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DEAE selulosa dan perangkap dalam natrium alginat terhadap enzim
B-Galaktosidase dari Escherichia coli selama sintesa homo-GalOS.

2. Mengetahui aktivitas enzim setelah proses sintesa pada setiap metode
imobilisasi yang diterapkan.

3. Mengetahui bahwa homo-GalOS yang dihasilkan mampu berfungsi
sebagai growth promotor bagi Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus,
L. casei, L. lactis, L. plantarum, dan L. rhamnosus.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi tentang :

1. Pengaruh metode imobilisasi terhadap enzim p-Galaktosidase dari
Escherichia coli dalam sintesa homo-GalOS sebagai senyawa
prebiotik.

2. Aktivitas enzim setelah proses sintesa pada setiap metode imobilisasi.

3. Kemampuan senyawa homo-GalOS yang dihasilkan dalam fungsinya
sebagai growth promotor.
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Gambar 1. Hidrolisa Laktosa (Roberts, et al, 1995)

Agar aktivitas enzim meningkat maka suhu reaksi yang digunakan
adalah 40°C — 50°C. Pada suhu ini enzim pada konsentrasi gula tinggi
akan tetap stabil dan tidak terjadi denaturasi (Nakano, et al, 1995).

Menurut Winarno (1986) bahwa aktivitas laktase dapat diketahui
dengan substrat laktosa untuk menentukan jumlah glukosa dan galaktosa
yang terbentuk. Menurut Page (1997), sintesa dari enzim-enzim kunci
yang memanfaatkan laktosa tidak aktif apabila laktosa tidak ada. Dengan
adanya laktosa sintesis enzim-enzim ini diaktifkan. Pada keadaan ini
konsentrasi seluler dari B-Galaktosidase meningkat dengan cepat. Hal ini
karena enzim B-Galaktosidase merupakan enzim induktif yang tergantung
ada tidaknya induser yaitu laktosa (Toha, 2001).

Penggunaan enzim sebagai katalis untuk sintesa komponen
oraganik telah dikembangkan beberapa tahun ini. Aplikasi teknik ini telah
digunakan untuk sintesa oligosakarida menggunakan glikosiltransferase
(E.C. 2.4) atau glikosidase (E.C. 3.2). Sintesa oligosakarida dapat

21
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Metode Imr_rrobiiisasi Enzim

[ e |
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©
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Gambar 4. Metode Imobilisasi Enzim

&
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©
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e
o

Pada ikatan kovalen dengan ikatan kimia yang kuat, enzim dapat
diikat kepada bahan spesifik yang tidak larut air, dapat dilekatkan secara
kimia pada rantai polimer atau dapat digabungkan pada jaringan
polimerik tak larut. Enzim dapat juga diikat dengan ikatan silang
menggunakan senyawa kimia bifungsional, misalnya keramik (china clay). |

Bentuk enzim yang terikat silang adalah enzim yang terikat secara
kovalen satu dengan lainnya oleh pengikat silang seperti glutaraldehid
(pada keramik) atau bidiazobenzidin-2,2’asam disulfonat. Enzim terikat
silang telah dibuat menurut tiga cara yang berbeda: (1) mengikat silang
enzim dengan glutaraldehi_d untuk membentuk agregat yang tak larut,
umpamanya, papain oleh Yansen dan Olson (1969), (2) Adsorpsi enzim
pada suatu permukaan disusul dengan ikatan silang; umpamanya tripsin
terikat silang diadsorpsi pada permukaan partikel silika koloidal, oleh
Haynes dan Waish (1969) dan (3) Impregnasi suatu material porus

24
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Gambar 6. Jalur Fermentasi glukosa
Embden Meyerhoff);

V
1.3-difosafogliserat

\
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Gliseraldehid-3-P

V.
2-fosfoglisera
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v
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Asetil-CoA
Asetaldehid
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ETANOL

v
fosfoenolpiruvat
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\

ASAM LAKTAT

(A) Homofermentatif (Glikolisis, Jalur
(B) Heterofermentatif (6-fosfo-glukonat

[fosfoketolase), Sumber: Axelsson (1998).
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GALACTOSE GALACTOSE

PTS ( ] Permease

v
Galactose-6-p Galactose
Tagatose-6-p Galactose-1-p
Tagatose-1.6-DP Glucose-1-p
Glucose-6-p
DHAP /= GAP
Glycolisis
. Glycolisis
Vv
N
Pyruvate Pyruvate

Gambar 7. Metabolisme Galaktosa pada Bakteri Asam Laktat (A) Jalur
tagatose-6-fosfat (B) Jalur Leloir.

2.8 Hipotesa

1. Imobilisasi enzim B-Galaktosidase berpengaruh terhadap proses
sintesa GalOS. |

2. Aktivitas enzim p-Galaktosidase yang mengalami imobilisasi tidak
berubah setelah proses sintesa GalOS. |

3. Metode imobilisasi enzim dengan keramik menunjukkan aktivitas yang
paling bagus.

31
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3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Rancangan Percobaan ;

Untuk setiap Fluidized Bed Reactor (FBR) yang sudah
mengandung enzim, 40% (w/w) larutan galaktosa sebanyak 5 — 10 mi
disirkulasi untuk produksi homo-GalOS. Reaksi dikondisikan pada suhu
60°C dengan kecepatan aliran reaksi sintesa yang terukur berbeda-beda
yaitu antara 0.3 sampai 3 ml/menit. Pengambilan sampe! dilakukan
dengan periode waktu 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72, 96, 120, dan 144 jam untuk
masing-masing metode. Sampel diwadabhi dengan tabung eppendorf dan
kemudian dianalisa dengan HPLC.

Hasil penelitian disajikan dalam bentuk tabel data dan grafik jumlah

produksi galaktooligosakarida.

galaktosa

No
E FBR

GalOSs

Keterangan: E = enzim yang terimobilisasi pada matriks

Gambar 8. Aplikasi FBR (Fluidized Bed Reactor) dalam Sintesa Homo-

GalOS dari D+Galaktosa oleh enzim B-Galaktosidase dari
Escherichia coli.

33
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3.3.2 Pelaksanaan Penelitian
1. Pembuatan Larutan Buffer 1

Untuk pembuatan larutan buffer digunakan yaitu: Na,HPO, 0,01M,
NaH,PO4 0,01M. Larutan buffer dibuat dengan mencampurkan secara
perlahan sampai mencapai pH 7.0. (Sudarmadii, 1998)

2. Imobilisasi B-Galaktosidase dari Escherichia coli.

Imobilisasi enzim B-Galaktosidase dilakukan dengan mengguna-
kan 3 metode yang berbeda berdasarkan matriksnya, yaitu: a) ikatan
kovalen pada keramik; b) adsorpsi anionik pada DEAE-Cellulose; dan c)
perangkap dalam alginat.

a. Imobilisasi pada Keramik

Keramik dibersihkan dengan perendaman dalam air mendidih
selama 60 menit. Selanjutnya sebanyak 6 gram keramik dicampur dengan
1.5 mili enzim (200 U/ml). Molekul enzim amobil dikenakan ikatan silang
dengan 10 ml 0.1% (v/v) glutaraldehyde dalam 10 buffer Natrium asetat
pH 7.0 selama 1 menit. Semua larutan lalu ditiriskan, dan enzim amobil
dalam keramik dicuci dengan buffer yang sama. Enzim amobil dapat
dimasukkan ke dalam Fluidized Bed Reactor (FBR) (10 mm x 100mm)
kemudian ditimbang. Inkubasi pada suhu 4°C untuk menunggu proses
produksi selanjutnya. Diagram alir proses imobilisasi dapat dilihat pada
Gambar 9.

Keramik + enzim=> inkubasi 4°C

\ 0.1% glutaradehida

ikatan kovalen

aplikasi dalam FBR

Gambar 9. Imobilisasi 3-Galaktosidase dari £. Coli pada Keramik.
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3% Natrium alginat + enzim

Teteskan ke dalam CaCl, —> Gel

g

penjerat Aplikasi dalam FBR

Gambar 11. imobilisasi B-Galaktosidase dari £.Coli pada Alginat

3. Sintesa Homo-GalOS dengan Enzim Amobii

Untuk setiap Fluidized Bed Reactor yang sudah mengandung
enzim, 40% (w/w) larutan galaktosa sebanyak 5 — 10 mi disirkulasi untuk
produksi homo-GalOS. Reaksi dilakukan pada suhu 60°C dengan
kecepatan aliran reaksi sintesa yang terukur berbeda-beda yaitu antara
0.3 sampai 3 ml/menit.

4. Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan dengan periode waktu 3, 6, 9, 12,
24, 48, 72, 96, 120, dan 144 jam untuk masing-masing metode. Sampel
diwadahi dengan tabung eppendorf secukupnya.

5. Analisa Kuantitatif Produk GalOS dengan HPLC

Sebelum dianalisa, sampel terlebih dahulu diencerkan dengan
aquabidest (50%) 50:50. Kemudian diinjeksikan ke HPLC sebanyak 30 ul,
analisa satu sampel selesai setelah RID tidak mendeteksi adanya
komponen gula. Hal tersebut diketahui jika monitor yang terhubung ke RID
menunjukkan garis lurus (base line)
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6. Evaluasi Aktivitas Enzim

Sejumiah 0.1-0.5 gram enzim yang teramobil (untuk setiap metode
imobilisasi diusahakan mempunyai berat yang sama atau hampir sama)
dimasukkan dalam tabung dan diinkubasi dalam 100 mM buffer asetat pH
7.0 yang mengandung p-NP-B-galactopyranoside sebagai substrat.
Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama 10 menit, Jumlah p-
nitrophenyl yang dbebaskan dapat dilihat dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 420 nm. (Gambar 12)

Enzim amobil + p-NP-Galactopyranoside

Inkubasi 37°C ; 10 menit

-

V
Cek p-nitrophenyl pada 420 nm

Gambar 12. Evaluasi Aktivitas Enzim

7. Pengujian Homo-GalOS

GalOS yang dihasilkan dari penelitian akan diujikan pada beberapa
spesies /actobacillus sp. Media (MRS-Broth 5 ml dalam 1 tabung
eppendorf) mengandung homo-GalOS (45 pl) diinokulasi dengan biakan
75 ul dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Parameter penguijian
adalah indikator pertumbuhan dari Lactobacillus sp yang meliputi :
kerapatan optik, pH dan total mikroba. Diagram alir pengujian
selengkapnya dapat dilihat pada Gambar 14.

37


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

3.3.3 Urutan Kerja
A. Tahap Pertama : Produksi Homo-GalOS

Adapun tahapan pelaksanaan penelitian dapat digambarkan
sebagai berikut:

Substrat : Galaktosa 40%

- dilarutkan dalam buffer asetat 0,01 M
pH 7.0 hingga 10 mili.

- dipanaskan dalam  oven/dengan
penangas air.

ditambahkan pada masing-masing
metode

- enzim terikat pada keramik, DEAE-
cellulosa dan alginat

- aplikasi dalam FBR, masing-masing
ditimbang dan berat dicantumkan

* dalam label.

sirkulasikan dalam oven pada suhu 60°C

- pengambilan sampel sekitar 50 pl,

- durasi waktu 3, 6, 9,12, 24, 48, 72,
96, 120, dan 144 jam.

- Sampel diwadahi dalam eppendorf

Sampel disimpan dalam freezer

l

Sampel diencerkan dengan aquabidest
sampai 100 pl

l

Analisa GalOS dengan HPLC

Gambar 13. Diagram Alir Produksi Homo-GalOS Secara Enzimatis
Menggunakan Enzim B-Galaktosidase Amobil dari
Escherichia Col.
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B. Tahap Kedua : Pengujian Homo-GalOS

Media MRS-Broth 1500 pl

l

Penambahan Homo-GalOS sebanyak 45 pl

Penambahan inokulum 75 pl

- Lactobacillus acidophilus, L.bulgaricus

L.casei, L rhamnosus, L.plantarum dan
L.lactis.

(Inkubasi)
37°C, 24 jam

v

Pengambilan sampel
3 dan 24 jam

Analisa

Gambar 14. Diagram Alir Pengujian Homo-GalOS Terhadap Beberapa
Bakteri Asam Laktat.
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5. Derajat keasaman (pH)

Analisa pH dilakukan dengan menggunakan alat pH-meter, adapun
langkah-langkah yang dilakukan sebagai berikut :
a. Kalibrasi pH meter dengan menggunakan buffer pH 4, 7 dan 11.
b. Menuangkan sampel dari 1 tabung eppendorf ke dalam tabung film.
c. Mengukur pH sampel.
6. Pengukuran Optical Density (OD)/Absorbansi (Metode Kaplan,
2000).
Pengukuran absorbansi sampel dilakukan dengan menggunakan
alat spektrofotometer dengan lengkah — langkah sebagai berikut:
a. Mengencerkan sampel 1500 ul dengan 3 ml aquades kemudian
digojok agar homogen.
b. Kalibrasi spektrofotometer dengan menggunakan aquades
sebanyak 3 ml sebagai blanko pada panjang gelombang 620 nm.
c. Mengukur absorbansi sampel pada panjang gelombang 620 nm.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

A S

5.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat ditarik
beberapa kesimpulan bahwa:

1. Enzim B-Galaktosidase asal Escherichia coli yang diimobilisasi
dengan: a) ikatan silang dengan glutaraldehida pada keramik, b) ikatan
elektrostatik pada DEAE-Cellulose, dan C) pemerangkapan dalam gel
alginat, mampu mempertahankan aktivitas enzim yang cukup tinggi
yaitu 70-80%. Konsentrasi homo-GalOS tertinggi diperoleh dari sintesa
enzim yang diimobilisasi dengan keramik yaitu 265.480 ppm disakarida
dan 61.593 ppm trisakarida, sedangkan konsentrasi homo-GalOS
terendah dihasilkan oleh enzim yang diimobilisasi dengan gel alginat
yaitu 144.012 ppm disakarida dan 88.127 ppm trisakarida.

2. Aktivitas enzim B—galaktosidase amonbil menurun berkisar antara 20 -
30% pada siklus 1 dan 40 - 50% pada siklus 2, serta 70 — 80% pada
siklus

3. Homo-GalOS yang dihasilkan oleh enzim yang diimobilisasi mampu
berfungsi sebagai growth promotor bagi beberapa spesies
Lactobacillus. Bakteri Lactobacillus acidophilus adalah spesies
Lactobacillus yang menunjukkan pertumbuhan paling baik {jumlah total -
mikroba tertinggi) dengan adanya penambahan homo-GalOS.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai perpanjangan
waktu inkubasi pada proses produksi homo-GalOS untuk enzim dalam

keadaan amobil.
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Lampiran 1. Kurva Standart p-nitrophenol dan Absorbansi.

p-nitrophenol (mM) Abs-420 nm
0 0
0,05 0,1400
0,1 0,2560
0,2 0,5330
0,3 0,7640
= 0,4 1,0080
0,5 1,1540
0,6 1,3900

Absorbansi 420 nm

Kurva Standar p-nitrophenol
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Lampiran 8. Data Pengamatan Produksi Galakto-oligosakarida

1. Metode Imobilisasi Pada Keramik

% Siklus |
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) GaIOSz GalOS; GaIOSz GaIOS_-,
3 79.564 7.695 11.557 1.619
6 189.269 13.586 27.491 2.859
9 239.459 14.908 34.781 3.137
12 219.410 18.818 31.869 3.960
24 226.003 51.324 32.827 10.801
48 232.169 69.989 33.723 14.729
72 320.697 77.553 46.581 16.321
96 472.098 80.644 68.572 16.972
120 666.930 107.378 96.872 22.598
144 742.393 119.135 107.833 25.072
<+ Siklus Il
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) Galos, Gal0s, GalOs, Gal0s;
3 60.724 5.854 8.820 1.232
6 126.179 8.765 18.328 1.845
9 159.639 9.618 23.188 2.024
12 162.526 12.978 23.607 2.731
24 196.524 35.396 28.545 7.449
48 201.886 48.268 29.324 10.158
72 278.867 53.485 40.506 11.256
96 377.678 64.515 54.858 13.577
120 533.544. 85.902 77.497 18.078
144 593.514 95,308 86.266 20.058
<+ Siklus Il
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) Gal0s, Galos; Galos; Galos,
3 79.564 7.695 11557 1.619
6 189.269 13.586 27 .491 2.859
9 239.459 14.908 34.781 3.137
12 219.410 18.818 31.869 3.960
24 226.003 51.324 32.827 10.801
48 232.169 69.989 33.723 14.729
72 320.697 77.553 46.581 16.321
96 472.098 80.644 68.572 16.972
120 666.930 107.378 96.872 22598
144 742.393 119.135 107.833 25.072
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24 225.563
48 259.425 69.989
72 307.348 77.553
96 345.060 80.644 50.120 ZO9EV
120 407.084 107.378 59. 35.522
144 432.174 119.135 62.773 37.933
<+ Siklus Il
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) Galos, GalOS; GalOSs; Gal0s,
3 58.633 19.078 8.516 4.015
6 112.730 24.064 16.374 5.064
9 171.896 26.158 24.968 5.505
12 184.783 41.785 26.840 B.794
24 208.240 60.747 30.247 12.784
48 231.186 75.934 33.580 15.980
72 260.566 91.120 37.847 19.176
96 319.770 113.900 46.447 23.971
120 328.221 127.927 47.674 26.923
144 382.549 154.281 55.565 32.469
% Siklus (Il
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
{Jam) Gal0s, Galos§; Gal0s, GalOos;
3 54,773 15.280 7.956 3.216
6 90.184 16.313 13.099 3.433
9 107.800 19.078 15.658 4.015
12 149.249 28.617 21.685 6.023
24 166.988 42.926 24.255 9.034
48 220.118 71.776 31.723 15.105
72 247 677 93.308 46.972 19.637
96 285.076 116.635 35.975 24.546
120 298.227 117.448 43.318 24717
144 299939 141.233 43.566 19.723
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2. Metode Imobilisasi Pada DEAE-Cellulose

< Siklus | S
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) Gal0s; GalOS, Gal0s; Gal0s;,
3 71.477 7.695 10.382 4798
6 169.095 13.586 24.561 6.829
9 204.267 14.908 29.670 7.219
12 217.937 18.818 31.655 12.886
24 225.563 51.324 32.763 16.108
48 259.425 69.989 37.682 17.113
72 307.348 77.553 44 642 22247
96 345.060 80.644 50.120 28.921
120 407.084 107.378 59.129 35.522
144 432174 119.135 62.773 37.933
<+ Siklus Il
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) Gal0s, GalOs; Gal0s; Gal0S;
3 58.633 19.078 8.516 4,015
6 112.730 24.064 16.374 5.064
9 171.896 26.158 24.968 5.505
12 184.783 41.785 26.840 8.794
24 208.240 60.747 30.247 12.784
48 231.186 75.934 33.580 15.980
72 260.566 91.120 37.847 19.176
96 319.770 113.900 46.447 23.971
120 328.221 127.927 47.674 26.923
144 382,549 154.281 55.565 32.469
% Siklus I
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) Galos,; Gal0Ss; Gal0s, Gal0os;
3 54.773 15.280 7.956 3.216
6 90.184 16.313 13.099 3.433
2 107.800 19.078 15.658 4.015
12 149.249 28.617 21.685 6.023
24 166.988 42.926 24.255 9.034
48 220.118 71.776 31.723 15.105
72 247 677 93.308 46.972 19.637
96 285.076 116.635 35975 24.546
120 298.227 117.448 43.318 24,717
144 299.939 141.233 43.566 19.723
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3. Metode Imobilisasi Pada Natrium Alginat

< Siklus | A
Inkubasi Area Konsentrasi (ppmy}
(Jam) Galos; GalOS; Gal0s, Gal0sS,
3 N 24737 11.252 3.593 2,368
6 30.401 13.407 4.416 2,822
9 45.927 16.088 6.671 3,386
12 62.563 27.002 9.100 5,683
24 105.671 44.480 15.349 9,361
48 249.200 99.251 36.196 20,888
72 262.951 112.014 38.194 23,574
96 340.587 124.216 49.470 26,142
120 345.358 166.323 50.163 35,003
144 394.305 184.639 57.273 38,858
< Siklus Il
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) GalOSs; Gal0S; Gal0os, Gal0S;
3 24,737 11.252 3.583 2.368
6 30.401 13.407 4,416 2.822
2] 45.927 16.088 6.671 3.386
12 62.563 27.002 9.100 5.683
24 105.671 44.480 15.349 9.361
48 249.200 99.251 36.196 20.888
72 262.951 112.014 38.194 23.574
96 340.587 124.216 49.470 26.142
120 345.358 166.323 50.163 35.003
144 394.305 184.639 57.273 38.858
<+ Siklus 1l
Inkubasi Area Konsentrasi (ppm)
(Jam) GalOSs, Gal0sS, Gal0s, GalOS;
o 16.584 4612 2.409 971
6 20.730 6.862 3.011 1.444
9 25.912 8.793 3.764 1.851
12 32.390 9.237 4.705 1.944
24 64.780 20.355 9.409 4.284
48 119.650 46.825 17.366 9.854
72 174.340 58.965 25.323 12.409
96 207.625 76.655 30.158 161432
120 217.365 88.248 31.572 18.572
144 277.108 104.073 40.250 21.902

72


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Digital Repository Universitas Jember


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Digital Repository Universitas Jember


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Lampiran 11. Cara Membuat Larutan Buffer Phosphat 0,01 M pH 7, 8.

Spesifikasi larutan yang tersedia :
- larutan NaC,;H;0, 0,2 M (16,4 g dalam 1000 mi)
- larutan NaH,PO, 0,2 M (27.8 g dalam 1000 ml)
- larutan Na;,HPO,4 0,2 M (52,65 g dalam 1000 ml)

Untuk membuat larutan tersebut menjadi 0,01M maka :

- 001 M x 16,4 gr NaC,H;0, = 0,82 g (dalam 1000 ml).
0,2M

- 001 M x 27,8 gr NaH,PO, = 1,39 g (dalam 1000 ml).
02M

- 0.01M x5265grNa,HPO, = 2,63 g (dalam 1000 ml).
02M

Prosedur pembuatan larutan buffer phosphat pH 7 sebagai berikut :
- Mencampurkan larutan NaH,PO, dengan larutan Na,HPQO, sedikit-
sedikit. Volume larutan NaH,PO, lebih banyak.

- Langkah berikutnya sama dengan prosedur diatas.

Lampiran 12. Cara Analisa GalOS Menggunakan HPLC Merk Perkin
Elmer.
Prosedur analisa GalOS menggunakan HPLC sebagai berikut :

1. Tekan tombol ON/OFF pada alat, muncul tampilan menu pada alat.

2. Tekan tombol F2 untuk mengatur laju (flow) aliran eluen.

3. Cek aliran selang A (eluen = acetonitrile : air , 80/20) dan selang B
(aquabidest) dan pompa pastikan tidak tersumbat dan berfungsi
dengan baik. Kemudian untuk selang A laju buat sémpai 100%
secara bergantian, kondisi selang tidak tersumbat jika dari kedua
selang tersebut keluar teratur.

4. Jalankan HPLC dengan laju eluen rendah (0,2 ml/menit atau 0,5
mi/menit) kemudian secara bertahap dinaikkan sampai mempunyai

laju yang sama dengan larutan standar.
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. Jika monitor telah menunjukkan garis lurus (baseline) maka sampel

siap diinjeksikan.
Tekan tombol F5 (stop) sebelum menginjeksikan sampel ke-2, dan
tombol F8 untuk menjalankan kembali.

Buka tabung injeksi kemudian injeksikan sampel dalam keadaan
alat berjalan dan segera tutup kembali.

Setelah beberapa menit tunggu peak berupa puncak pada monitor
muncul, setelah itu biarkan sampai baseline kembali.

Setelah baseline tekan tombol F5, biarkan print out selesai

kemudian tekan F8 dan injeksi sampel berikutnya.

Hal-hal teknis yang perlu diperhatikan sebagai berikut :

1. Cek rangkaian alat sudah terangkai semua, mulai HPLC: Kolom; RID

dan monitor komputer.

2.

Cek isi eluen (A) dan aquabidest (B), usahakan cukup untuk analisa
sampel.

. Sesuaikan sampel dengan jenis kolom maupun eluen yang

digunakan.

Kendorkan dahulu pompa untuk mengetahui berfungsi dengan baik
atau tidak, setelah itu kencangkan kembali.

Volume sampel yang diinjeksikan minimal 20pl. .

Selalu periksa tekanan pompa, jika mendekati batas maksimai.'
(berarti kolom lewat jenuh), hentikan injeksi, cuci kolom dengan
pelarut (metanol:air) hingga tekanan normal kembali.

Lampiran 13. Contoh Perhitungan Jumlah Unit Enzim yang Ditambahkan

Enzim B-galaktosidase mempunyai spesifikasi sebagai berikut

1,4 mg solid

769 U/mg solid

864 U/mg protein

1 769 U/mg solid x 1,4 mg solid = 1076,6 U
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dilarutkan dalam 1ml (1000pul) =1076,6 U /1000yl = 1,076 U/ul
Jika setiap tabung eppendorf ditambahkan 30ul, maka :
30ul x 1,076 U/ul = 30 Unit.

Lampiran 14. Pembuatan Kurva Standar Total Mikroba Lactobacillus sp.

5.

Pembiakan masing-masing spesies (actobacillus sp. Kedalam 5 mi
media MRS-Broth.

Inkubasi pada suhu 4°C selama 24 jam.

Masing-masing  tabung pembiakan  diambil dan dilakukan
pengenceran. Pengenceran dilakukan ulangan (8x pengenceran) agar
tidak terlalu pekat.

Masing-masing pengenceran diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 620 nm.

menghitung jumlah mikroba dengan menggunakan Haemocytometer.

Contoh Perhitungan:
Jika 1. 5 kotak = 78 mikroba

2. 5 kotak = 74 mikroba
maka jumlah mikroba untuk 10 kotak adalah 152 mikroba.

Luas 10 kotak = 0,04 mm? x 10 kotak = 0.4 mm?

Volume 10 kotak = 0,4 mm? x 0,1 mm = 0,04 mm®

Total mikroba = 152 mikroba : 0,04 mm?

= 3800 mikroba / mm?
=38.10%/ cm®

6. Pengukuran absorbansi dan perhitungan total mikroba pada masing-

masing pengenceran diplotkan dalam kurva standar.
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Absorbans:

Lampiran 5. Kurva Standar Total Mikroba
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absorbansi

Kurva Standar Lactobacitlus plantarum
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Lampiran 16. Kurva Standar G'a-lalftoofigosakarida

Kurva Standar Disakaric_la
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