
 

 

 

 

LAMPIRAN 

Lampiran 1. Surat Keterangan Layak Etik 

 



 

 

 

 

   

Lampiran 2. Perhitungan Pembuatan Reagen 

 

1. Pembuatan SDS 10% 

Massa zat (g) = 
persen

100
 ×volume larutan (mL) 

Massa zat (g) = 
10

100
 × 50 mL 

Massa zat (g) = 5 gram 

2. Pengenceran buffer TE 100x menjadi 1x 

C1 x V1 = C2 x V2 

100 x V1 = 1 x 50 mL 

V1  = 0,5 mL 

3. Pembuatan NaOH 10% 

Massa zat (g) = 
persen

100
 ×volume larutan (mL) 

Massa zat (g) = 
10

100
 × 50 mL 

Massa zat (g) = 5 gram 

4. Pembuatan Tris HCl 50 mM 

Massa (g)  = Molaritas (M) x Mr x Volume (L) 

Massa (g)  = 0,05M x 157,6 x 0,5L 

Massa (g)  = 3,94 gram 

5. Pembuatan NaCl 5M 

Massa (g)  = Molaritas (M) x Mr x Volume (L) 

Massa (g)  = 5M x 58,44 x 0,05L 

Massa (g) = 14,61 gram 

6. Pembuatan EDTA 0,5 M 

Massa (g)  = Molaritas (M) x Mr x Volume (L) 

Massa (g)  = 0,5M x 372,24 x 0,005L 

Massa (g) = 0,9306 gram 

7. Pengenceran buffer TBE 10x menjadi 1x 

C1 x V1 = C2 x V2 

10 x V1 = 1 x 500 mL 

V1  = 50 mL 



 

 

 

 

   

 

8. Pembuatan gel agarosa 1% 

Massa zat (g) = 
persen

100
 ×volume larutan (mL) 

Massa zat (g) = 
1

100
 × 36 mL 

Massa zat (g) = 0,36 gram 

9. Pembuatan gel agarosa 1,5% 

Massa zat (g) = 
persen

100
 ×volume larutan (mL) 

Massa zat (g) = 
1,5

100
 × 36 mL 

Massa zat (g) = 0,54 gram  

10. Pelarutan primer Bifidobacterium 

Volume (mL) = 
Jumlah zat (mol)

Konsentrasi (mol/L)
 x 1000 

Volume (µL) = 
Jumlah zat (nmol) x 10-9

Konsentrasi (µM) x 10-6
 x 106 

Volume (µL) = 
Jumlah zat (nmol)

Konsentrasi (µM) 
 x 1000 

a. Primer Breve F 

Volume (µL) = 
31,1 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 311 

b. Primer Lactis R 

Volume (µL) = 
41,1 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 411 

c. Primer Mplex B. adolescentis F 

Volume (µL) = 
31,2 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 312 

d. Primer Pseudolongum F 

Volume (µL) = 
36,9 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 369 

 

 



 

 

 

 

   

e. Primer Animalis B. Lactis F 

Volume (µL) = 
31,8 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 318 

f. Primer Infantis B. Long 

Volume (µL) = 
36,9 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 369 

g. Primer Longum F 

Volume (µL) = 
31,9 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 319 

h. Primer Mplex B. Bifidum F 

Volume (µL) = 
28,8 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 288 

i. Primer Mplex Bifido F 

Volume (µL) = 
32,2 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 322 

j. Primer Mplex Bifido R 

Volume (µL) = 
28,8 nmol

100 µM
 x 1000 

Volume (µL) = 288 

11. Pengenceran primer Bifidobacterium 100µM menjadi 50µM 

C1 x V1  = C2 x V2 

100µM x V1 = 50µM x 100µL 

V1   = 50µL 

12. Pembuatan Bifidobacterium multiplex primer mix 

Bifidobacterium multiplex primer mix terdiri dari 10 primer dengan 

perbandingan konsentrasi masing-masing primer spesies:Mplex Bifido 

R:Mplex Bifido F adalah 1:6:2. PCR mixture 20µL harus mencakup konsentrasi 

akhir masing-masing primer sebesar 0,2 µM. Perlu diketahui konsentrasi 

masing-masing primer dalam PCR mixture. 



 

 

 

 

   

Konsentrasi primer dalam PCR mixture 

Konsentrasi setiap primer spesies : Mplex Bifido R : Mplex Bifido F = 1 : 6 : 

2 

Konsentrasi setiap primer spesies : Mplex Bifido R : Mplex Bifido F = 

0,2µM : 1,2µM : 0,4 µM 

 

Volume Bifidobacterium multiplex primer mix yang ditambahkan ke dalam 

PCR mixture adalah 2µL. Maka, untuk mencapai konsentrasi tersebut dalam 

total volume 20µL, konsentrasi awal masing-masing primer dalam primer mix 

dihitung dengan rumus pengenceran: 

Konsentrasi primer spesies (Breve F, Lactis R, Mplex B. adolescentis F, 

Pseudolongum F, Animalis B. lactis F, Infantis B long, Longum F, Mplex 

B bifidum F) 

C1 x V1 = C2 x V2 

C1 x 2µL   = 0,2µM x 20µL 

C1  = 2µM  

Konsentrasi primer Mplex Bifido R 

C1 x V1 = C2 x V2 

C1 x 2µL   = 1,2µM x 20µL 

C1  = 12µM 

Konsentrasi primer Mplex Bifido F 

C1 x V1 = C2 x V2 

C1 x 2µL   = 0,4µM x 20µL 

C1  = 4µM 

Berdasarkan perhitungan, dibutuhkan primer masing-masing spesies dengan 

konsentrasi 2µM, primer Mplex Bifido R 12µM dan primer Mplex Bifido F 

4µM. Bifidobacterium multiplex primer mix akan dibuat sebanyak 100µL dari 

konsentrasi awal masing-masing primer 50µM. Berikut perhitungan volume 

primer 50µM yang dibutuhkan: 

 

 



 

 

 

 

   

Volume masing-masing primer spesies  

C1 x V1  = C2 x V2 

50µM x V1 = 2µM x 100µL 

V1  = 4µL 

Konsentrasi primer Mplex Bifido R 

C1 x V1  = C2 x V2 

50µM x V1 = 12µM x 100µL 

V1  = 24µL 

Konsentrasi primer Mplex Bifido F 

C1 x V1  = C2 x V2 

50µM x V1 = 4µM x 100µL 

V1  = 8µL 

 

Maka, untuk membuat 100µL Bifidobacterium multiplex primer mix diperlukan 

masing-masing 4µL untuk primer Breve F, Lactis R, Mplex B. adolescentis F, 

Pseudolongum F, Animalis B. lactis F, Infantis B long, Longum F, Mplex B 

bifidum F; 24µL primer Mplex Bifido R dan 8µL primer Mplex Bifido F. Air 

bebas nuklease ditambahkan sebanyak 36µL untuk mencapai volume akhir 

100µL. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

   

Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian 

 

  

Hasil Ekstraksi DNA Fitur Gradient pada Thermo cycler 

  

Pencetakan Gel Agarosa Proses Elektroforesis 

  

PCR Mixture Proses PCR 

 

 


