V.2 Saran
Perlu dilakukan pengukuram jumlah kuantitas DNA terlebih

dahulu pada tahap ekstraksi DNA.
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LAMPIRAN
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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. acilidactic]

|

Penumbuhan bakteri L. plantarum dan p. acilidactici

pada media yang mengandung merkuri

!
[Pembuatan stok bakteri ]
Pengamatan pertumbuhan bakteri pada

! TO dan T1 menggunakan Spektrofotometer
[ Ekstraksi DNA ] |

l [ Perhitungan jumlah bakteri J

kan TPC

[ Amplifikasi ] menggunakan

!

[ Elektroforesis ]

48



Lampiran 2. Skema Kerja Uji resistensi Lactobacillus plantarum dan

Pediococcus acilidactici

Kultur Bakteri L. plantarum dan
P. acilidactici

| - Diinokulasi 0,5 ml

[ Media MRSB ]

|

- Diinkubasi 1x24 jam

Kultur Bakteri L. plantarum dan
p. acilidactici

l - Diinkubasi 3x24 jam

Penumbuhan bakteri L. plantarum dan
p. acilidactici pada media yang
mengandung merkuri

l

Pembuatan stok bakteri L. plantarum
dan p. acilidactici
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Lampiran 3. Skema Kerja Ekstraksi DNA Bakteri

[ Sampel Bakteri L. plantarum dan P.acilidactici ]

l - Disentrifugasi dengan kecepatan 14000 rpm
selama 1 menit, supernatan dibuang

[ 200 ul Buffer GA + 2004l Lisozim ]

- Divorteks sesekali
- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

[ 20 4 protein K ]
l - Divortex hingga tercampur
[ 200 g Buffer GB ]
- Divortex

‘ - Diinkubasi pada suhu 70°C selama 10 menit

[ 200 ul Ethanol 98% ]

- Disentrifugasi 15 detik
l - Dimasukkan kedalam CB3 spin column
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
selama 30 detik

[ 400 gl Buffer PW (1x ulangan) ]

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
l selama 2 menit (termasuk ulangan)
- CB3 spin column dipindahkan ke eppendorf

[ 100 yd Buffer TE ]

- Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
L selama 2 menit

- Supernatan pada tabung eppendrof
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[ Produk DNA ]

Lampiran 4. Skema Kerja Amplifikasi DNA dengan PCR

[ Sampel DNA ]

- Dibuat campuran reaksi PCR yaitu 8 g1
1x Mytaq HS Red mix, 2 4 ddH20
dan masing masing 1 gl DNA primer
Als-n.F dan A5-n.R:

[ 12 4l campuran reaksi PCR ]

l - Dimasukkan ke dalam  tabung

eppendorf
[ 3 ul ekstraksi DNA ]
- Dimasukkan ke dalam  tabung
1 eppendorf yang telah berisi campurann
reaksi PCR

[ Amplifikasi dengan mesin PCR ]

- Diamplifikasi Sebanyak 30 siklus
- Setiap siklus:

- Tahap denaturasi awal suhu 95°C
selama 1-3 menit,

- Denaturasi 95 °C selama 30
detik,

- Annealing atau penempelan
primer pada suhu 54°C selama 30
detik,

- Polimerisasi atau extension
dengan suhu 71°C selama 1 menit

- Final extension dilakukan pada
suhu 72°C.

[ Produk PCR ]
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Lampiran 5. Skema Kerja Total Plate Account

Sanpel bakteri

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

- Diinokulasikan 0,5 ml sampel
tiap perlakuan

[ Diencerkan hingga 107 J

10, 10°, 107, 10°
Diinokulasikan pada media MRSA

- Diinkubasi selama 1x24 jam

Dihitung Total plate
account
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Lampiran 6. Skema Kerja Spektrofotometer TO dan T1

]

- Dimasukkan
5ml kedalam

Sanpel bakteri tabung reaksi

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

Dihitung nilai absorbansi
menggunakan spektrofotometer
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Lampiran 7. Lampiran Daftar Tabel

Tabel 3. Hasil Perhitungan Nilai Optic Density (OD)

Nama Spesies |  Kontrol 1ppm S5ppm 10ppm 15ppm
TO | T1 | TO | T1 | TO T1 T0 T1 TO Tl
90 | 05| 90 1 90 30 90 51 90 70
L. plantarum | 2,04 | 43 | 204 | 4 | 2,04 | 252 | 2,04 | 2,29 | 2,04 | 2,15
90 1 90 | 05| 90 10 90 80 90 81
P. acilidactici | 2,04 | 43 | 204 | 4 | 2,04 3 2,04 | 2,09 | 2,04 | 2,09
Konsentrasi LCactobacittus ptantaru Pediococcus acilidactici

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

Tabel 4. Hasil Perhitungan (TPC) Total Plate Count
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TO T1 TO T1
Kontrol | 1,04x10° CFU | 2,4x10’ CFU | 1,8x10° CFU 7,8x10" CFU
9,017 7,380 8,255 7,892
1ppm 2,5x10" CFU 2,2x10" CFU | 1,4x10" CFU 1,0x10" CFU
7,397 7,342 7,146 7
5ppm 2,0x10" CFU 3,1x10° CFU | 1,9x10" CFU 3,9x10° CFU
7,301 6,491 7,278 6,591
10ppm | 1,0x10" CFU 6,4x10° CFU | 8,6x10° CFU 3,7x10° CFU
7 6,806 6,934 6,568
15ppm | 8,11x10°CFU | 3,9x10°CFU | 7,6x10° CFU 3,1x10° CFU
6,909 6,591 6,880 6,491
Tabel 5. Hubungan Optical Density (OD) dengan Total Plate Count (TPC)
Total Plate Count Optic Total Plate Count Optic
Density Density
) Lactobacillus plantarum Pediococcus acilidactici
Konsentrasi
TO T1 To | T1 TO T1 | T0 | T1
Kontrol | 1,04x10° | 2,4x10’ 1,8x10° | 7,8x10’
CFU CFU CFU CFU
2,04 | 43 2,04 | 43
9,017 | 7,380 8,255 | 7,892
1ppm 2,5x10" | 2,2x10’ 1,4x10" | 1,0x10’
CFU CFU CFU CFU
2,04 | 4 204| 4
7,397 | 7,342 7,146 7
5ppm 2,0x10" | 3,1x10° 1,9x10" | 3,9x10°
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CFU CFU [204]252] CFU CFU [204] 3
7,301 | 6,491 7,278 | 6,591
10ppm 1,0x10" | 6,4x10° 8,6x10° | 3,7x10°
CFU CFU CFU CFU
2,04 | 2,29 2,04 | 2,09
7 6,806 6,934 | 6,568
15ppm | 8,11x10° | 3,9x10° 7,6x10° | 3,1x10°
CFU CFU CFU CFU
2,04 | 2,15 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

104410.0250

EMSURE®
ACS,Reag. Ph Eur

Mercury(ll) acetate

for analysis

Quecksilber(ll)-acetat
Mercurio(ll) acetato

Gambar 1. Proses Penimbangan Media dan Merkuri
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T

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 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

AU TR TR

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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Hasil Blast Primer Kedua
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Lactiplantibacillus plantarum 282 618 96% 23 10000% 3418468 CP0137491
Lacti ibacillus plantarum 282 347 96% 23 10000% 3354683 CP0160711
Lactiplantibacillus plantarum 262 544 96% 23 100.00% 3254946 CP015126.1
Lactiplantibacillus plantarum 282 3471 96% 23 10000% 3262611 CP014780.1
Lactiplantibacillus plantarum 282 594 96% 23 10000% 3261418 CP0121221
Lactiplantibacillus plantarum 282 469 96% 23 10000% 3198337 CP0123431
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Hasil Blast Primer Ketiga
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L illus plantarum SN13T DNA, complete genome Lactiplantibacillus plantarum 253 1021 50% 12 100.00% 3612790 AP0198151
Lactiplantibacilus plantarum strain Heal19 ch complete genome Lactiplantibacillus plantarum 253 818 63% 112 100.00% 3265930 CP0551231
Lactiplantibacilus plantarum strain TCI507 ¢t complete genome Lactiplantibacillus plantarum 263 774 63% 112 100.00% 3171824 CP054258 1
L illus plantarum subsp_ plantarum strain G1 complete genome  Lacfj plantarumsubsp . 253 795 63% 112 100.00% 3191656 CP0539121
Lactiplantibacilus plantarum strain CNEI-KCA4 . complete genome Lactiplantibacillus plantarum 253 820 63% 12 100.00% 3327596 CP053571.1
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Lactiplantibacilus plantarum strain CACC 558 cf complete genome Lactiplantibacillus plantarum 253 841 63% 112 100.00% 3250114 CP048022.1
Lactiplantibacillus plantarum strain SRCM101511 ¢f complete genome Lactiplantibacillus plantarum 253 774 63% 112 100.00% 3074489 CP026235.1
@ Lactiplantbacilus plantarum strain SRCM102737 ct complete genome Lactiplantibacillus plantarum 253 887 7% 12 100.00% 3249738 CP026261.1
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Lampiran 14. Dokumentasi Uji Resistensi Bakteri L. plantarum dan P.
acilidactici pada Media Hg

Gambar 1. Media MRSB yang BerisiMerkuri dengan Kosetrasi 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 4. Sampel Pengenceran 10 10°107 10 di Tumbuhkan pada Cawan
Petri dan Diikubasi Selama 1x24 jam
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Lampiran 16. Dokumentasi Hasil Total Plate Count

(c) (d)
Gambar 1. (a) P.acilidactici kontrol 10% (b) P.acilidactici kontrol 107,
(c) P.acilidactici kontrol 10°°, (d) P.acilidactici kontrol 10™.
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(c) (d)
Gambar 2. (a) P.acilidactici 1 ppm 10®, (b) P.acilidactici 1 ppm 107,
(c) P.acilidactici 1 ppm 10°, (d) P.acilidactici 1 ppm 10°.
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(c) (d)
Gambar 3. (a) P.acilidactici 5 ppm 107, (b) P.acilidactici 5 ppm 107,
(c) P.acilidactici 5 ppm 107, (d) P.acilidactici 5 ppm 10
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() (d)
Gambar 4. (a) P.acilidactici 10 ppm 10°, (b) P.acilidactici 10 ppm 107,
(c) P.acilidactici 10 ppm 107, (d) P.acilidactici 10 ppm 107.
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(c) (d)
Gambar 5. (a) P.acilidactici 15 ppm 10°®, (b) P.acilidactici 15 ppm 107,
(c) P.acilidactici 15 ppm 10, (d) P.acilidactici 15 ppm 10~
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(c) (d)

Gambar 6. (@) L.plantarum kontrol 10°, (b) L.plantarum kontrol 10°°,
(c) L.plantarum kontrol 107, (d) L.plantarum kontrol 107.
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Gambar 5.

(@) (d)

(a) L.plantarum 1 ppm 10° (b) L.plantarum 1 ppm 107,
(c) L.plantarum 1 ppm 107, (d) L.plantarum 1 ppm 10°®,
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Gambar 5.

() (d)
(a) L.plantarum 10 ppm 10°, (b) L.plantarum 10 ppm 107,
(c) L.plantarum 10 ppm 107, (d) L.plantarum 10 ppm 107
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Gambar 5.

(a) L.plantarum 15 ppm 15°, (b) L.plantarum 15 ppm 107,
(c) L.plantarum 15 ppm 107, (d) L.plantarum 15 ppm 107
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Lampiran 17. Dokumentasi Spektrofotometer

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

(©) (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

80



