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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Hasil penelitian penapisan bakteri penghasil superoksida dismutase (SOD)
dari tanah hutan mangrove Maron Edupark Semarang dapat disimpulakan bahwa:

Pertama, tanah hutan mangrove Maron Edupark Semarang terdapat isolat
bakteri yang menghasilkan enzim superoksida dismutase (SOD).

Kedua, aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) tertinggi yaitu pada
isolat bakteri THM1 dengan persentase SOD sebesar 74,51%.

Ketiga, hasil identifikasi molekuler pada isolat bakteri THM1
menunjukkan bahwa spesies bakteri adalah Bacillus altitudinis dengan homologi
99%.

B. Saran
Bakteri yang terdapat pada tanah hutan mangrove Maron Edupark
Semarang memiliki aktivitas SOD yang tinggi yaitu Bacillus altitudinis namun
dari karakteristik bakteri tersebut termasuk bakteri patogen. Perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut terhadap bakteri tersebut sehingga SOD yang terdapat pada
bakteri Bacillus altitudinis dapat diproduksi dan dimanfaatkan sebagai pengobatan

atau pemeliharaan kesehatan bagi masyarakat.
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Lampiran 1. Sampel tanah hutan mangrove maron edupark semarang

Lampiran 2. Suspensi

Suspensi tanah Sampel Pengenceran Pengenceran Pengenceran
tanah cair 10 102 103

Lampiran 3. Hasil isolasi bakteri
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Pengenceran 10™ Pengencaran 10 Pengenceran 10
Lampiran 4. Hasil identifikasi bakteri
a. Makroskopis

-
oloni 2 oloni 3

b. Mikroskopis isolat THM1

Koloni

Pengecatan Gram
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Lampiran 5. Isolat bakteri yang dikirim ke macrogen

Lampiran 6. Hasil identifikasi molekuler dengan 16S rDNA

Standard ID

165 rRNA service report

Crder Humber - TS05ITFNAD21
Sample namss - TT_coniig 1

Infgrmaticn
Primer information

B T

Sequencing Primer Hame Primer Seguences
TBSF 5 [GEA TTA GAT ACC CTG GTA) 3
TR Z (COGTCAATT CMTTTRAGT TT) 3

&IF

Sighjacy

W il i

Family

PCR Primer Hame Primsr Sequences

T (RGA GTT TGA TOM TGE CTC AG) 3

1482R 5 (TAC GEY TAC CTT GTT ACG ACT T) &

Spaciss
Bacllus aitiudnis

- Bacibu s mrncopherion g R_D 42138

Bucibu s i e en i S{ges BO0ES)
Bacibur srsscapheres i ME_1 18440
Bacibur sEriusip:HR_J18439)

Bagibup gAodin o FE_J4T 13T

1T comigl

Bucibut puniiuaigehiE_113858
Bacibur pumiysige RE_DE 2875
Bl E 2 g 2 heoid e 51 E[poiEB BT 325
Saciliur wnirslim arnggi [NEA0IE)

Bucibur syfensizipi HF_L13545)
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Lampiran 7. Karakter bakteri Bacillus altitudinis

Characterization

Bacilli cause an array of infections from ear infections to meningitis, and urinary tract infections to septicemia. Mostly
they occur as secondary infections in immunodeficient hosts or otherwise compromised hosts. They may exacerbate
previous infection by producing tissue-damaging toxins or metabolites that interfere with treatment.

Bacillus altitudinis is a species of bacteria first 1solated from cryogenic tubes used for collecting air samples from high
altitudes, hence its name. Its type strain is 41KF2bT (=MTCC 7306T =JCM 13350T).

Lampiran 8. Bakteri yang memiliki sekuen homolog dengan sequen
nukleutida 16S rDNA isolat THM1

| Query Subjec Sare Identitie Sfrand
D Neme length St End Destiption Link A lengh St B Bt Raw  Eusle Meth ol Pff
I

PMontp M8 1 UG Gwilusaltdmssrandhts R OB K6 B M6 T MR 000 MR MR 9PhsPls
S ooty U8 1 480 Becllsiamenensisra bt fowwunc OGRS, 13 N B T MG (00 MR U 99PhsfPls
St M 1 UG Bwilsshatoghenvissthtsmend R OB IR 19 1M T M6 000 M0 M 99PhsPls
O Montz U8 B U0 BailsshatophericissthtipsfwwncNR 1B MR 1 VR BT M M0 MR UM 9 PhsfPls
Tty ¥ 1 U Balishanghoensssihtoswwnck DRI, BB 0 LM N6 MM QM0 MR M S9Plusfrls
PMontp W8 ) WRBilspumiisstanMBhtswwad R 108 W 1 WM XM MR 00 M WM 9 PhsPls
O Moty 48 1 UG0Ralscerisstan 4K Intoswnck N 1G4 M6 1 UL DR MR M0 MR MR %9 PlusfPls
DMontig 48 1 10 Baclhsaustalimarssrabttpsfownck GO0, 13 0 B0 %0 MSL 00 WM MBS %9PlugPls
et W8 0 M BaclssfensissranMBbttyswwnchNR 1094 4% 1 MM BB WD 00 M MR 9Plusfls
Doeti 48 0 e Baclhspumisstan ATottps fwwunctiNG (24 1M 1 MM DL M6 00 MM M %9PlugPls
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Lampiran 9. Sampel THM1 dengan primer forward

MOCTOgEn
File: IT_783F.abl Rum Ended- 2008/3/3] 1:26:42 Signal G:4420 44332 C:6158 T4247 %
Sampie: IT_T85F Lame: 43 Buase spacing: 15000026 1543 bases in 18242 scans Page ! gf

1% w an A3 S0 L i) L i lan no 1
COAME T ATF GTECTA GT GTTAGEGEETTTCC GEOCCT TAG TGO T GEAGC T AAMCGCAT T AAMGEACTCCGUC T GGG AFT WOGETOEC MG ACTGEAAACT CAAAGEANT TEACGEGEGET OO G

e RO AP A AN A A e A A A

120 L4 150 5D 1T 1BD 190 a0 ) 20 o 20
CACAAGCEATIRAGCATOT BOT TTAAT TOOAAGCAACAEOAABA SO TT AC CAOQOTOTTOACATOCTC T ACAACCET AGAGAT AGEGC TTTOOCT T OO AT A OT 04 0o GOT O 0T G0 A T8

o A AN e M A A A A A LA o A A e A e N A Aol

1 s I 180 . LY il s il o pil W i
TTETCOTCAGE T COT GTC GT GAGAT QT TEAGT TAAGTOCCAOCAAC GAGDAC AACCCTTOAT CTTAGT TG CAQC AT T TAGTT OAGEACT CT AAOOT OACT GOCAGT GACAAACC QG AGO A 00T G0

AP ANV I A A A A A A A AN A A AN A WA AN A A W

350 208 400 41a 420 430 440 458 L 470 EE 4830 g0
GOATGAR GTC AT AT CATGCCC CTTATGACC T GGG T AC AL ACET G CTACAA T GEACAGAACAA AGGHOC T GU GAGACT GUAAGET TTAGECAATCCC AL A AT ET GTTCT CAGTT O GGAT CGOAGT

AL e A A A A A AP A A A B

e s ki iy s A60 T SR 250 G0 oln £20
CTGCAACTCOA CTOCOT G AAGET G0 AT CACTAGT AAT COCGRATCAGCAT ACCACAAT GAATACATT CCCAGRCCTTOT ACA CAC CRCOCOTCACACCACO AQ AGTTT BEAACA R OO AN BT C GO

e A AP A AR A A AN A AN Pl A A A A AR
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Lampiran 10. Sampel THM1 dengan primer reverse

MOCTOgEn
File: IT_907R.abl Run Ended- 2019/5/31 2:26:42 Signal G:1713 A:1626 C:3484 T:2514 {)
Sampila- 1T_S07R Lama: 41 Bare spacing: 17.220797 1152 bases in 13679 scans Poage ] of 2

JL 20 0 40 0 L ™ Bl a0 180 1 120
TOTTC A 0T OD0A GG COGAGT GOTT AT GC G TAGET GUAR AT AAGEGEEF GG A COCCCT AACACT TAGCACT CAT O T TTAC GO0 BT GG AWCT ACCAGGET AT CTAATOCT GT TOGCTOD

memmemnme—y AN A o AL AR A e e e At i

pE 140 L 5= 1m 130 150 mn an i imw o 50
CCACEETTTCOCT O T CAGE OTCAGTT AC ABACCAGARAOTC O CTTOCAC TAGT AT TOCTOCACATCT CTAC AT TTC ACC S0 T ACACAT A3AATTCCACT CTCCTCTTCT OCACT CAAGT T

A AR AR A A WA AR A A A A AR A A AN A WA A AR

a0 I E . Jw i Fan B i kR i e
TCCCAOTTTOCAATGACC OTC COCOOT THAGED GHOGGC TT TOACAT CAGACT TAAGA AACCGOC TG GAGECC T TTACGO CCAAT AATT COGGAC AACOCTT GOC ACCT ACGT AT T AC C GO OaC

A AR A AN ARMAMAA A A A A A A AR A AR A AR AR A MY

EEL 200 An0 40 Ah 430 24d 450 &0 4T b 490 Ao
TGEOT EECACGT AGTT AGCC GTGEEETTTCT GETT AGGET ACCGT CAAGRTT GUAAGEAGT T ACT CTTGE ACT TETTC T TCCCT AAC AAC AGAGC T TT ACGAT COGAAAACCT TEAT CACT CACGLGGCG

WM A A i e e Aot e A AR AN A A A Ay

RIL) 320 330 0 50 G0 3T 80 550 600 610 210
TTECTCCOTCAGACTTTCATCCATTACGEA A4 0ATT CCCTACTOCTOCCTCCCOTAOQR AT CTGOGCCOTAT CTCAGTCOC AGTOT GOCCOATC ACCCTOTC A GOTC GICT ACQCATCOT COULTT

WAAMAL Y A AR e WA Ayt AR A A W AR AR AP YA A A A I A
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Lampiran 11. Hasil uji aktivitas SOD di Universitas Gadjah Mada
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Lampiran 12. Hasil persen inhibisi SOD
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Lampiran 13. Hasil absorbansi uji aktivitas SOD




Lampiran 14. Contoh prosedur sekuensing dari macrogen

Humanizing Genomics

macrogen

16S rDNA region Sequencing Analysis

PCR machine: DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cyeler (BIO-RAD)

PCR product purification: multisereen filter plate (Millipore Corp.)

Sequencing Kit : BigDye(R) Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
Sequencer: ABI PRISM 3730XL Analyzer (96 capillary type)

- Information --

Primer Information

PCR Primer Name Primer Sequences

27F 5" (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3
1492R 5" (TAC GGY TACCTT GTT ACGACT T) 3

Sequencing Primer Name Primer Sequences
T85F 5" (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) 3
90TR 5 (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3°

Method

The primers 27F 5" (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3' and 1492R 5" (TAC GGY TAC CTT GTT
ACG ACT T) 3' were used for the PCR. The PCR. reaction was performed with 20 ng of genomic DNA as
the template in a 302€ reaction mixture by using a EF-Tag(SolGent, Korea) as follows: activation of Taq
polymerase at 95 *C for 2minutes, 35 cycles of 95 *C for Iminutes, 55°C, and 72 °C for Iminutes each
were performed, finishing with a 10-minute step at 72 °C. The amplification products were purified with
a multiscreen filter plate (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). Sequencing reaction was performed
using a PRISM BigDye Terminator v3.l Cycle sequencing Kit. The DNA samples containing the
extension products were added to Hi-Di formamide (Applied Biosystems, Foster City, CA). The mixture
was incubated at 95 °C for 5 min, followed by 5 min on ice and then analyzed by ABI Prism 3730XL
DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Lampiran 15. Alat yang digunakan untuk praktikum

F

Vortex

Inkubator Oven

Autoclav
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Jarum Ose dan Ent Lampu spiritus

Mikropipet Gelas ukur

Gelas beaker Mikroskop binokuler
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Alat sentrifugasi Sonikator

Pipet volume Kapas lidi

Batang pengaduk Spuit 1 ml



Objek glass

Ice box

Mikrot tip
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Rak tabung reaksi

Cawan petri disposible

Mikrotube
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Lampiran 16. Perhitungan persen SOD

Keterangan: A = Absorbansi
Blank 1 = 0,149
Blank 2 = 0,032
Blank 3 = 0,098

(A blank 1—-A blank 3)—(A sampel—A blank 2)

Rumus : % SOD :

A blank 1-A blank 3

(0,149-0,098)—(0,045—-0,032)
0,149-0,098

1. Isolat THM1 :

174,51

(0,149-0,098)—(0,053—-0,032)

2. Isolat THM2 :
0,149—0,098

: 58,82

(0,149-0,098)—(0,057—-0,032)

3. Isolat THM3 :
0,149-0,098

: 50, 98

(0,149-0,098)—(0,060—0,032)

4. Isolat THM4 :
0,149-0,098

: 45,10

(0,149-0,098)—(0,051—-0,032)

5. Isolat THMS5 :
0,149-0,098

162,75

x 100%

x 100%

x 100%

x 100%

x 100%
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Lampiran 17. Komposisi dan pembuatan media

1. Brain Heart Infusion (BHI)

Komposisi:  Sari otak anak sapi 12 gram

Sari jantung sapi 5 gram
Proteose pepton 10 gram
Bacto dextrose 2 gram
NaCl 5 gram
Dinatrium fosfor 2,5 gram
Bacto agar 15 gram
Aquadestilata adlLpH=74

Cara Pembuatan
Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadestillata sebanyak
1000 mL, dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan
petri (Bridson 1998).
2. Nutrient Agar (NA)
Komposisi: Beefextract 3 g
Pepton 5 g
Agar 159
Akuades ad 1000 ml
Cara Pembuatan
Akuades sebanyak 100 ml dibagi menjadi dua, satu bagian untuk
melarutkan Beef extract dan peptone dan sebagian lagi untuk melarutkan
agar. Agar dilarutkan pada sebagian air kemudian diaduk. Akuades
sebagian digunakan untuk melarutkan pepton dan beef extract. Bahan yang
sudah larut dituangkan ke larutan agar dan diaduk sampai homogen,
kemudian dilakukan pengukuran pH media dengan mencelupkan kertas
pH indikator. pH yang belum netral dapat ditambahkan HCI/NaOH sampai

netral. Media yang larut dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer dan
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disterilisasi dengan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Media

steril dituangkan ke cawan petri steril secara aseptis.



