jumlah 

optimum, setelah waktu dinaikkan menjadi 40 

menit elastisitas keju yang terbentuk semakin 

menurun. 

 Lama waktu dalam proses koagulasi 

mampu mempengaruhi tekstur dari keju yang 

dibuat. Koagulasi menjadi proses yang penting 

dalam pembuatan keju dimana protein kasein 

pada susu akan menggumpal menghasilkan 

curd  yang akan diolah menjadi keju [14]. 

Waktu koagulasi mempengaruhi seberapa padat 

dan besar gumpalan curd  yang terbentuk. 

Waktu yang lebih lama cenderung 

menghasilkan gumpalan curd  yang lebih besar 

dan lebih padat dengan elastisitas tinggi, 

sementara waktu yang lebih singkat dapat 

menghasilkan gumpalan yang lebih kecil dan 

lebih lembut dengan elastisitas rendah [13]. 

Penelitian [13] mengungkapkan waktu 

koagulasi juga berpengaruh nyata terhadap 

kekerasan keju selama proses pemasakan, 

dengan waktu 20 menit, 30 menit, dan 40 menit 

menghasilkan keju dengan nilai kekerasan 

masing-masing 3,78, 12,25, dan 17,86 

N  bahwa kekerasan meningkat seiring 

bertambahnya waktu pemasakan dengan 

hilangnya kadar air selama pemasakan. 

Penelitian lain dari Purwadi [15] menunjukkan 

bahwa waktu optimum untuk pembuatan keju 

mozzarella dengan enzim papain dan asam 

sitrat adalah 30 menit. Waktu ini dipilih karena 

dapat menghasilkan keju dengan kandungan 

protein dan kalsium yang tinggi. 

Berdasarkan penelitian-penelitian 

tersebut, dapat disimpulkan bahwa waktu yang 

optimal untuk membuat keju adalah 30 menit. 

Pada waktu ini, proses koagulasi dan 

pembentukan curd  berlangsung dengan 

optimal dan menghasilkan keju dengan 

elastisitas yang baik. 

 

Tabel 2. Elastisitas Keju Berdasarkan Variasi 

Suhu 

Suhu (◦C) Panjang (cm) 

30 7,8 

34 9,8 

37 8,8 

 

 
Gambar 2. Grafik Elastisitas Keju 

Berdasarkan Variasi Suhu 

Gambar 2. menunjukkan elastisitas keju 

bertambah hingga suhu 34⁰C mencapai jumlah 

optimum dan setelah suhu dinaikkan menjadi 

37⁰C elastisitas keju yang terbentuk semakin 

menurun. 

Suhu memiliki pengaruh penting pada 

pembentukan tekstur dan elastisitas keju 

mozzarella. Jika suhu yang digunakan terlalu 
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tinggi akan mengakibatkan susu pecah. 

Pemanasan susu hingga pecah atau 

menggumpal yang signifikan dapat 

mengganggu proses pembentukan curd  dan 

menghasilkan keju yang tidak memiliki tekstur 

yang lembut dan elastis yang khas dari 

mozzarella [16]. Saat susu dipanaskan, protein 

kasein dalam susu mengalami perubahan 

struktural dan mulai menggumpal. Pemanasan 

yang terlalu tinggi atau terlalu lama dapat 

mengakibatkan gumpalan yang kasar dan 

pecah, yang menghasilkan keju dengan tekstur 

yang buruk [17]. 

Suhu koagulasi yang optimal 

memungkinkan enzim renin atau koagulan 

lainnya untuk bekerja dengan efisien dalam 

membentuk curd  dan mengontrol pengeluaran 

whey. Selain itu, suhu yang tepat juga 

memengaruhi kadar air yang terikat dalam curd  

[18].  Suhu yang tepat juga memengaruhi 

sejauh mana whey dapat dipisahkan dari curd . 

Secara umum suhu yang lebih tinggi selama 

koagulasi cenderung menghasilkan keju yang 

lebih keras, suhu rendah cenderung 

menghasilkan keju yang lembut dan kurang 

padat karena curd  yang dibentuk memiliki 

struktur yang lebih longgar, sedangkan suhu 

optimum membentuk tekstur keju yang elastis 

[15]. 

Penelitian oleh [19] menggunakan 3 

perlakuan suhu dan diperoleh hasil suhu 32⁰C 

berbeda sangat nyata dengan suhu 37⁰C dan 

42⁰C dalam mempengaruhi teksturnya. Suhu 

37⁰C menghasilkan keju dengan kualitas baik. 

Penelitian lain dari [13]  menggunakan 3 

perbedaan suhu dan ditemukan keelastisitasan 

keju ditemukan lebih tinggi pada suhu 34⁰C dan 

37⁰C dibandingkan pada suhu 30⁰C. 

Kekenyalan ini meningkat tidak hanya karena 

suhu, tetapi juga karena aktivitas enzim papain 

[19]. Sedangkan penelitian oleh [11] 

menunjukkan bahwa suhu optimum pembuatan 

keju mozzarella dengan enzim papain terdapat 

pada suhu 35⁰C dapat menghasilkan keju 

dengan elastisitas, protein, dan lemak yang 

tinggi. 

Berdasarkan penelitian-penelitian 

tersebut, dapat disimpulkan bahwa suhu yang 

optimal untuk membuat keju adalah 34-35⁰C. 

Pada suhu ini, proses koagulasi dan 

pembentukan curd  berlangsung dengan baik 

dan menghasilkan keju dengan kualitas yang 

baik. 

 

Tabel 3. Elastisitas Keju Berdasarkan Variasi 

Konsentrasi 

Konsentrasi (%) per liter Panjang (cm) 

0,2 9 

0,3 10 

0,4 11,2 

 

 
Gambar 3. Grafik Elastisitas Keju 

Berdasarkan Variasi Konsentrasi 

Gambar 3. menunjukkan elastisitas keju 

bertambah seiring dengan konsentrasi enzim 

papain yang digunakan serta pada konsentrasi 

0,4%/liter menunjukkan konsentrasi terbaik. 

Enzim papain merupakan enzim 

proteolitik yang berasal dari getah pepaya [20]. 

Enzim ini dapat digunakan sebagai koagulan 

dalam pembuatan keju. Proses koagulasi dalam 

pembuatan keju merupakan proses 

menggumpalnya protein kasein susu yang 

menghasilkan curd  dan whey sebagai produk 

akhirnya [16]. Curd  yang terbentuk selanjutnya 

akan diproses menjadi keju. 

Konsentrasi enzim papain yang 

digunakan dalam pembuatan keju akan 

berpengaruh terhadap proses koagulasi [21]. 

Konsentrasi enzim papain yang rendah akan 

mengakibatkan proses koagulasi berlangsung 

lebih lama. Hal ini disebabkan oleh aktivitas 

enzim yang tidak optimal untuk terjadinya 

reaksi penggumpalan. Sebaliknya, konsentrasi 

enzim papain yang tinggi akan mengakibatkan 

proses koagulasi berlangsung lebih cepat [22]. 

Hal ini disebabkan oleh aktivitas enzim yang 
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terlalu tinggi sehingga menyebabkan kasein 

terhidrolisis secara berlebihan. 

Keju mozzarella adalah keju yang 

terbuat dari rennet dan asam sitrat. Rennet 

adalah enzim yang digunakan untuk 

memisahkan bagian padat dan cair susu. Rennet 

didapatkan dari lambung mamalia yang 

mencerna susu, sehingga sulit ditemukan dan 

harganya mahal. Enzim papain memiliki fungsi 

yang sama dengan rennet, sehingga dapat 

dijadikan alternatif pengganti rennet. 

Sedangkan jeruk nipis dapat menggantikan 

asam sitrat. 

Penelitian yang berjudul “Pembuatan 

Keju Mozzarella dengan Enzim Papain dan 

Ekstrak Jeruk Nipis” membahas tentang 

pembuatan keju mozzarella menggunakan 

enzim papain dan ekstrak jeruk nipis sebagai 

pengganti rennet dan asam sitrat. Penelitian ini 

menggunakan metode percobaan faktorial 3 x 3 

dengan 3 kali pengulangan yang terdiri atas 2 

faktor, yakni jumlah enzim papain (P) P1 = 0 %, 

P2 = 0,1 %, P3 = 0,2 % dan ekstrak jeruk nipis 

(J) J1 = 3 %, J2 = 3,5 %, J3 = 4 %. Variabel yang 

diukur adalah nilai rendemen dan uji 

organoleptik warna, aroma, rasa, dan tekstur. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

perbedaan penggunaan konsentrasi enzim 

papain dan ekstrak jeruk nipis berpengaruh 

nyata terhadap nilai rendemen dan hasil uji 

organoleptik kecuali aroma. Enzim rennet 

ditambahkan ke dalam susu untuk membuatnya 

menggumpal atau mengalami koagulasi. 

Setelah susu menggumpal menjadi curd , susu 

dipanaskan kembali hingga suhu sekitar 38 

derajat Celsius untuk memisahkan whey dari 

curd .  

Perbedaan suhu pada setiap tahapan ini 

mempengaruhi reaksi kimia dan biokimia yang 

terjadi selama pembuatan keju. Suhu yang 

berbeda dapat menghasilkan tekstur, rasa, dan 

aroma yang berbeda pada keju. Penelitian oleh 

[23] menggunakan konsentrasi enzim papain 

sebesar 0,1%, 0,2%, 0,3%, dan 0,4% per liter 

untuk membuat keju mozzarella. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi 

enzim papain yang optimal untuk membuat 

keju mozzarella adalah 0,2%. Pada konsentrasi 

ini, proses koagulasi berlangsung selama 17 

jam, waktu pemisahan curd  dan whey 

berlangsung selama 10 menit, dan rendemen 

keju adalah 9,05%. 

Penelitian oleh Sari [24] menggunakan 

konsentrasi enzim papain sebesar 0,2%, 0,4%, 

0,6%, dan 0,8% per liter untuk membuat keju 

cottage. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

konsentrasi enzim papain yang optimal untuk 

membuat keju cottage adalah 0,4%. Pada 

konsentrasi ini, waktu koagulasi berlangsung 

selama 15 jam, rendemen keju adalah 10,2%, 

dan tekstur keju adalah lembut. 

Penelitian oleh Mukhlisah [25] 

menggunakan konsentrasi enzim papain 

sebesar 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8%, 1%, 3%, dan 

5% per liter untuk membuat dangke. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi 

enzim papain yang optimal untuk membuat 

dangke adalah 0,4%. Pada konsentrasi ini, 

waktu koagulasi berlangsung selama 15 jam, 

rendemen dangke adalah 12,5%, dan tekstur 

dangke adalah lembut. 

Berdasarkan penelitian-penelitian 

tersebut, dapat disimpulkan bahwa konsentrasi 

enzim papain yang optimal untuk membuat 

keju adalah 0,2% - 0,4%. Pada konsentrasi ini, 

proses koagulasi berlangsung dengan baik dan 

menghasilkan keju dengan kualitas yang baik. 

 

Tabel 4. Hasil Uji Normalitas 

  

Variabel 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig.  Statistic df Sig. 

Elatisitas Waktu .191 3 . .997 3 .900 

 Suhu .343 3 . .842 3 .220 

 Konsentrasi .196 3 . .996 3 .878 

a. Liliefors Significance Correction 

Tabel 5. Hasil Uji Anova 
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Elastisitas 

 Sum of 

Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4.587 2 2.293 1.358 .326 

Within Groups 10.133 6 1.689   

Total 14.720 8    

 

Data yang diperoleh selanjutnya 

dianalisis secara statistika menggunakan 

analisis ragam ANOVA (One Way Analisys of 

Variance) dengan hasil nilai signifikansi 0.326 

> 0,05 , dapat disimpulkan bahwa dari variabel 

waktu, suhu, dan konsentrasi rata-rata ketiga 

variabel tersebut tidak berbeda signifikan. 

Penggunaan waktu, suhu, dan temperature 

optimal akan cenderung menghasilkan keju 

dengan tekstur yang lebih lembut atau lebih 

kenyal.  

Dalam industri keju tradisional, rennet, 

enzim yang berasal dari perut hewan 

ruminansia, telah lama menjadi bahan utama 

dalam proses penggumpalan susu [26]. 

Kekhawatiran tentang potensi alergi yang 

mungkin muncul pada beberapa konsumen 

akibat penggunaan rennet dari hewan ruminasia 

[27]. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

beberapa orang dapat mengalami reaksi alergi 

terhadap rennet hewan ruminasia. Reaksi alergi 

ini dapat berupa gejala ringan seperti gatal-gatal 

dan ruam kulit hingga gejala berat seperti 

anafilaksis [28]. Kebutuhan untuk mencari 

alternatif koagulan yang lebih aman.  

Proses pembuatan keju melibatkan 

proses koagulasi yaitu penggumpalan protein 

kasein susu yang menghasilkan curd  dan keju. 

Proses ini dapat berlangsung selama berbagai 

waktu tergantung pada berbagai faktor, seperti 

jenis enzim yang digunakan, suhu, dan pH susu 

[29]. Kecepatan pembentukan produk dalam 

reaksi yang dipercepat oleh enzim dipengaruhi 

oleh jumlah substrat dengan meningkatnya 

jumlah substrat, kecepatan reaksi cenderung 

meningkat [30]. Tekstur keju yang dihasilkan 

menggunakan koagulan papain ini memiliki 

tekstur yang lebih lembut. karena memiliki 

kadar air yang lebih tinggi. Pengolahan keju 

yang menggunakan susu asli akan memiliki 

kadar air sebanyak 49,3%-62,4% [22]. Proses 

penggumpalan yang kurang sempurna dan 

dapat mempertahankan air yang lebih banyak 

menghasilkan tekstur produk yang kurang 

kompak dan cenderung lembek [31]. Secara 

umum, tekstur yang dihasilkan oleh keju 

dipengaruhi oleh faktor kadar air, kandungan 

lemak dan protein, garam, dan pH [23]. 

Pengolahan keju dengan ekstrak papain ini 

menghasilkan keju yang cenderung lembut 

namun sedikit lembek dengan elastisitas yang 

sama dengan keju yang dibuat dengan koagulan 

rennet. 

4. SIMPULAN 

 Berdasarkan hasil penelitian dapat 

disimpulkan bahwa konsentrasi enzim papain, 

waktu optimum, dan suhu yang tepat digunakan 

pada pembuatan keju mozzarella secara 

berturut-turut adalah 0,4% pada waktu 30 menit 

dengan suhu 34⁰C. Keju mozzarella yang 

dihasilkan memiliki tekstur yang lembut dan 

kenyal. Peningkatan enzim papain dengan suhu 

dan waktu yang tepat dapat mempercepat 

proses koagulasi, meningkatkan pembentukan 

gumpalan curd  yang padat, dan menghasilkan 

curd  yang lebih elastis. 
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