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Abstract

Molecular biology analysis has several advantages over culture approaches, including the ability to identify a
wider range of target organisms, increased sensitivity and specificity. Bacterial DNA isolation is a simple solution in
molecular biology analysis. Boiling techniques using high temperature heating can damage cell wall permeability.
Heating boiling technique can be done by using waterbath, and heat block with different heat transfer mechanism. The
results showed the concentration value of samples isolated using heatblock was in the range of 77,6 ng/ul — 200,45 ng/pl,
while the concentration of samples isolated using waterbath was in the range of 145,575 ng/pl — 288,8 ng/ul. The highest
DNA concentration was obtained from using a waterbath. Purity values measured at wavelengths A260/A280 were
obtained with a range of purity that was not different.
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Abstrak

Analisis biologi molekuler memiliki beberapa keunggulan dibandingkan pendekatan kultur, termasuk
kemampuan untuk mengidentifikasi organisme target yang lebih luas, peningkatan sensitivitas, dan spesifisitas. Isolasi
DNA bakteri merupakan solusi sederhana dalam analisis biologi molekuler. Teknik bozling menggunakan pemanasan
suhu tinggi dapat merusak permeabilitas dinding sel. Pemanasan teknik boiling dilakukan dengan menggunakan
waterbath, dan heatblock dengan mekanisme transfer panas yang berbeda. Hasil penelitian menunjukkan nilai konsentrasi
sampel yang diisolasi menggunakan /featblock berada pada kisaran 77,6 ng/pl — 200,45 ng/pl, sedangkan konsentrasi
sampel yang diisolasi menggunakan waterbath berada pada kisaran 145,575 ng/ul — 288,8 ng/pl. Konsentrasi DNA
tertinggi didapatkan dari menggunakan waterbath. Nilai kemurnian yang diukur pada panjang gelombang A260/A280
diperoleh dengan rentang kemurnian yang tidak berbeda.

Kata kunci: Isolasi DNA, Boiling, Waterbath, Heatblock

Pendahuluan

Mikrobiologi dan biologi molekuler adalah dua pendekatan yang dapat digunakan untuk mendeteksi
bakteri tertentu dari sampel lingkungan (Silva & Domingues, 2015). Metode berbasis kultur tradisional memiliki
keterbatasan baik secara kuantitatif dan kualitatif. Metode berbasis kultur untuk deteksi bakteri dapat tidak
akurat karena sifat media yang selektif sehingga membutuhkan penggunaan media dan kondisi kultur yang
sesuai untuk setiap mikroorganisme yang diinginkan (Price & Wildeboer, 2017). Pendekatan biologi molekuler
dapat memberikan deteksi yang lebih tepat (Zhang et al, 2021). Analisis biologi molekuler memiliki beberapa
keunggulan dibandingkan pendekatan kultur, termasuk kemampuan untuk mengidentifikasi organisme target
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yang lebih luas, peningkatan sensitivitas, dan spesifisitas. Pendekatan molekuler umumnya diterapkan pada
isolat tunggal dan pengayaan. Pengayaan meningkatkan jumlah bakteri, meskipun hanya mengungkapkan
bakteri hidup, tidak dapat memperkirakan jumlah, dan hanya memberikan indikasi ada dan tidaknya, oleh
karena DNA bakteri yang hidup tidak dapat dipisahkan dengan menggunakan pendekatan berbasis kultur
tradisional, solusi paling sederhana adalah mengisolasi DNA dari sel bakteri (Omar & Barnard, 2014).

Metode isolasi DNA menjadi tahapan penting untuk menghasilkan DNA murni. Isolasi DNA bertujuan
untuk memisahkan DNA dari partikel-partikel lainnya seperti lipid, protein, polisakarida, dan zat lainnya
(Putri et al, 2023). Isolasi DNA dilakukan dengan merusak atau memecahkan dinding sel, sehingga
memungkinkan DNA keluar dari dalam sel. Dalam isolasi DNA bakteri, ada banyak metode yang telah
dikembangkan, termasuk teknik boiling, metode fenol-kloroform, dan kit (Dashti ef a/, 2009; Handayani & Putri,
2021). Kunci kualitas dan kuantitas yang baik bergantung pada metode isolasi DNA (Mardhotillah et al, 2023).
Teknik boiling menggunakan pemanasan suhu tinggi mampu merusak permeabilitas dinding sel, membran
menjadi tidak lengkap karena pemanasan (Ruchi et al, 2019). Pemanasan teknik boiling dapat dilakukan
dengan menggunakan waterbath dan heatblock. Pemanasan dalam watferbath dan heatblock melibatkan
transfer panas melalui konveksi dan konduksi. Pada waterbath, energi panas dari sumber eksternal, seperti
pemanas listrik, ditransfer ke air melalui konveksi, di mana air panas naik dan air dingin turun, menciptakan
aliran. Di sisi lain, pemanasan di atas heatblock melibatkan transfer panas melalui konduksi, di mana panas
langsung ditransfer dari balok ke benda yang berada di atasnya (lkhsan ef a/, 2017, Ramadhan & Irawansyah,
2018). Perbedaan mekanisme transfer panas antara pemanasan dalam watferbath dan di atas heatblockinilah
mendorong dilakukannya penelitian mengenai perbandingan efektivitas isolasi DNA bakteri menggunakan
metode boiling waterbath dan heatblock.

Bahan dan Metode

Preparasi Isolat Bakteri

Bakteri yang digunakan pada penelitian ini merupakan kultur stok di Laboratorium Fisiologi
Tumbuhan Universitas Negeri Padang. Bakteri dengan kode CB, PSB2 dan PSB5 merupakan isolat yang
diisolasi dari rizosfer tanaman (Advinda et al, 2022) . Kultur stok ini diremajakan dengan diinokulasi dalam
biakan miring media Kings B. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang selama 24 jam.

Isolasi DNA

Isolasi DNA diawali dengan menginokulasikan 3-4 ose hasil peremajaan tiap isolat ke dalam 700uL
buffer TE (10-"), selanjutnya proses isolasi masing-masing dilakukan dalam waterbath dan diatas heatblock
pada suhu 97°C selama 30 menit. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit untuk
memisahkan DNA dan komponen yang bukan DNA. Setelah itu, supernatant yang terkumpul dilakukan
pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA.

Pengukuran Konsentrasi Kemurnian DNA

Pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA bakteri dilakukan dengan menggunakan
Nanophotometer diukur pada panjang gelombang (A) 260. Sebanyak 2 uL Buffer TE diteteskan pada
Nanophotometer sebagai blanko, selanjutnya dibersihkan menggunakan tisu. Sebanyak 2 pl sampel DNA
diukur konsentrasi dan kemurnian. DNA berkualitas baik apabila pada kemurnian A260/A280 dalam rentang
1,8-2,1 (Handayani & Putri, 2021).

Analisis Data
Data hasil Nanophotometer kemudian dianalisis dengan cara melakukan uji rata-rata terhadap nilai
kemurnian dan konsentrasi DNA hasil isolasi (Sophian & Syukur, 2021).

Hasil dan Pembahasan
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Hasil pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA bakteri menggunakan metode boiling
menggunakan waterbath dan heatblock, dapat dilihat pada tabel berikut :

Tabel 1. Hasil uji konsentrasi dan kemurnian DNA

Rasio

Metode Sampel Konsentrasi Absorban
(ng/ulL) A260/A280

CB 71,6 1,998

Heatblock PSB2 104,475 1,9355
PSB5 200,45 1,9655

CB 145,575 2,0235

Waterbath PSB2 151,15 1,968
PSB5 288,8 2,039

Kuantitas DNA yang telah diisolasi dapat diuji secara kuantitatif dengan Nanophotometer. Prinsip
pengukuran jumlah DNA menggunakan Nanophotometer didasarkan bahwa iradiasi sinar ultra violet (UV)
diserap oleh nukleotida dan protein dalam larutan. Penyerapan iradiasi sinar UV secara maksimal oleh DNA
dicapai pada panjang gelombang 260 nm, sedangkan penyerapan maksimal oleh protein dicapai pada panjang
gelombang 280 nm (Igbal et al, 2016).

Hasil isolasi DNA bakteri metode boilling menggunakan waterbath dan heatblock, pada Tabel 1.
menunjukkan nilai konsentrasi sampel yang diisolasi menggunakan heatblock berada pada kisaran 77,6 ng/ul
- 200,45 ng/ul, sedangkan konsentrasi sampel yang diisolasi menggunakan waterbath berada pada kisaran
145,575 ng/ul - 288,8 ng/ul. Konsentrasi DNA tertinggi didapatkan dari menggunakan waterbath. Nilai
kemurnian yang diukur pada panjang gelombang A260/A280 diperoleh dengan rentang kemurnian yang tidak
berbeda jauh. Kemurnian DNA diperoleh dari perbandingan absorban A260/280 pada sampel DNA. Nilai 260nm
merupakan nilai maksimal DNA dapat menyerap cahaya, nilai tersebut dapat digunakan untuk memperkirakan
konsentrasi DNA, sedangkan nilai 280 nm merupakan nilai maksimal residu protein dapat menyerap cahaya
(Sambrook, 1989). Konsentrasi DNA dikatakan baik jika DNA yang diisolasi memiliki konsentrasi di atas 20,
dengan nilai kemurnian dari ekstrak DNA berkisar antara 1,8-2,1 (Sophian & Syukur, 2021). Jika nilai kemurnian
di bawah 1,8, DNA yang diisolasi mungkin terkontaminasi protein, dan sebaliknya, jika nilai kemurnian di atas
2,1 maka dapat diduga bahwa isolasi DNA yang dilakukan terkontaminasi RNA. (Eppendorf, 2016). Pada
penelitian ini, hasil isolasi memiliki kemurnian yang berada dalam kisaran 1,8-2,1 sehingga dapat dikatakan
DNA hasil isolasi memiliki kemurnian yang baik.

Analisis kemurnian dan konsentrasi dibaca menggunakan Nanophotometer dengan mengukur nilai
absorban pada panjang gelombang A260/A280. Penggunaan panjang gelombang A260/A280 merupakan
metode umum dalam mendeteksi nilai konsentrasi dan kemurnian DNA (Sophian, 2021). Leninger (1975),
mengungkapkan bahwa dari 5 komposisi nukleotida penyusun DNA atau RNA jika dibaca absorbansinya pada
panjang gelombang A260/A280 akan menunjukan nilai yang bervariasi, yaitu: guanine (1.15), adenin (4.50),
sitosin (1.51), urasil (4.00) dan timin (1.47). Hasil analisis kemurnian yang dihasilkan dari pembacaan absorbansi
merupakan rata-rata dari nilai absorbansi empat atau lima asam nukleat ini. Inilah yang menjadi dasar
penetapan nilai kemurnian umumnya untuk analisis DNA berada pada kisaran (1,8-2,1), sedangkan untuk RNA
nilai kisaran akan lebih besar dari nilai tersebut karena pada RNA salah komponen penyusunnya adalah urasil
yang jika dibandingan dengan DNA yang disusun oleh timin maka urasil memiliki nilai yang lebih tinggi yaitu
(4.00), sehingga jika dirata-rata maka nilai kemurniannya akan lebih tinggi jika dibandingkan dengan DNA.
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