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

Lactobacillus casei dan Weissella confusa sebagai Bakteri Pereduksi Merkuri 

 

  

Persiapan Alat dan Bahan 

Pembuatan media 

pertumbuhan  

Peremajaan isolat bakteri 

L.casei dan W.confusa 

Uji resistensi L.casei dan 

W.confusa  pada media 

yang mengandung merkuri 

Mengukur nilai OD dengan 

Spektrofotometer 

Perhitungan populasi 

koloni dengan metode SPC 

Pembuatan Stok bakteri 

Ekstraksi DNA 

Amplifikasi 

Elektroforesis 

Hasil 
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Lampiran 2. Skema Kerja Uji Resistensi Bakteri Probiotik pada Beberapa 

Konsentrasi Merkuri (Hg) 

Isolat bakteri L.casei dan 

W.confusa 

Media MRSB 

Perhitungan nilai OD 

dengan spektrofotometri 

Perhitugan populasi bakteri 

dengan metode SPC 

Nilai OD Nilai SPC 

Diinokulasi 0,5 ml suspensi 

Diinkubasi selama 3 X 24 

jam 
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Lampiran 3. Skema Kerja Ekstraksi DNA Bakteri 

  
Preparasi sampel L.casei dan W.confusa 

200 𝜇l GA buffer + Lysozym  

mg/ml) 
-Vortex 

- inkubasi selama 30 menit pada 

suhu 37
o
C 

20𝜇𝑙 Proteinase K 

-Sentrifuge 1 menit dengan kecepatan 

14000 rpm 

-buang supernatant 

 

-Vortex 

- inkubasi selama 10 menit pada 

suhu 60
o
C 

20𝜇𝑙 GB Buffer 

-Vortex 

- inkubasi selama 10 menit pada 

suhu 70
o
C 

200 𝜇𝑙 Etanol absolut 

-Vortex 

- inkubasi selama 10 detik  

- masukkan dalam GD colomn 

-Sentrifuse dengan kecepatan 

12000 rpm selama 30 detik 

 

400 𝜇𝑙 PW Buffer 

-Sentrifuse dengan kecepatan 

12000 rpm selama 2 menit

100 𝜇𝑙 TE Buffer 

-Sentrifuse dengan kecepatan 

14000 rpm selama 3 menit 

 
DNA Murni 
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Lampiran 4. Skema Kerja Amplifikasi DNA dengan Metode PCR 

  DNA Murni 

Dibuat mix reaksi PCR dengan 8𝜇𝑙 

1x Mytaq HS red mix 2 𝜇𝑙 ddH2O 

dan masing-masing 1 𝜇𝑙 DNA 

primer MerA-F dan MerA-R, 

MerA2-F dan MerA2-R, A1s-n.F 

dan A5-n.R 

DNA Murni 

12 𝜇𝑙mix reaksi PCR 

Dimasukkan ke tabung eppendorf 

 

3 𝜇𝑙 DNA murni 

Dimasukkan ke tabung eppendorf  yang 

berisi Mix reaksi PCR 

 
Amplifikasi 

Optimasi Amplifikasi PCR dapat di lihat 

pada tabel 2. 

 

Produk PCR 
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Lampiran 5. Tabel Optical Density Nilai  (OD) sebelum dan setelah Inkubasi 

Nama 

Spesies 

Kontrol 1 ppm 5 ppm 10 ppm 15 ppm 

T0 T1 T0 T1 T0 T1 T0 T1 T0 T1 

L. casei 90 1 90 1 90 50 90 51 90 65 

2,04 4 2,04 4 2,04 2,3 2,04 2,29 2,04 2,18 

W. confusa 90 1 90 2 90 57 90 71 90 81 

2,04 4 2,04 3,69 2,04 2,24 2,04 2,14 2,04 2,09 

Lampiran 6. Tabel Nilai Standard Plate Count (SPC) sebelum dan setelah 

Inkubasi  

Konsentrasi 
Lactobacillus casei Weissella confusa 

T0 T1 T0 T1 

Kontrol 

3,0 x 10
8
 

CFU/ml 

6,1 x 10
16

 

CFU/ml 

1,3 x 10
8
 

CFU/ml 

4,7 x 10
18

 

CFU/ml 

8,477 16,785 8,113 18,672 

1 ppm 

2,4 x 10
8
 

CFU/ml 

4,8 x 10
16

 

CFU/ml 

8,3 x 10
6
 

CFU/ml 

1,7 x 10
17

 

CFU/ml 

8,380 16,681 6,919 17,230 

5 ppm 

1,2 x 10
8
 

CFU/ml 

1,5 x 10
16

 

CFU/ml 

4,4 x 10
6
 

CFU/ml 

3,1 x 10
16

 

CFU/ml 

8,079 16,176 6,643 16,491 

10 ppm 

2,0 x 10
6
 

CFU/ml 

1,3 x 10
16

 

CFU/ml 

3,3 x 10
6
 

CFU
/ml 

2,0 x 10
16

 

CFU/ml 

6,301 16,113 6,518 16,301 

15 ppm 

1,0 x 10
6
 

CFU/ml 

1,1 x 10
16

 

CFU/ml 

2,0 x 10
6
 

CFU/ml 

1,0 x 10
16

 

CFU/ml 

6 16,041 6,301 16 
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Lampiran 7. Proses Pembuatan Media 

 
Gambar 1. Proses prekultur bakteri L.casei dan W.confusa dalam media MRSB 

  
Gambar 2. Proses pembuatan media MRSB 

 
Gambar 3. Proses menimbang merkuri 
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Gambar 4. Pertumbuhan bakteri L. casei dan W.confusa pada media yang 

mengandung konsentrasi Hg 

 
Gambar 5. Hasil inkubasi L. casei dan W.confusa pada shaker selama 3 x 24 jam 

 
Gambar 6. Perhitungan nilai Optical Density (OD) L. casei dan W.confusa pada 

spektrofotometer. 
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Gambar 7. Penuangan media padat untuk perhitungan SPC 

Lampiran 8. Hasil Perhitungan Koloni Bakteri L.casei dan W.confusa dengan 

metode Standard Plate Count (SPC) 

  
(a)           (b) 

 
             (c)     (d) 

Gambar 8. (a) L.casei kontrol 10
-5

; (b) L.casei kontrol 10
-6

;(c) L.casei kontrol     

10
-7

; (d) L.casei kontrol 10
-8 
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(a)    (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar  9. (a) W.confusa kontrol 10
-5

; (b) W.confusa kontrol 10
-6

;(c) W.confusa 

kontrol 10
-7

; (d) W.confusa kontrol 10
-8

 

 
(a)                           (b) 

 
(c)         (d) 
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Gambar 10.  (a) L.casei 1 ppm 10
-5

; (b) L.casei 1 ppm 10
-6

;(c) L.casei 1 ppm 10
-7

; 

(d) L.casei 1 ppm 10
-8 

 
(a)    (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 11. (a) W.confusa 1 ppm 10
-5

; (b) W.confusa 1 ppm 10
-6

;(c) W.confusa 1 

ppm l0
-7

; (d) W.confusa 1 ppm  10
-8

 

 
(a)          (b) 
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(c)        (d) 

Gambar 12.  L.casei 5 ppm 10
-5

; (b) L.casei 5 ppm 10
-6

;(c) L.casei 5 ppm 10
-7

; (d) 

L.casei 5 ppm 10
-8 

 
(a).    (b) 

 

(c)    (d) 

Gambar 13. (a) W.confusa 5 ppm 10
-5

; (b) W.confusa 5 ppm 10
-6

;(c) W.confusa 5 

ppm l0
-7

; (d) W.confusa 5 ppm  10
-8
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(a)         (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 14.  (a) L.casei 10 ppm 10
-5

; (b) L.casei 10 ppm 10
-6

;(c) L.casei 10 ppm 

10
-7

; (d) L.casei 10 ppm 10
-8 

 

(a)    (b) 
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(c)    (d) 

Gambar 15. (a) W.confusa 10 ppm 10
-5

; (b) W.confusa 10 ppm 10
-6

;(c) W.confusa 

10 ppm l0
-7

; (d) W.confusa 10 ppm  10
-8 

 
(a)    (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 16. (a)  L.casei 15 ppm 10
-5

; (b) L.casei 15 ppm 10
-6

;(c) L.casei 15 ppm 

10
-7

; (d) L.casei 10 ppm 10
-8 
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(a)         (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 17. (a) W.confusa 15 ppm 10
-5

; (b) W.confusa 15 ppm 10
-6

;(c) W.confusa 

15 ppm l0
-7

; (d) W.confusa 15 ppm  10
-8 

 

Lampiran  9.  Perhitungan TPC pada L. casei dan W.confusa (T1) 

 
(a)    (b) 
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(c)    (d) 

Gambar 18. (a) L.casei kontrol 10
-15

; (b) L.casei kontrol 10
-16

;(c) L.casei kontrol 

10
-17

; (d) L.casei kontrol 10
-18 

 
(a)              (b) 

 
(c)          (d) 

Gambar 19. (a) W.confusa kontrol 10
-15

; (b) W.confusa kontrol 10
-16

;(c) 

W.confusa kontrol 10
-17

; (d) W.confusa kontrol 10
-18
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(a)    (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar  20.  (a) L.casei 1 ppm 10
-15

; (b) L.casei 1 ppm 10
-16

;(c) L.casei 1 ppm 

10
-17

; (d) L.casei 1 ppm 10
-18 

 
(a)    (b) 

  
   (c)                          (d)  
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Gambar 21. (a) W.confusa 1 ppm 10
-15

; (b) W.confusa 1 ppm 10
-16

;(c) W.confusa 

1 ppm l0
-17

; (d) W.confusa 1 ppm  10
-18

 

 
(a)              (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 22. (a)  L.casei 5 ppm 10
-15

; (b) L.casei 5 ppm 10
-16

;(c) L.casei 5 ppm 10
-

17
; (d) L.casei 5 ppm 10

-18 

 
(a)         (b) 
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(c)        (d) 

Gambar 23. (a) W.confusa 5 ppm 10
-15

; (b) W.confusa 5 ppm 10
-16

;(c) W.confusa 

5 ppm l0
-17

; (d) W.confusa 5 ppm  10
-18

 

 
(a)    (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 24. (a) L.casei 10 ppm 10
-15

; (b) L.casei 10 ppm 10
-16

;(c) L.casei 10 ppm 

10
-17

; (d) L.casei 10 ppm 10
-18 
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(a)    (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 25. W.confusa 10 ppm 10
-15

; (b) W.confusa 10 ppm 10
-16

;(c) W.confusa 

10 ppm l0
-17

; (d) W.confusa 10 ppm  10
-18 

 
(a)          (b) 

 
(c)        (d) 
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Gambar 26. (a) L.casei 15 ppm 10
-15

; (b) L.casei 15 ppm 10
-16

;(c) L.casei 15 ppm 

10
-17

; (d) L.casei 10 ppm 10
-18 

 
(a)    (b) 

 
(c)    (d) 

Gambar 27. (a) W.confusa 15 ppm 10
-15

; (b) W.confusa 15 ppm 10
-16

;(c) 

W.confusa 15 ppm l0
-17

; (d) W.confusa 15 ppm  10
-18 

 

Lampiran 10. Proses Ekstraksi DNA 

 
Gambar 28. Ekstraksi DNA 
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Gambar 29. Tahap Elusi 

 

 

Gambar 30. Optimasi Amplifikasi PCR 

 

 

 

 

 

 

 


