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Lampiran 1  Hasil analisis KLT (Kromatografi Lapis Tipis) madu klengkeng, 

madu randu, dan madu organik 
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Lampiran 2  Pembuatan media MRSB (deMann Rogosa Sharpe Broth) 

Kaldu de Mann, Rogosa, Sharpe (MRS Broth, MRSB)  
 

Pepton   : 10 g L-1  
Ekstrak daging : 10 g L-1  
Ekstrak ragi  : 5 g L-1   
Glukosa  : 20 g L-1  
Tween 80  : 1 g L-1  
Amonium sitrat : 2 g L-1  
Na-asetat  : 5 g L-1  
Mg-sulfat  : 0.1 g L-1  
Mn-sulfat  : 0.05 g L-1  
Dikalium fosfat : 2 g L-1  
 
  
Media Minimal M9  
 
Na2HPO4  : 33.9 g L-1   
KH2PO4  : 15 g L-1  
NH4Cl   : 2 g L-1   
NaCl   : 2.5 g L-1  
Glukosa  : 20 g L-1   
MgSO4  : 1 g L-1  
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Lampiran 3  Prosedur analisis aktivitas enzim amilase, lipase dan protease 

a. Prosedur analisis aktivitas enzim amilase (Bergemeyer & Grassi 1983) 

Perlakuan 
Blanko 

(mL) 

Standar 

(mL) 

Sampel 

(mL) 

Soluble starch dalam buffer sitrat (pH 5.7) 1 1 1 
Maltosa standar         - 1 - 
Ekstrak enzim         - - 1 
Akuades 1  -  -  
Kocok dan inkubasi dalam shaker waterbath selama 30 menit pada suhu 32 °C 
DNS 3 3 3 
Panaskan pada suhu 100 °C selama 10 menit       
Encerkan dengan akuades sampai volume tertentu atau tergantung kepekatan warna 
Diamkan beberapa menit pada suhu ruang, kemudian ukur absorbansinya pada panjang 
gelombang 578 nm       

b. Prosedur analisis aktivitas enzim amilase (Bergemeyer dan Grassi 1983) 

Perlakuan Blanko 
(mL) 

Standar 
(mL) 

Sampel 
(mL) 

Buffer borat (0.01M, pH 8) 1 1 1 
Substrat kasein (20 mg mL-1, pH 8) 1 1 1 
HCL (0.05 mg L-1) 0.2 0.2 0.2 
Enzim dalam CaCl2 (10 mmol L-1) - - 0.2 
Tirosin standar (5 mmol L-1) - 0.2 - 
Akuades 0.2 - - 
Diinkubasi dalam waterbath shaker pada suhu 37 °C selama 10 menit   
TCA (0.1M) 3 3 3 
Akuades        -          - 0.2 
Enzim dalam CaCl2 (10 mmol L-1) 0.2 0.2         - 
Diamkan pada suhu 37 °C selama 10 menit, disentrifus dengan kecepatan 3500 rpm 
selama 10 menit 
       

Filtrat 1.5 1.5 1.5 
Na2CO3 (0.4 M) 5 5 5 
Folin ciocalteau 1 1 1 
Diamkan pada suhu 37 °C selama 20 menit, kemudian baca absorbansinya pada   
panjang gelombang 578 nm       

 

Aktivitas enzim dihitung dengn rumus: 
 

IU/mL/menit = 𝑂𝐷 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙−𝑂𝐷 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜

𝑂𝐷 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟−𝑂𝐷 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟 x T-1 

 
Keterangan: 

U = aktivitas enzim dalam standar International Unit per menit 
OD = absorbansi 
T = waktu (menit) 
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c. Prosedur analisis aktivitas enzim lipase (Borlongan 1983) 

1. Substrat lipase stabil (minyak zaitun) 1.5 mL ditambah 1 mL Tris-HCl 0.1 
M sebagai buffer dengan pH 8, kemudian tambahkan 1.0 mL ekstrak enzim; 

2. Campuran dihomogenkan dan diinkubasi selama 6 jam pada suhu 37 °C; 
3. Reaksi dihentikan dengan menambah 3 mL etil alcohol 95 %; 
4. Titrasi sampel dengan NaOH 0.01N, dengan menggunakan thymophthalein 

0.9 % (w/v) dalam etanol sebagai indikator; 
5. Prosedur yang sama dilakukan terhadap blanko; 
6. Satu unit lipase didefinisikan sebagai volume NaOH 0.05N yang dibutuhkan 

untuk menetralisis asam lemak yang dilepaskan selama 6 jam inkubasi 
dengan substrat, setelah dikoreksi dengan blanko. 

  




