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V.2  Saran 

Perlu dilakukan pengukuram jumlah kuantitas DNA terlebih 

dahulu pada tahap ekstraksi DNA. 
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Pengamatan pertumbuhan bakteri pada  

T0 dan T1 menggunakan Spektrofotometer  

 

Perhitungan jumlah bakteri 

 menggunakan TPC 
 

Ekstraksi DNA  

Amplifikasi  

Elektroforesis 

 

 

 

 

 

Lampiran 1.  Skema Kerja  Deteksi Gen Merkuri Reduktase (MerA) Pada 

Bakteri Lactobacillus plantarum Dan Pediococcus acilidactici Sebagai Bakteri 

Pereduksi Merkuri 

 

Penyiapan alat dan sterilisasi alat  

 

Pembuatan media 

 

Kultivasi kultur bakteri L. plantarum dan p. acilidactici 

 

Penumbuhan bakteri L. plantarum dan p. acilidactici 

pada media yang mengandung merkuri 

 

Pembuatan stok bakteri  
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Kultur Bakteri L. plantarum dan             

P. acilidactici 

Media MRSB 

Kultur Bakteri L. plantarum dan            

p. acilidactici 

Penumbuhan bakteri L. plantarum dan 

p. acilidactici pada media yang 

mengandung merkuri 

Pembuatan stok bakteri L. plantarum 

dan p. acilidactici 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 2.  Skema Kerja Uji resistensi  Lactobacillus plantarum dan             

Pediococcus acilidactici 

 

 

 

- Diinokulasi 0,5 ml 

          

 

- Diinkubasi 1x24 jam  

 

   

- Diinkubasi 3x24 jam 
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Sampel  Bakteri L. plantarum dan P.acilidactici  

200 l Buffer GA + 200l Lisozim 

20 l protein K 

200 l Buffer GB 

200 l Ethanol 98% 

400 l Buffer PW  (1x ulangan)

100 l Buffer TE 

 

 

 

 

Lampiran 3.  Skema Kerja Ekstraksi DNA Bakteri 

           

    

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14000 rpm 

selama 1 menit, supernatan dibuang 

     

- Divorteks sesekali 

- Diinkubasi pada suhu 37ºC selama  30 menit 

 

 

- Divortex hingga tercampur 

 

- Divortex  

- Diinkubasi pada suhu 70ºC selama    10 menit 

 

- Disentrifugasi 15 detik 

- Dimasukkan kedalam CB3 spin column 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 30 detik 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 2 menit (termasuk ulangan) 

- CB3 spin column dipindahkan ke eppendorf 

 

- Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 2 menit 

- Supernatan pada tabung eppendrof 
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Produk DNA 

Sampel DNA 

12 l campuran reaksi PCR 

3 l ekstraksi DNA 

Amplifikasi dengan mesin PCR 

Produk  PCR 

 

  

 

 

Lampiran 4. Skema Kerja Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

  

- Dibuat campuran reaksi PCR yaitu 8 l 

1x Mytaq HS Red mix, 2 l ddH2O 

dan masing masing 1 l DNA primer 

A1s-n.F dan A5-n.R: 

 

- Dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf 

 

- Dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf yang telah berisi campurann 

reaksi PCR 

 

- Diamplifikasi Sebanyak 30 siklus 

- Setiap siklus: 

- Tahap denaturasi awal suhu 95ºC 

selama 1-3 menit, 

- Denaturasi 95 ºC selama 30 

detik,  

- Annealing  atau penempelan 

primer pada suhu 54ºC selama 30 

detik,  

- Polimerisasi  atau extension 

dengan suhu 71ºC selama 1 menit  

- Final extension  dilakukan pada 

suhu 72ºC.   
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Sanpel bakteri  

Kontrol, 1ppm, 5 ppm, 10, dan 15 ppm 

Dihitung Total plate 

account 

Diencerkan hingga 10
-8

 

 

 10
-5

, 10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 

Diinokulasikan pada media MRSA 

 

 

 

 

 

Lampiran 5. Skema Kerja Total Plate Account  

 

 

 

 

 

- Diinokulasikan 0,5 ml sampel  

tiap perlakuan 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Diinkubasi selama 1x24 jam 
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Sanpel bakteri  

Kontrol, 1 ppm, 5 ppm, 10, dan 15 ppm 

Dihitung nilai absorbansi 

menggunakan spektrofotometer 

 

Blanko 

 

 

 

 

Lampiran 6. Skema Kerja Spektrofotometer T0 dan T1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dimasukkan 

5ml kedalam 

tabung reaksi  
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Lampiran 7. Lampiran Daftar Tabel 

 

Tabel 3. Hasil Perhitungan Nilai Optic Density (OD)  

Keterangan : T0: Sebelum Inkubasi, T1: Setelah Inkubasi (3x24 jam) 

 

 

 

Tabel 4. Hasil Perhitungan (TPC) Total Plate Count 

Nama Spesies Kontrol 1ppm 5ppm 10ppm 15ppm 

T0 T1 T0 T1 T0 T1 T0 T1 T0 T1 

 

L. plantarum 

90 0,5 90 1 90 30 90 51 90 70 

2,04 4,3 2,04 4 2,04 2,52 2,04 2,29 2,04 2,15 

 

P. acilidactici 

90 1 90 0,5 90 10 90 80 90 81 

2,04 4,3 2,04 4 2,04 3 2,04 2,09 2,04 2,09 

Konsentrasi  Lactobacillus plantarum Pediococcus acilidactici 



 

55 
 

 

 

 

 

Tabel 5. Hubungan Optical Density (OD) dengan Total Plate Count (TPC) 

 

 

Konsentrasi 

Total Plate Count Optic 

Density  

Total Plate Count Optic 

Density 

Lactobacillus plantarum Pediococcus acilidactici 

T0 T1 T0 T1 T0 T1 T0 T1 

Kontrol 1,04x10
9
 

CFU 

2,4x10
7
 

CFU 

 

2,04 

 

4,3 

1,8x10
8
 

CFU 

7,8x10
7
 

CFU 

 

2,04 

 

4,3 
9,017 7,380 8,255 7,892 

1ppm 2,5x10
7
 

CFU 

2,2x10
7
 

CFU 

 

2,04 

 

4 

1,4x10
7
 

CFU 

1,0x10
7
 

CFU 

 

2,04 

 

4 
7,397 7,342 7,146 7 

5ppm 2,0x10
7
 3,1x10

6
   1,9x10

7
 3,9x10

6
   

T0 T1 T0 T1 

Kontrol 1,04x10
9
 CFU 2,4x10

7
 CFU 1,8x10

8
 CFU 7,8x10

7
 CFU 

9,017 7,380 8,255 7,892 

1ppm 2,5x10
7
 CFU 2,2x10

7
 CFU 1,4x10

7
 CFU 1,0x10

7
 CFU 

7,397 7,342 7,146 7 

5ppm 2,0x10
7
 CFU 3,1x10

6
 CFU 1,9x10

7
 CFU 3,9x10

6
 CFU 

7,301 6,491 7,278 6,591 

10ppm 1,0x10
7
 CFU 6,4x10

6
 CFU 8,6x10

6
 CFU 3,7x10

6
 CFU 

7 6,806 6,934 6,568 

15ppm 8,11x10
6
 CFU 3,9x10

6
 CFU 7,6x10

6
 CFU 3,1x10

6
 CFU 

6,909 6,591 6,880 6,491 
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CFU CFU 2,04 2,52 CFU CFU 2,04 3 

7,301 6,491 7,278 6,591 

10ppm 1,0x10
7
 

CFU 

6,4x10
6
 

CFU 

 

2,04 

 

2,29 

8,6x10
6
 

CFU 

3,7x10
6
 

CFU 

 

2,04 

 

2,09 
7 6,806 6,934 6,568 

15ppm 8,11x10
6
 

CFU 

3,9x10
6
 

CFU 

 

2,04 

 

2,15 

7,6x10
6
 

CFU 

3,1x10
6
 

CFU 

 

2,04 

 

2,09 
6,909 6,591 6,880 6,491 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 8. Dokumentaasi Proses Pembuatan Media Peremajaan  
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Gambar 1. Proses Penimbangan media MRSB 

 

 
Gambar 2. Media MRSB 

 

 

 

 

 

Lampiran 9. Dokumentasi Proses Pembuatan Media Uji Bakteri Resistensi 

Merkuri 

 

   
Gambar 1. Proses Penimbangan Media dan Merkuri  
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Gambar 2. Proses Inokulasi Merkuri Kedalam Media MRSB 

 

 

Lampiran 10.  Dokumentasi Ekstraksi DNA L. plantarum dan P. acilidactici 

 

     
Gambar 1. Preparasi Kultur L. plantarum dan P. acilidactici 
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Gambar.2 Sentrifugasi Awal Untuk Memisahkan Natan Dengan Supernatan 

 

 
Gambar 3 Tahap Preparasi Lisis Sel 

 

   
Gambar 4. Tahap Pencucian dan Elusi 
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Gambar 5. Hasil Ekstraksi DNA Murni L. plantarum dan P. acilidactici 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 11. Dokumentasi Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

    
Gambar 1. Proses Pembuatan Campuran reaksi PCR 
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Gambar 2. Optimasi dan Proses Amplifikasi Sampel DNA L. plantarum dan P. 

acilidactici Dengan Primer 

 

  
Gambar 3. Produk PCR 

 

Lampiran 12. Doukumentasi Visualisasi Produk PCR dengan Elektrovoresis 

 

 
Gambar 1. Preparasi Bahan dan Media Elektroforesis 
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Gambar 2. Proses Elektroforesis Produk PCR  

 

 
Gambar 3. Visualisasi Produk PCR Hasil Elektroforesis 

 

Lampiran 13. Dokumentasi  Gambar Hasil Blast Primer 

 

Hasil Blast Primer Pertama  
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Lactobacillus plantarum 
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Pediococcus acilidactici 
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Hasil Blast Primer Kedua  

 
 

 
Lactobacillus plantarum 
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Pediococcus acilidactici 
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Hasil Blast Primer Ketiga  

 
 

 
Lactobacillus plantarum 
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Lampiran 14. Dokumentasi Uji Resistensi Bakteri L. plantarum dan P. 

acilidactici pada Media Hg 

 

 
Gambar 1. Media MRSB yang Berisi Merkuri dengan Konsentrasi 1 ppm, 5 ppm, 

10 ppm, dan 15 ppm 

 

 
Gambar 2. Inokulasi kultur  L. plantarum dan P. acilidactici kedalam Media  

 

 
Gambar 3. Inkubasi Kultur L. plantarum dan P. acilidactici 
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Lampiran 15. Dokumetasi Perhitungan Total Plate Count  

 

    
Gambar 1. Preparasi Sampel dan Perhitungan 28% T 

     
Gambar 3. Proses Pengenceran Hingga 10

-8 

 

 
Gambar 4. Sampel  Pengenceran 10

-5 
10

-6
 10

-7
 10

-8
  di Tumbuhkan pada Cawan 

Petri dan Diikubasi Selama 1x24 jam 
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Lampiran 16. Dokumentasi Hasil Total Plate Count 

 

    

    (a)        (b)   

              

(c)        (d)  

Gambar 1.  (a) P.acilidactici kontrol 10
-8

, 
 
(b) P.acilidactici kontrol 10

-7
,              

(c) P.acilidactici kontrol 10
-6

, (d) P.acilidactici kontrol 10
-5

. 
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(a)        (b) 

 

    
    (c)        (d) 

Gambar 2.  (a) P.acilidactici 1 ppm 10
-8

, 
 
(b) P.acilidactici 1 ppm 10

-7
,              

(c) P.acilidactici 1 ppm 10
-6

, (d) P.acilidactici 1 ppm 10
-5

. 

 

. 
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(a)                                                                 (b) 

   

                (c)                                           (d) 

Gambar 3.   (a) P.acilidactici 5 ppm 10
-5

, 
 
(b) P.acilidactici 5 ppm 10

-6
,              

(c) P.acilidactici 5 ppm 10
-7

, (d) P.acilidactici 5 ppm 10
-8

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

73 
 

   

    (a)          (b) 

   

(c)        (d) 

Gambar 4.  (a) P.acilidactici 10 ppm 10
-5

, 
 
(b) P.acilidactici 10 ppm 10

-6
,          

(c) P.acilidactici 10 ppm 10
-7

, (d) P.acilidactici 10 ppm 10
-8

. 
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                   (a)                                               (b) 

   

(c)                   (d) 

Gambar  5.   (a) P.acilidactici 15 ppm 10
-8

, 
 
(b) P.acilidactici 15 ppm 10

-7
,          

(c) P.acilidactici 15 ppm 10
-6

, (d) P.acilidactici 15 ppm 10
-5

. 
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(a)         (b)  

   

(c)                                                              (d) 

Gambar 6.  (a) L.plantarum kontrol 10
-5

, 
 
(b) L.plantarum kontrol  10

-6
,             

(c) L.plantarum kontrol 10
-7

, (d) L.plantarum kontrol 10
-8

. 
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(a)        (b) 

  

(a) (d)  

Gambar 5.  (a) L.plantarum 1 ppm 10
-5

, 
 

(b) L.plantarum 1 ppm 10
-6

,                   

(c) L.plantarum 1 ppm 10
-7

, (d) L.plantarum 1 ppm 10
-8

. 
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   (a)                   (b) 

  

  (c)         (d) 

Gambar 5.  (a) L.plantarum 10 ppm 10
-5

, 
 
(b) L.plantarum 10 ppm 10

-6
,             

(c) L.plantarum 10 ppm 10
-7

, (d) L.plantarum 10 ppm 10
-8

. 
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   (a)        (b)  

 

   
   (c)        (d)   

 

Gambar 5.  (a) L.plantarum 15 ppm 15
-5

, 
 
(b) L.plantarum 15 ppm 10

-6
,             

(c) L.plantarum 15 ppm 10
-7

, (d) L.plantarum 15 ppm 10
-8

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

79 
 

Lampiran 17. Dokumentasi Spektrofotometer 

 

  
Gambar 1. Prepaasi sampel 

 

 

  
Gambar 2. Perhitungan nilai absorbansi 
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Lampiran 18.  Dokumentasi  Hasil Spektrofotometer 

 

   
 (a)         (b) 

 

   
(c)        (d) 

Gambar 1.  (a) P. acilidactici dan L. plantarum pada konsentrasi 1 ppm 

  (b) P. acilidactici dan L. plantarum pada konsentrasi 5 ppm 

(c) P. acilidactici dan L. plantarum pada konsentrasi 10 ppm 

(d) P. acilidactici dan L. plantarum pada konsentrasi 15 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


