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Abstract

One of the important steps in molecular studies is DNA extraction. Many methods have been developed for
bacterial DNA extraction, using either kits or boiling techniques. For the boiling technique, heating can be done using
a water bath, heatblock, and microwave. Microwave is a tool that uses micro radiation rays. This study aims to
determine the effect of microwave irradiation on bacterial DNA. The isolates used in this study were BJ.T.A.2.1
isolates which were inoculated into NB medium. Microwave exposure was carried out for 0, 30, and 90 seconds.
Cultures were isolated using the QI4amp DNA Min: Kit. The quality of DNA after exposure to the microwave was
analyzed from the electrophoretic DNA bands of PCR RAPD products. Microwave exposure of bacteria causes changes
to DNA. PCR RAPD reaction using isolated DNA from bacteria exposed to microwaves produces new bands on
electrophoresis results. The longer the bacteria are exposed to the microwave, the brighter and thicker the new DNA
banding pattern will be. Microwave exposure to bacterial culture affects the isolated DNA. The longer the culture is
exposed to the microwave, the brighter and thicker the new DNA banding pattern will be.
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Abstrak

Salah satu tahapan penting dalam kajian molekuler adalah ekstraksi DNA.Banyak metode yang sudah
dikembangkan untuk ekstraksi DNA bakteribaik menggunakan kit maupun teknik bozling. Untuk teknik bozling
pemanasan bisa dilakukan menggunakan waterbath, heatblock, dan microwave. Microwave merupakan salah satu alat yang
memanfaatkan sinar radiasi mikro. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penyinaran microwave terhadap
DNA bakteri. Isolat yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat B.J.T.A.2.1 yang diinokulasikan ke medium NB.
Pemaparan denganmicrowavedilakukan selama 0, 30, dan 90 detik. Kultur diisolasi menggunakan QI4amp DNA Mini
Kit. Kualitas DNAsetelah pemaparan dengan microvave dianalisis dari pita DNA hasil elektroforesis produk PCR
RAPD. Pemaparan bakteri dengan microwave menyebabkan perubahan pada DNA. Reaksi PCR RAPD menggunakan
DNA hasil isolasi dari bakteri yang terpapar microwave menghasilkan pita baru pada hasil elektroforesis. Semakin lama
bakteridipaparkan microwave, semakin terang dan tebal pola pita DNA baru yang dihasilkan. Pemaparan kultur balkteri
menggunakan microwavemempengaruhi DNA hasil isolasi. Semakin lama kultur dipaparkan microwave, semakin terang
dan tebal pola pita DNA baruyang dihasilkan.
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Pendahuluan

Eksplorasi senyawa aktif antimikroba dari bakteri banyak dilakukan saat ini. Beberapa bidang yang
memanfaatkan potensi senyawa aktif bakteri adalah bidang industri, kesehatan dan farmasi(Afriani ef al, 2017;
Dwijendra, 20145 Mujipradhana, 2018). Seperti pemanfaatan bakteri asam laktat sebagai kultur starter probiotik dan
penghasil bakteriosin (Putra & Fevria, 2018)serta pemanfaatan ekstrak bakteri endofit Andalas sebagai obat kumur
(Putri et al., 2019). Dalam pengembangannya menjadi produk bioteknologi yang dapat diproduksi skala besar, senyawa
aktif antimikroba perlu dianalisis lebih lanjut. Analisis dilakukan untuk mengkarakterisasi dan identifikasi bakteri.
Analisis sederhana dilakukan melalui pengamatan makroskopis, mikroskopis, dan uji reaksi biokimia. Pengamatan
makroskopis dilakukan dengan mengamati morfologi koloni bakteri, meliputi bentuk koloni, ukuran koloni, warna
koloni, dan bentuk tepian koloni. Pengamatan mikroskopis dilakukan melalui pewarnaan Gram dan pengamatan bentuk
sel bakteri (Fitri & Yasmin, 2011; Fitriani et al., 2016). Pendekatan lain dapat dilakukan melalui analisis molekuler.

Pemanfaatan analisis molekuler telah banyak digunakan. Analisis molekuler dalam pengembangan potensi
bakteri dalam bidang bioteknologi diantaranya analisis konservasi molekuler, rekayasa genetika, dan analisis ekspresi
protein (Gordon, 2003; Niemann & Kues, 2000). Salah satu tahapan penting dalam kajian molekuler adalah ekstraksi
DNA. Banyak metode yang sudah dikembangkan untuk ekstraksi DNA bakteri yaitu menggunakan kit , metode fenol-
kloroform maupun teknik boiling(Dashti et al., 2009; Handayani & Putri, 2021). Teknik boiling menggunakan prinsip
pemanasan suhu tinggi yang merusak permeabilitas dinding sel (Afif & Putri, 2019). Pemanasan juga harus dilakukan
dengan waktu inkubasi yang tepat. Waktu pemanasan singkat menyebabkan lisis membran tidak sempurna. Sementara
waktu lama dapat merusak DNA (Ruchi ez al.,, 2019). Untuk teknik boiling, pemanasan bisa dilakukan menggunakan
waterbath, heatblock, dan microwauve.

Microwave merupakan salah satu alat yang menghasilkan energi panas. Dalam pengoperasiannya microwave
memanfaatkan sinar radiasi mikro yang menyebabkan molekul bermuatan listrik bergerak. DNA merupakan molekul
yang bermuatan listrik. Gerakan tersebut menimbulkan gesekan, yang menimbulkan energi panas (V. V. Handayani,
2020; Nur'aini, 2015; UCSB Science Line, 2009). Energi panas tersebut dapat dimanfaatkan menjadi salah satu cara
untuk mengisolasi DNA bakteri. Pada umumnya isolasi DNA bakteri dilakukan pemanasan pada suhu diatas optimum
dapat menyebab lisis bahkan kematian pada sel mikro (Baharuddin et al., 2014).

Berdasarkan beberapa penelitian yang telah dilakukan, gelombang sinar radiasi mikro dapat mempengaruhi
morfologi, permeabilitas membran, ekspresi total protein bakteri, dan inaktivasi enzim (Cao et al.,, 2018; Shahin et al.,
2015). Bahkan dapat merusak struktur DNA hingga menyebabkan bakteri mati, degradasi, dan mengalami
mutasi(Najmina et al., 20145 Rahi et al., 2012). Namun, mutasi juga memiliki dampak positif. Berdasarkan penelitian
Mitri et al. (2022), mutasi pada bakteri dapat meningkatkan aktivitas antijamur. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh penyinaran microwave dalam terhadap DNA yang dihasilkan.

Bahan dan Metode

Kultur Bakteri

Bakteri yang digunakan pada penelitian ini merupakan isolat bakteri endofit Andalas disimpan di
Laboratorium Penelitian, Departemen Biologi, UNP dalam bentuk kultur stok dengan kode B.J.T.A.2.1. Kultur stok ini
disimpan dalam bentuk biakan miring pada suhu 4°C. Isolat bakteri dikultur dengan menginokulasikan sebanyak 2-3
ose ke dalam medium NB, selanjutnya diinkubasi menggunakan Shaker Inkubatordengan kecepatan 250 rpm dan suhu
37°C selama 12 jam.

Pemaparan Microwave

Rultur cair bakteri diletakkan ke 8 petridish berbeda. Masing — masing kultur dipaparkan microwaveselama 30
detik dan 90 detik. 1 petridish tidak dipaparkan microwavedijadikan sebagai kontrol. Setiap petridish dicuplik masing-
masing 1 mL ke microtube.

Metodelsolasi DNA

Isolasi DNA dilakukan menggunakan QI4amp DNA Mini Kit.Diawali dengan pemisahan kultur bakteri dengan
medium menggunakan sentrifuge. Selanjutnya, kultur bakteri ditambahkan Buffer ATL, Proteinase K, dan Buffer AL
untuk melisiskan sel. Campuran dipindahkan ke spin colomm dan dilakukan 8x pencucian menggunakan Buffer A1 dan
Buffer AW2. Dilanjutkan proses delusi, dengan penambahan Buffer AE(Fitriyani et al., 2022).
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Uji Kemurnian DNA Bakteri

Uji kemurnian DNA bakteri dilakukan dengan menggunakan Nanofotometer. Sebanyak 2 uLBuffer AE
diteteskan pada Nanofotometer sebagai blanko, selanjutnya dibersihkan menggunakan tisu. Kemudian sebanyak 2 pl
sampel DNAdipipetkan. DNA berkualitas baik apabila pada kemurnian A260/A280 dalam rentang 1,8-2,0.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Konsentrasi sampel DNA yang diperoleh, disesuaikan terlebih dahulu hingga diperoleh konsentrasi 15 ng.
Realksi untuk satu kali amplifikasi dilakukan mengikuti protokol KOD FX NEO Toyobo dengan volume akhir sebanyak
10 pL. Komposisi reaksi PCR dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Komponen Reaksi PCR

Komponen Reaksi Volume per-tube(pL) Jumlah Reaksi VolumeMixPCR
Bufter KOD 5 uL X3 15 pL
dNTPS 2 uL X3 6 uL
Primer (OPA-04) 0,3 UL X3 0,9 uL
KOD 0,2 pL. X3 0,6 uL
Nucleasefree water 1,6 pL X3 4,5 uL.
Sampel DNA 1 puL e Vortex dan spin downmixPCR

e Membagi mix PCR @9 pL ke dalam 3 tube
PCR yang telah diberilabel
e Menambahkan @DNA sampel

e  Vortex dan spindown

Volume Total 10 uL.

Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR

Produk PCR divisualisasikan dalam gel agarose 1,5% menggunakan teknik elektroforesis. Gel agarose dibuat
dengan melarutkan 1,5 gram bubuk agarose ke dalam 100 ml TAE 50x. Larutan di homogenkan dengan cara
dipanaskan menggunakan microwavekemudian dimasukkan ke dalam cetakan. Tahap selanjutnya gel agarose yang telah
terbentuk dimasukkan ke dalam bak elektroforesis. 5 pL produk PCR kemudian ditambahkan dengan 1 pLloading dye
dan 5 pLgel red dihomogenkan kemudian dimasukkan ke dalam well. Elektroforesis dilakukan selama 40 menit pada
tegangan konstan 100 volt. Setelah elektroforesis selesai, gel diambil kemudian untuk divisualisasi menggunakan gel
doc.

Hasil dan Pembahasan

Penelitian ini bertujuan melihat pengaruh lama paparan microwave terhadap kualitas DNA. Kualitas DNA
ditentukan berdasarkan pola pita yang dihasilkan PCR RAPD. Pola pita divisualisasikan melalui elektroforesis. Hasil
elektroforesis dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Hasil Visualisasi PCR RAPD. (a) Ladder 1kb; (b) tanpa pemaparan; (c) 30 detik; (d) 90 detikPanah merah
menunjukan bagian hasil elektroforesis yang memiliki pita DNA yang berbeda
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Berdasarkan Gambar 1. dapat diketahui bahwa lama pemaparan microwave berpengaruh terhadap pola pita
DNA yang dihasilkan. Semakin lama dipaparkan microwave, pola pita DNA mengalami penambahan band.

Microwavedalam pengoperasiannya memanfaatkan sinar radiasi mikro(V. V. Handayani, 2020). Sinar radiasi
mikro termasuk radiasi elektromagnetik (non-pegion)(Zubaidah & Yanti, 2001). DNA merupakan molekul yang
bermuatan listrik. Adanya gelombang mikro menyebabkan molekul dengan muatan listrik bergerak, sehingga
menimbulkan gesekan. Akibat dari gesekan tersebut terbentuklah energi panas (UCSB Science Line, 2009).

Berdasarkan beberapa penelitian yang telah dilakukan,gelombang sinar radiasi mikro dapat mempengaruhi
morfologi, permeabilitas membran, ekspresi total protein bakteri, dan inaktivasi enzim (Cao ef al., 2018; Shahin et al.,
2015). Bahkan dapat merusak struktur DNA hingga menyebabkan bakteri mati, degradasi, dan mengalami
mutasi(Najmina et al., 20145 Rahi et al, 2012). Menurut penelitian Kim e/ al. (2008), gelombang mikro mampu
menghancurkan membran dan dinding Bacillus cereus. Pada DNA, radiasi gelombang mikro menyebabkan pemutusan
ikatan kovalen DNA, yang berakibat terjadinya mutasi DNA.
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