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ABSTRAK 

 

OPTIMASI EKSTRAKSI DNA (DEOXYRIBO NUCLEIC ACID)  

PSEUDONOCARDIA CARBOXYDIVORANS 18A213O1 YANG BERASAL 

DARI TUNIKATA DENGAN KIT EKSTRASI PROMEGA DAN QIAGEN 

 

Oleh 

 

SYIFA RIANDANI AZZAHRA 

 

Tunikata merupakan salah satu organisme laut yang dapat berasosiasi dengan 

Actinobacteria. Terjadi hubungan simbiosis mutualisme antara tunikata dengan 

Actinobacteria. Tunikata akan menjadi sumber nutrisi bagi Actinobacteria 

sedangkan Actinobacteria akan menghasilkan senyawa bioaktif yang berguna 

untuk melawan serangan makhluk hidup lain. Contoh senyawa bioaktif seperti 

antibiotik, pestisida dan agen antitumor. Tahap awal untuk mengidentifikasi suatu 

senyawa bioaktif adalah dengan cara mengisolasi DNA. Penelitian ini bertujuan 

untuk memberikan informasi mengenai optimasi penggunaan perbedaan antara kit 

ekstraksi promega dan qiagen. Penelitian ini terdiri atas 3 perlakuan yaitu 

peremajaan, identifikasi bakteri dan pengukuran konsentrasi serta kemurnian 

menggunakan kit ekstraksi promega dan qiagen. Setiap perlakuan dilakukan 

dengan 2 kali ulangan. Hasil penelitian ini menunjukkan konsentrasi dan 

kemurnian pada kit ekstraksi qiagen relatif lebih besar berkisar 1,989 dan 2,000 

dibandingkan kit ekstraksi promega sebesar 1,943 dan 1,500. Waktu pengerjaan 

kit qiagen lebih singkat berkisar 35 menit dibandingkan pengerjaan kit ekstraksi 

promega yang mencapai 2 jam 30 menit.  

 

Kata Kunci :  Kit ekstraksi promega dan qiagen,  

  Pseudonocardia carboxydivorans, Tunikata 
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ABSTRACT 

 

OPTIMIZATION OF DNA (DEOXYRIBO NUCLEIC ACID) 

EXTRACTION PSEUDONOCARDIA CARBOXYDIVORANS 18A213O1 

DERIVED FROM TUNICATES WITH PROMEGA AND QIAGEN 

EXTRACTION KITS  

 

By 

 

SYIFA RIANDANI AZZAHRA 

 

 

Tunicates are one of the marine organisms that can associate with Actinobacteria. 

There is a symbiotic relationship of mutualism between tunicates and 

Actinobacteria. Tunicates will be a source of nutrients for Actinobacteria while 

Actinobacteria will produce bioactive compounds that are useful to fight the 

attack of other living things. Examples of bioactive compounds include 

antibiotics, pesticides and antitumor agents. The initial stage to identify a 

bioactive compound is by isolating DNA. This study aims to provide information 

on optimizing the use of differences between promega and qiagen extraction kits. 

This study consisted of 3 treatments, namely rejuvenation, bacterial identification 

and measurement of concentration and purity using promega and qiagen 

extraction kits. Each treatment was carried out with 2 replicates. The results of 

this study showed that the concentration and purity of the qiagen extraction kit 

were relatively greater around 1.989 and 2.000 compared to the promega 

extraction kit of 1.943 and 1.500. The qiagen kit processing time is shorter around 

35 minutes compared to the promega extraction kit which reaches 2 hours 30 

minutes. 

 

Keywords:  Promega and qiagen extraction kits,  

  Pseudonocardia carboxydivorans, Tunicates 
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MOTTO 

 

 

 

“Dan bersabarlah kamu, sesungguhnya janji Allah adalah benar” 

 

(QS Ar-Rum :  60) 

 

 

 

 

 

“Jangan takut pada bayangan, karena di dekatnya pasti ada cahaya” 

 

(City Hunter) 

 

 

 

 

 

“Yang hancur hanyalah rencanamu bukan dirimu atau masa depanmu, yang kita 

pikir baik belum tentu tuhan setuju, tapi yang tuhan kasih sudah pasti terbaik” 

 

(Anonim) 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Luas lautan yang ada dipermukaan bumi diketahui dapat mencapai lebih 

dari 70%. Lautan memiliki keanekaragaman hayati yang cukup tinggi dan 

mejadi habitat bagi mikroorganisme seperti spons, tunikata, fitoplankton, 

makro alga dan lainnya (Mark et al, 2017). Tunikata diidentifikasi sebagai 

sumber potensial senyawa bioaktif sebagai produk alami laut yang 

menunjukkan berbagai sifat biologis seperti antimikroba dan antikanker. 

Hubungan simbiosis antara tunikata dan kelompok mikroba tertentu 

menghasilkan senyawa mikroba yang bertujuan sebagai pertahanan 

(Chatragadda et al., 2020).  

 

Tunikata dikenal sebagai salah satu invertebrata laut yang dapat hidup 

pada kedalaman lebih dari 2 meter, soliter maupun berkoloni, sesil serta 

hidup sebagai filter feeder. Cara hidup seperti ini memungkinkan 

masuknya mikroorganisme lain seperti bakteri dapat masuk ke dalam 

tubuh tunikata melalui branchial siphon (Diah dkk, 2020). Diketahui 

bahwa tunikata yang berasosiasi dengan mikroorganisme lain 

menghasilkan senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas antibakteri, 

antitumor, antikanker, hemolitik, antiangiogenik serta sitotosik (Dhisa et 

al., 2021).  

 

Actinobacteria telah diakui sebagai salah satu sumber penting bagi 

senyawa bioaktif alami yang menghasilkan lebih dari 10.000 senyawa 

bioaktif (Shanti dkk., 2016). Isolasi DNA diperlukan sebagai tahapan awal 
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dalam mengidentifikasi kekerabatan genetik dan mengidentifikasi senyawa 

bioaktif yang dihasilkan oleh suatu organisme. Isolasi DNA dikenal 

sebagai sebagai suatu proses untuk memisahkan DNA dari komponen 

lainnya seperti RNA dan protein (Sri dkk, 2021).  DNA adalah 

polinukloetida untai ganda yang memiliki karakteristik berupa komponen 

penyusun yang terdiri atas adenin, guanin, timin serta sitosin. DNA 

terbentuk dari susunan rangkaian nukleotida yang terhubung melalui 

ikatan fosfodiester yang terbentuk dari gugus fosfat dan gula pentosa. 

Sedangkan untai DNA terhubung dari ikatan hidrogen yang terbentuk 

melalui pasangan basa nitrogen (Siti Nur’aini dkk, 2019). 

 

Dalam mengisolasi DNA terdapat beberapa tahapan yang harus dilakukan. 

Adapun tahapan utama dalam mengisolasi DNA diantaranya isolasi atau 

pemanenan sel, lisis sel (penghancuran sel), penghilangan protein dan 

RNA (ekstraksi), purifikasi (pemurnian DNA) serta presipitasi 

(pengendapan DNA). Tahapan pemanenan sel dilakukan dengan 

sentrifugasi dimana prinsip utama sentrifugasi adalah memisahkan 

substansi berdasarkan berat molekul menggunakan gaya sentrifugal. 

Substansi yang lebih berat (natan) akan mengendap didasar sedangkan 

substansi yang lebih rendah (supernatan) akan berada di lapisan atas. DNA 

yang dihasilkan dalam proses isolasi ini biasanya disebut dengan template 

DNA (Tiara dan Sugireng, 2019). 

 

Belum diketahuinya keefektivitasan dari penggunaan kit ekstraksi yang 

berbeda antara kit ekstraksi promega dan qiagen dalam melakukan estraksi 

DNA khususnya DNA bakteri Pseudonocardia carboxydivorans sehingga 

pada penelitian ini dilakukan optimasi ekstraksi DNA bakteri 

Pseudonocardia carboxydivorans dari genus Actinobacteria yang berasal 

dari tunikata dengan menggunakan kit ekstraksi qiagen dan promega. Dari 

hasil yang didapat diharapkan dapat menjadi bahan pertimbangan 

penggunaan kit ekstraksi yang lebih efisien dan template DNA dapat 

digunakan untuk pengamatan lebih lanjut. Hingga saat ini, metode 
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ekstraksi DNA yang dikembangkan umumnya diikuti dengan konsekuensi 

dan biaya yang meningkat. Beberapa hal menjadi kendala adalah pada 

lamanya waktu ekstraksi DNA dikarenakan harus menunggu cukup lama 

guna mendapatkan sampel yang baik.   

 

1.2 Tujuan 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Mengetahui perbedaan hasil konsentrasi dan kemurnian berdasarkan 

perbedaan kit ekstraksi. 

2. Mengetahui keefektivitasan serta efisiensi dari perbedaan penggunaan 

kit ekstraksi qiagen dan promega.  

1.3 Kerangka Pemikiran 

 

Tunikata merupakan salah satu invertebrata laut yang hidup pada 

kedalaman 2 meter, hidupnya dapat berkoloni maupun soliter serta hidup 

sebagai filter feeder seperti tunikata. Dengan cara hidup ini, 

memungkinkan mikroorganisme lain seperti bakteri maupun jamur masuk 

kedalam tubuh tunikata melalui branchial siphon yang dimilikinya. 

Setelah mikroorganisme seperti jamur dan bakteri masuk ke dalam tubuh 

tunikata, mereka mampu hidup bersama dengan melakukan asosiasi. Hasil 

dari berasosiasi nya mikroorganisme lain seperti jamur dan bakteri dengan 

tunikata yaitu adalah senyawa bioaktif. Senyawa bioaktif yang dihasilkan 

dari asosiasi tunikata dengan Actinobacteria dinilai memiliki aktivitas 

senyawa antimalaria, antikanker, antivirus, antibakteri serta antitumor.   

 

Salah satu mikroorganisme yang berasosiasi dengan tunikata adalah 

Actinobacteria atau Actinobacteria yang beranggotakan bakteri Gram 

positif seperti Pseudonocardia carboxydivorans. Bakteri ini dilaporkan 

sampai saat ini telah menghasilkan 10.000 senyawa bioaktif dan masih 

akan terus mengalami kenaikan seiring perkembangan teknologi dan 
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penelitian. Tahap awal dalam mengidentifikasi senyawa bioaktif suatu 

bakteri adalah dengan melakukan isolasi DNA. Dalam mengisolasi suatu 

DNA bakteri diperlukan adanya penggunaan kit ekstraksi yang efisien dan 

efektif sehingga penelitian ini dilakukan guna mengetahui keefektivitasan 

dan keefisienan penggunaan antara kit ekstraksi promega dan kit ekstraksi 

qiagen dalam mengisolasi DNA bakteri Pseudonocardia carboxydivorans. 

1.4 Hipotesis 

 

Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut :  

1. Perbedaan penggunaan kit ekstraksi berpengaruh pada hasil 

konsentrasi dan kemurnian DNA. 

2. Perbedaan penggunaan kit ekstraksi berpengaruh pada efektivitas dan 

efisiensi isolasi DNA.  
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Tunikata 

 

Urochordata berasal dari kata latin yaitu uri yang berarti ekor dan chordata 

yang berarti batang yang berarti hewan yang memiliki penyokong tubuh 

dibagian ekornya. Hewan ini memiliki tunicin yang berada pada kulitnya 

(Burhanuddin, 2018). Tunikata tergolong kedalam hewan yang berbentuk 

tabung dan tubuhnya ditutupi oleh mantel (tunic) (Ni made dkk, 2019). 

Tunikata masuk kedalam filum chordata primitif yang memiliki ± 3.000 

spesies (Santhanam dkk, 2020).  

Tunikata bertahan hidup dengan mucus filter feeder dimana ia akan 

mengekstrak partikel sekecil 0,5 µm yang seukuran dengan 

kerongkongannya. Partikel makanan kemudian dikumpulkan oleh mucus 

dan dialirkan ke lambung oleh silia.  Aliran makanan yang berada di 

kerongkongan diciptakan oleh sila yang berada pada saluran yang terletak 

pada kedua sisi stigma di kantung branchial. Jaring makanan yang terbuat 

oleh serat mukus mampu mejebak partikel berukuran sampai 3µm. Dengan 

cara ini, bukan hanya partikel makanan yang dapat terserap kedalam 

tunnikata melainkan mikroorganisme lain dapat terperangkap ke dalam 

tubuh tunikata (Diah dkk, 2020). Pada tunikata terdapat branchial siphon 

dan atrial siphon yang mengarah keatas. Branchial siphon terletak tegak 

lurus dan atrial siphon berada pada sisi lateral. Makanan akan masuk 

melalui branchial siphon yang akan didistribusikan ke seluruh tubuh dan 

kemudian akan dikeluarkan melalui atrial siphon (Ali dan Tamiselvi, 
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2016). Adapun lokasi branchial siphon dan atrial siphon dapat dilihat 

pada gambar 1.  

 

Gambar 1. lokasi shipon tunikata (Ali dkk, 2016). 

Tunikata yang berasosiasi dengan mikroorganisme lain memiliki manfaat 

yang besar guna keberlanjutan hidup manusia diantaranya mampu 

menghasilkan senyawa bioaktif. Namun, tunikata juga memiliki beberapa 

pengaruh negatif bagi mikroorganisme lain seperti tunikata akan 

mengambil makanan mikroorganisme lain yang hidupnya menempel atau 

dekat dengan tunikata. Hal ini dikarenakan tunikata bersifat filter feeder. 

Selain itu, tunikata juga dapat menempel pada lambung kapal 

menyebabkan pemborosan bahan bakar kapal dikarenakan bobot kapal 

semakin berat (Gewing, 2016). Tunikata biasanya menghuni perairan 

litoral dan zona intertidal dan subtidal serta sebagian besar hidup sesil 

ataupun menempel pada terumbu karang (Tahir, 2016). Tunikata yang 

hidup pada terumbu karang diketahui mengandung senyawa kimia yang 

bermanfaat sebagai agen antitumor, antimikroba, antikanker dan anti 

inflamasi (Magdalena, 2018). Tunikata memiliki peran ekologis sebagai 

biota laut yang berkontribusi dalam menjaga kestabilan ekosistem laut 

(Rensi dkk, 2022). 

2.2 Pseudonocardia carboxydivorans  

 

Anggota genus Pseudonocardia termasuk kedalam genus Actinobacteria 

yang memiliki ciri bakteri Gram positif, aerob dan banyak ditemykan pada 

lingkungan, tanah maupun tanaman dan merupakan anggota famili 
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Pseudonocardiacea (Hanieh et al., 2021).  Pseudonocardia 

carboxydivorans merupakan Carboxydobacteria. Carbxydobacteria 

adalah  kelompok bakteri aerob yang dapat tumbuh aerob pada CO 

(Karbon monoksida) sebagai satu-satunya sumber karbon dan energi. 

Strain bakteri Y8
T
 mampu mengoksidasi karbon monoksida yang diisolasi 

dari sampel tanah (Amalia et al., 2017). Genus Pseudonocardia pertama 

kali ditemukan dipublikasikan oleh Henssen tahun 1957. Genus ini terdiri 

dari 27 spesies dan memiliki karakter yaitu terdapat miselia vegetatif dan 

miselia aerob dengan rantai spora yang dihasilkan oleh tunas atau 

fragmentasi acropetal, asam mesok-diaminopilemat, arabinosa dan 

galaktosa dalam peptidoglikan (komposisi dinding sel tipe -14), MK-8(H4) 

sebagai menaquinone utama dan memiliki DNA G+C sebesar 68-79 mol% 

(Lee et al., 2001; Huang et al., 2002).  

 

Genus Pseudonocardia memiliki strain Y8
T 

yang membentuk substrat 

berwarna coklat dan miselium udara berwarna putih. Miselium udara 

terfragmentasi menjadi spora berbentuk batang yang permukaannya halus. 

Dilakukan pengecatan Gram dan uji fisiologis guna mengetahui 

karakteristik yang dimiliki genus Pseudonocardia dan diamati pemindaan 

melalui mikroskop elektron dari kultur Pseudonocardia berumur 14 hari 

yang ditumbuhkan pada media bennett. Didapatkan bahwa genus 

Pseudonocardia termasuk ke dalam bakteri Gram positif dan termasuk 

bakteri aerob (Sae et al., 2008). Menurut Hikmawati (2018) karakteristik 

umum Actinobacteria diantaranya memiliki miselium yang menghasilkan 

spora berdinding tipis, spora yang dihasilkan bervariasi seperti bentuk dan 

ukuran serta jaringan hifa Actinobacteria umumnya tumbuh dengan baik 

di permukaan padat seperti agar. Bakteri pada umumnya diklasifikasikan 

berdasarkan kedekatan genetik dan kemiripan morfologi.  
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Adapun klasifikasi bakteri Pseudonocardia carboxydivorans sebagai 

berikut:  

 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Actinomycetota 

Ordo  : Actinobacteria 

Family  : Pseudonocardiaceae 

Genus  : Pseudonocardia 

Spesies : Pseudonocardia carboxydivorans (sumber : 

https://bacdive.dsmz.de/strain/13399, diakses 01 September 2023). 

 

Spesies Pseudonocardia carboxydivorans masuk kedalam genus 

Actinobacteria dimana genus ini diketahui memiliki ciri khas Gram positif 

seperti filamen yang membentuk spora dan dapat tumbuh pada suhu 

berkisar 25-30°C.  Bakteri ini memiliki siklus pertumbuhan dimulai dari 

spora yang menyesuaikan diri pada lingkungan. Spora akan matang 

apabila merasa lingkungan yang didaptkan menunjang untuk 

pertumbuhannya dan kemudian berkecambah dengan membentuk spora 

vegetatif dan menghasilkan miselium primer seperti miselium substrat 

yang berperan sebagai penyerap nutrisi dari media. Miselium primer akan 

berkembang menjadi miselium sekunder yaitu aerial hypae yang akan 

tumbuh pada permukaan media dan tumbuh secara melingkar apabila 

kekurangan unsur hara. Septa terbentuk diantara hifa vegetatif yang 

matang serta membentuk rantai spora. Spora terbentuk dikarenakan 

terjadinya fragmentasi atau pembengkakan hifa. Spora akan dipisahkan 

dari hifa vegetatif serta akan hidup di lingkungan bebas (Barka et 

al.,2016).  Adapun siklus hidup Actinobacteria dapat dilihat pada gambar 

2. 

 

https://bacdive.dsmz.de/strain/13399
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Gambar 2. Siklus hidup Actinobacteria (Barka et al., 2016). 

2.3 DNA (Deoxyribo Nucleic Acid) 

 

DNA atau dikenal dengan Deoxyribo Nucleic Acid dikenal sebagai makro 

molekul yang tersusun atas nukleotida sebagai molekul dasar pembawa 

sifat gen.  Pada umumnya bentuk DNA yaitu polimer yang tersusun atas 

monumer-monumer yang biasa disebut nukleotida. Nukleotida sendiri 

terdiri dari 3 komponen diantaranya gula pentosa, fosfor serta basa 

nitrogen. Sedangkan basa nitrogen terdiri atas Purin dan Pirimidin. Basa 

nitrogen Purin terdiri atas Adenin (A) dan Timin (T) sedangkan basa 

nitrogen pirimidin terdiri atas Cytosin (C) dan Guanin (G). Nukleotida 

penyusun DNA akan tersusun rapih dengan diikat oleh ikatan fosfodiester. 

Ikatan fosfodiester merupakan suatu ikatan yang menghubungkan antara 

dua gugus fosfat. Arah DNA selalu di tunjukkan dari gugus 5 ke gugus 3 

hal ini berdasarkan ikatan hidroksil yang dimulai dari gugus 5 dan 

dilanjutkan ke nukleotida selanjutnya pada gugus ke 3 melalui ikatan 

fosfodiester (Miftahul, 2019). Gula dari DNA mengalami kekurangan satu 

atom oksigen pada atom karbon dari OH menjadi H sehingga 

membedakan DNA dari RNA (Youssef et al., 2019). DNA memiliki peran 
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sebagai penyimpanan infromasi genetik. DNA yang merupakan gudang 

informasi genetik, tidak hanya terdapat pada kromosom tetapi juga di 

mitokondria. Semua asam nukleat dibentuk oleh komponen nukleotida 

yang terdiri dari basa, gula dan fosfat (Sri, 2016). Adapun model DNA 

dapat dilihat pada gambar 3.  

 

 

Gambar 3.  (a) DNA double helix, (b) Struktur kimia DNA, (c) model  

   3D DNA (Mustika dkk, 2020). 

Beberapa ciri dan struktur model DNA diantaranya sebagai berikut. 

1. Molekul DNA tersusun dari dua untai rantai polinukleotida yang saling 

memilin pada sumbu yang sama panjang dan membentuk sepasang 

untai putar-kanan. 

2. Kedua rantai mempunyai orientasi berlawanan arah (antipararel). 

3. Tulang punggung (bock bone) atau kerangka dengan struktu gula 

deoksiribosa dan fosfat menyusun DNA yang terletak pada bagian luar 

molekul sedangkan basa purin dan pirimidin terletak menghadap ke 

arah dalam sumbu. 

4. Kedua rantai double helix diikat dengan ikatan hidrogen antara basa A-

T dengan dua ikatan hidrogen dan basa C-G dengan tiga ikatan 

hidrogen. 

5. Masing-masing pasangan basa berjarak 0,34 nm dengan pasangan basa 

berikutnya dan berotasi sebesar 36°. Untai DNA memiliki diameter 2 
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nm. Diameter untai bersifat konstan dikarenakan basa purin akan selalu 

berpasangan dengan pirimidin. 

6. Untaian DNA mempunyai dua lekukan yaitu lekukan besar (major 

groove) dan lekukan kecil (minor groove) kedua lekukan ini berperan 

sebagai tempat melekatnya molekul protein tertentu (Mustika dkk, 

2020).  

Nukleotida yang menyusun DNA berperan sebagai penyimpanan serta 

informasi genetik. Adapun satu nukleotida terdiri atas 3 bagian, 

diantaranya sebagai berikut. 

1. Molekul gula dengan 5 atom C yang disebut pentosa. Gula pada DNA 

disebut deoksiribosa. Pada DNA atom C nomor 2 berikatan dengan 

atom H atau kehilangan atom oksigennya sehingga gulanya disebut 2-

deoksiribosa. Sedangkan pada RNA atom C nomor 2 berikatan dengan 

gugus hidroksil (OH).  

2. Cincin purin dan pirimidin yaitu suatu basa nitrogen yang terikat pada 

atom C nomor 1 molekul gula ribosa atau deoksiribosa melalui ikatan 

glikosidik. Ada dua macam basa nitrogen yang menyusun asam 

nukleat  yaitu basa purin yang terdisi atas adenin (A) dan Guanin (G) 

serta basa pirimidin yang terdiri atas Timin (T) dan Sitosin (C) serta 

Urasil (U) pada RNA.  

3. Gugus fosfat yang terikat pada atom C nomor 5 gula pentosa melalui 

ikatan fosfodiester. Gugus fosfat ini menyebabkan asam nukleat 

bermuatan negatif kuat. Dalam DNA maupun RNA nukleotida 

berikatan dengan nukleotida yang lain melalui ikatan fosfodiester pada 

ikatan atom C nomor 3 dari satu molekul gula pentosa dan atom C 

nomor 5 dari gula pentosa lain. ikatan fosfodiester membentuk tulang 

opunggang untaian asam nukleat (Mustika dkk, 2020). 

2.4 Gen 16s rRNA 

 

Gen 16s rRNA adalah suatu gen penyusun ribosom yang memiliki subunit 

kecil dan sampai saat ini menjadi marka molekular yang digunakan pada 

identifikasi bakteri yang memiliki ukuran total berkisar 1500 pb (Jhonson 
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et al., 2019). Gen 16rRNA telah banyak membantu identifikasi bakteri 

secara akurat. Gen ini bukan saja mengidentifikasi namun juga dapat 

digunakan arahan dalam mengetahui potensi suatu bakteri (Akihary dkk, 

2020).  

 

Salah saatu identifikasi bakteri yang paling umum digunakan adalah 

dengan menggunakan penanda gen 16s rRNA. Panjang gen ini sekitar 

1.550 bp dan terdiri dari daerah yang dilestarikan (conserved regions). 

Keuntungan menggunakan gen 16s rRNA ini mampu mengidentifikasi 

bakteri yang tidak dapat dikultur, waktu yang relatif cepat dan memilik 

tingkat akurasi yang tinggi. Adapun kekurangan gen ini diantaranya tidak 

dapat digunakan untuk spesies tertentu. langkah identifikasi bakteri 

menggunakan bakteri 16s rRNA secara umum yaitu ekstraksi DNA, 

amplifikasi daerah 16S menggunakan PCR, visualisasi gen menggunakan 

elektroforesis, sekuensing serta mengolah data hasil sekuensing dengan 

bioinformatika (Shafa, 2021). Adapun gen yang seringkali digunakan 

dalam mengidentifikasi taksonomi suatu makhluk hidup khusunya bakteri 

adalah gen 16s rRNA dikarenakan kepraktisan serta kecepatan analisisnya. 

Hal ini dikarenakan gen-gen lain seperti 23S rRNA dan 5S dianggap lebih 

sulit diterapkan dalam mengidentifikasi makhluk hidup khususnya bakteri 

(Akhiry & Kolondam, 2020).  

 

Untuk mengidentifikasi spesies bakteri secara molekuler dapat dilakukan 

dengan analisis bioinformatika dengan cara menganalisis similaritas gen 

16s rRNA sampel dan dibandingkan dengan sekuen referensi yang 

terdapat pada database GenBank NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) (Syah, 2022). Gen 16s rRNA telah banyak 

membantu dalam mengidentifikasi berbagai macam jenis bakteri secara 

akurat selain itu gen 16s rRNA juga dapat digunakan sebaga patokan atau 

arahan dalam mengetahui potensi yang dihasilkan dari suatu bakteri 

(Akihary dkk, 2020) 
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2.5 Isolasi DNA (Deoxyribo Nucleic Acid) 

 

Isolasi DNA adalah suatu tahapan memisahkan DNA dari komponen-

komponen pengotor lainnya seperti protein, lipid dan polisakarida (Slamet 

dkk, 2018).  Ekstraksi DNA adalah metode pemurnian DNA dengan 

menggunakan metode fisik dan atau kimia dari sampel yang memisahkan 

DNA dari membran sel, protein dan komponen lainnya. Ekstraksi DNA 

melibatkan lisis sel dan pelarutan DNA yang diikuti dengan metode kimia 

atau enzimatik untuk menghilangkan makromolekul seperti lipid, RNA 

atau protein (Nalini Gupta,  2019). Produk hasil ekstraksi DNA dapat 

diukur menggunakan spektofotometer Nanodrop guna melihat konsentrasi 

serta kemurniannya (Dayanti dkk, 2019). Ahmed dkk (2017) menyatakan 

bahwa metode ekstraksi DNA saat ini telah banyak dikembangkan seperti 

salah satunya adalah penggunaan NaOH dan metode boiling kedua metode 

ini terbilang cepat, ramah lingkungan, prosesnya cukup mudah serta 

murah.  

Pada dasarnya, ada tiga tahapan ekstraksi DNA diantaranya sebagai 

berikut. 

1. Tahap lisis 

Pada tahap ini terjadi penghancuran atau perusakan membran serta 

dinding sel. Membran dan dinding sel yang telah terdegradasi akan 

menyebabkan isi sel keluar.  Pada tahap lisis biasanya menggunakan 

pelarut klorofom guna mendenaturasi protein. 

2. Tahap presipitasi 

Tahap ini merupakan proses pengendapan DNA yang dibantu oleh 

etanol absolute atau isopropanol dingin yang berfungsi untuk 

menghilangkan residu klorofom dan memekatkan DNA. DNA yang 

telah tercampur etanol dingin akan menggumpal serta membentuk 

pellet di lapisan bawah. 

3. Tahap purifikasi 
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Tahap purifikasi merupakan tahap pemurnian hasil ekstraksi DNA 

dalam bentuk pellet. Tahap ini penting dilakukan dikarenakan pellet 

DNA yang telah dihasilkan masih mengandung sisa kontaminan dari 

bahan-bahan yang digunakan. Untuk mencuci DNA biasanya 

menggunakan etanol 70% . Setelah itu, pellet DNA yang telah murni 

akan dilarutkan dengan buffer TE dengan tujuan menjaga sampel DNA 

agar tetap stabil (Zulfarina dkk, 2019) 

Di dalam dunia molekuler, hasil ekstraksi DNA dengan kualitas serta 

kemurnian yang baik sangat dibutuhkan. DNA yang telah diekstrak harus 

terbebas dari berbagai kontaminasi RNA, asam amino maupun protein 

yang dapat menganggu kelancaran jalannya proses PCR. Oleh sebab itu, 

metode ekstraksi DNA yang tepat sangat diperlukan guna mendapatkan 

ekstrak DNA yang memiliki kualitas serta kuantitas yang baik. Hingga 

saat ini, metode ekstraksi DNA telah banyak dikembangkan hingga 

muncul berbagai teknik ekstraksi dan purifikasi DNA dalam bentuk kit 

yang dinilai lebih efisien (Agung dkk, 2016). 

2.6 Metode Double Spin Column 

 

Metode double spin column menggunakan membran silika guna 

memerangkap DNA yang telah keluar dari sel. Metode ini menggunakan 

reagen khusus yang mampu meningkatkan kuantitas dan kualitas suatu 

DNA. Adapun reaksi yang dihasilkan oleh proteinase K dapat melisiskan 

DNA dari dalam sel sehingga mempermudah dalam proses ekstraksi DNA 

(Onny, 2015). Sampel yang telah dipreservasi dalam parafin seperti 

sampel Human Pappiloma Virus (HPV) mampu diekstrak menggunakan 

metode ini. Metode ini secara komersial diproduksi secara komersial oleh 

beberapa pabrikan dan  beberapa merek dagang diantaranya Dneasy Blood 

& Tissue Kit (Qiagen, Jerman) dan Wizard Genomic DNA Purification Kit 

(Promega, USA) (Chan et al., 2001). 
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Kelebihan dari digunakannya metode Double Spin Column diantaranya 

pengikatan DNA dengan beberapa larutan buffer khusus mampu menjaga 

kualitas DNA untuk penyimpanan yang terbilang cukup lama berkisar 2 

sampai 3 tahun. Namun, kelemahan dari metode Double Spin Column 

adalah proses ekstraksi DNA yang memerlukan waktu pengerjaan 

terbilang cukup lama yaitu sekitar 2 jam bahkan dapat lebih dari 24 jam 

dimulai dengan proses pemecahan sel hingga didapatkan ekstrak DNA 

(Demeke &Jenkins, 2010; Philips et al., 2012; Tan & Yiap, 2009). 

2.7 Kit Ekstraksi Promega 

 

Kit ekstraksi promega memiliki prinsip salting out atau biasa disebut 

dengan penambahan garam. Dengan menggunakan prinsip salting out 

mampu mengganggu ikatan hidrogen molekul DNA (Fernando et al., 

2014). Di sisi lain, pada kit promega perlu menambahkan protein  

precipitation solution, isopropanol dan etanol 70% untuk melakukan 

proses presipitasi dan pencucian yang dilakukan sebanyak tiga kali. Ketiga 

zat ini dapat menyebabkan perubahan struktur molekul DNA yang 

kemudian molekul DNA terpresipitasi dari larutan senyawa debris. 

Senyawa protein mampu diendapkan dengan cara penambahan protein 

precipitation solution sehingga DNA dapat terpisah dengan senyawa 

protein. Dengan adanya proses presipitasi dan pencucian akan 

menghasilkan DNA murni  (Nurhayati, 2017).  

 

Gambar 4. Kit Ekstraksi Promega (dok. Pribadi, 2023) 
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Bakteri Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal dan kuat 

serta memiliki asam teichoic sehingga untuk merusak dinding sel bakteri 

Gram positif diperlukan penambahan lysozyme. Lysozyme adalah enzim 

hidrolitik yang dicirikan kemampuannya untuk memutus ikatan ß-(1,4)-

glikosidik pada petidoglikan yaitu komponen struktural utama penyusun 

dinding sel bakteri (Nida et al., 2022) .Salah satu senyawa kimia yang 

dapat mengurangi kelarutan DNA yaitu isopropanol dingin. Isopropanol 

tidak dapat melarutkan DNA dikarenakan DNA bersifat polar. DNA akan 

dicuci menggunakan etanol 70% serta ditambahkan dengan Rehydration 

Solution sebagai tahapan pengawetan DNA agar dapat bertahan lama 

(Azizah dan Minda, 2022). Pemberian etanol dingin atau alkohol 96% 

berfungsi pada saat tahap presipitasi dimana DNA tidak akan larut dalam 

etanol tetapi larut dalam air. Sehingga molekul DNA akan berkumpul atau 

menggumpal pada bagian atas. DNA akan terlihat seperti serabut-serabut 

putih yang berada diatas permukaan disebabkan karena massa jenis etanol 

yang lebih rendah dibandingkan massa jenis air (Herlina dkk, 2021) 

 

Reagen yang digunakan pada kit ekstraksi ini diantaranya nucleic lysis 

solution yang berfungsi untuk menghancurkan membran sel dari suatu 

bakteri, protein precipitation solution berfungsi menggumpalkan protein 

ataupun sisa-sisa sel dari bakteri setelah proses penghancuran, ethanol 

berfungsi sebagai presipitasi atau berperan dalam pemurnian DNA dimana 

etanol dapat menghilangkan residu-residu garam kemudian DNA 

rehydration solution berfungsi mengendapkan atau merehidrasi DNA 

bakteri (Fauziyah dkk, 2019).  

 

Menurut Nova (2020) lysis buffer berfungsi untuk menghancurkan 

membran sel dari suatu bakteri. Masa inkubasi yang digunakan sangat 

berpengaruh terhadap kualitas DNA yang didapat, apabila suhu inkubasi 

terlalu tinggi dapat merusak DNA sebaliknya jika suhu inkubasi terlalu 

rendah membran dan jaringan sel suatu bakteri tidak dapat hancur atau 

lisis. Selain itu, lama waktu inkubasi juga berpengaruh terhadap hasil 

ekstraksi. Baik konsentrasi maupun kemurnian DNA yang didapat juga 
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dapat terpengaruh dari faktor teknis selama pengerjaan isolasi DNA 

seperti pemindahan isolat, dimana pemindahan isolat harus dilakukan 

secara teliti agar jaringan-jaringan yang telah hancur yang terletak pada 

bawah tube tidak ikut terambil, selain itu pengeringan pellet DNA menjadi 

hal yang wajib diperhatikan disebabkan pengeringan pellet DNA yang 

kurang sempurna dapat menurunkan nilai kemurnian dan konsentrasi 

DNA.  

2.8 Kit Ekstraksi Qiagen 

Ekstraksi DNA menggunakan mini column merupakan metode yang paling 

memungkinkan untuk dilakukan hal ini dikarenakan hasil yang didapat 

sangat baik serta waktu yang dibutuhkan tidak terlalu lama dibandingkan 

dengan metode phenol – chloroporm.dan juga biaya yang dipakai lebih 

murah dibandingkan dengan magnetic-bead disisi lain, penggunaan kit 

komersial QiAmp DNA Minikit menggunakan reagen kimia yang cukup 

banyak dibandingkan dengan metode sederhana (Hong et al., 2010). 

Dalam isolasi DNA terutama yang berasal dari bakteri baik dari kultur 

murni maupun sekret makhluk hidup seperti darah menggunakan kit 

Qiagen dan dapat digunakan dengan alat otomatis (robotik) yang memiliki 

sifat closed system (Riya dkk, 2015).  

 

Gambar 5. Kit Ekstraksi Qiagen (dok. Pribadi, 2023) 

Tahapan utama pada ekstraksi DNA menggunakan kit ekstraksi ini adalah 

tahapan lisis, binding (pengikatan DNA) yang terjadi dengan adanya 
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membran silika yang terdapat pada minispin column tube, wash (pencucian 

DNA), serta elusi yang menggunakan buffer. Blotting merupakan suatu 

teknik penting yang digunakan untuk mendeteksi rangkaian spesifik DNA, 

RNA serta protein dari campurannya. Hal ini dilakukan dengan 

menggunakan membran yang disebut blot. Nitroselulosa merupakan 

membran yang umum digunakan untuk mendeteksi asam nukleat dan 

protein. Ciri membran ini adalah memiliki sifat hidrofilik yang baik. 

Membran ini sering digunakan dalam bidang biomedis dan digunakan 

sebagai ultrafiltrasi dengan ukuran pori 0,45 dan 0,2 µm (Amin Li et al., 

2013).  Kit ekstraksi qiagen memiliki prinsip filtrasi DNA atau 

minicolumn dimana DNA akan berikatan dengan membran silika yang 

berada pada minispin column tube dengan adanya bantuan dari garam 

chaotrophic dengan konsentrasi tinggi, kemudian kontaminan akan 

dibuang serta DNA akan dielusi dari membran silika yang terdapat pada 

minispin column tube dengan air atau garam penyangga berkonsentrasi 

rendah. Kemudian pada tahap elusi akan ada pelepasan DNA dari kolom 

silika. (Yanti dan Sister, 2019). 

Langkah awal dalam mengisolasi DNA menggunakan kit ekstraksi qiagen 

adalah isolat bakteri diberikan lysis buffer yang berfungsi dapat melisiskan 

sel. Komponen sel seperti protein akan dihancurkan menggunakan enzim 

protease (proteinase K). Setelah itu DNA akan diendapkan menggunakan 

etanol absolute difilter dan dicuci dengan wash buffer (buffer AW1 dan 

AW2). Tahap terakhir DNA akan dilarutkan dalam larutan buffer AE 

(elution buffer). Metode ekstraksi ini sangat lazim digunakan dibanding 

metode lain dikarenakan waktu yang terbilang cukup singkat (Hong C et 

al., 2010).  

2.9 Implen NanoPhotometer 

 

Implen Nanophotometer merupakan salah satu alat yang digunakan dalam 

menganalisis konsentrasi suatu senyawa berdasarkan kemampuan 
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menyerap cahaya dengan suatu metode yang bernama spektrofotometri 

(Perwitasari dkk, 2020).  

Menurut Fatchiyah (2011) prinsip dasar dari spektrofotometri yaitu sampel 

yang digunakan harus jernih dan larut sempurna sehingga tidak ada 

suspensi maupun partikel koloid. Cahaya UV dapat diserap oleh pirimidin 

dan basa-basa purin yang terkandung dalam DNA. Cahaya UV pada 

panjang gelombang 260 nm dapat diserap oleh pita ganda DNA sedangkan 

cahaya UV pada panjang gelombang 280 nm dapat diserap oleh 

kontaminan phenol atau protein. Dengan adanya perbedaan kemampuan 

penyerapan cahaya UV membuat kemurnian DNA dapat dihitung dengan 

cara menghitung nilai absorbansi 260 nm dibagi dengan nilai absorbansi 

280 nm dan nilai kemurnian berkisar antara 1,8 – 2,0. Menurut Sambrook 

et al., (1989) rumus perhitungan konsentrasi DNA sebagai berikut.     

Konsentrasi DNA (ng/ml) = A260 x 50 ng/ml x faktor pengenceran.  

 

Gambar 6. Implen NanoPhotometer (dok. pribadi, 2023) 

 

2.10 Metode Uji Keberhasilan Ekstraksi DNA 

 

Keberhasilan suatu proses ekstraksi DNA dapat diuji berdasarkan beberapa 

metode seperti melalui pengukuran konsentrasi DNA terlarut 

menggunakan metode spektofotometri dengan alat yang bernama Implen 

NanoPhotometer. DNA yang telah di ekstraksi wajib diuji untuk melihat 
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keberhasilan suatu ekstraksi DNA. Salah satu metode yang bisa dilakukan 

untuk menguji keberhasilan ektraksi DNA yaitu metode absorbansi 

(optical density) seperti menggunakan alat yang bernama Implen 

NanoPhotometer. Implen NanoPhotometer memiliki prinsip menghitung 

perbedaan penyerapan cahaya UV dimana pita ganda DNA dapat 

menyerap cahaya UV pada 260 nm karena DNA mengandung basa purin 

serta pirimidin yang dapat menyerap sinar ultraviolet pada panjang 

gelombang 260 nm (Fatchiyah dkk, 2012). Sedangkan kontaminan protein 

atau fenol dapat menyerap cahaya pada 280 nm. Untuk menghitung nilai 

kemurnian DNA dapat menggunakan cara absorbansi 260 nm dibagi 

dengan nilai absorbansi 280 nm. Adapun isolat DNA dapat dikatakan 

murni apabila rasio absorbansi memiliki rentang antara 1,8 – 2,0 (Thermo 

Fisher Scientific, 2012). Adapun prinsip dalam pengukuran jumlah atau 

kadar DNA yaitu menggunakan nano fotometer berdasarkan iradiasi sinar 

ultra violet (UV) yang diserap oleh nukleotrida serta protein dalam larutan. 

Penyerapan iridiasi sinar UV secara maksimal oleh DNA mencapai 260 

nm panjang gelombang dan untuk ptotein mencapai 280 nm (Muladno, 

2002). 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Januari sampai dengan Agustus 

2023 di Unit Pelaksanaan Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra 

Inovasi Teknologi (UPT LTSIT) dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Lampung. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Adapun alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya: beaker 

glass, gelas ukur, erlenmeyer, labu ukur, pipet tetes, spinbar, batang 

pengaduk, tabung reaksi, kaca preparat, corong, cawan petri, kertas saring, 

gunting, alumunium foil, kapas, mikrotip, plastik wrap, label, tube ujung 

tumpul,  jarum ose bulat, autoclave,  laminar air flow, sentrifuse, 

mikroskop, hot plate, lemari asam serta neraca analitik dan Implen 

Nanophotometer.  

 

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya: 

agar, glukosa, malt ekstrak, yeast ekstrak, dextrose, air laut, koloid kitin, 

NaOH 10%, NaOH 5%, alkohol 70%, HCL 1M, HCL pekat, kulit udang, 

AP 1, Buffer P3, klorofom, es batu, buffer AW1, buffer AW2, buffer AE, 

blanko (AE), dH2O, lysozyme, Nucleic Lysis Solution, Protein 

Precipitation Solution, Isopropanol, DNA Rehydration Solution, bakteri 

Pseudonocardia carboxydivorans.
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3.3 Rancangan Penelitian 

 

Penelitian merupakan penelitian deskriptif menggunakan 2 kit ekstraksi 

DNA yaitu kit ekstraksi promega dan kit ekstraksi qiagen. Aktinobakteri 

uji yang digunakan adalah Pseeudonocardia carboxydivorans. Hasil 

ekstraksi akan dianlisis konsentrasi dan kemurnian DNA-nya 

menggunakan metode spektrofotometri. 

 

3.4 Prosedur Kerja 

 

3.4.1 Rekultur Isolat Actinobacteria 

 

3.4.1.1 Pembuatan Media Koloid Kitin 

  

 Kitin dibuat dari limbah cangkang udang. Cangkang udang yang 

digunakan didapatkan dari Bratasena yang kemudian dihaluskan dan 

dikeringkan. Sebanyak 20 Gram kulit udang dilarutkan pada 200 ml HCL 

pekat (37%) dan diaduk selama 2 jam kemudian ditambahkan 1L etanol 

absolut dingin sambil diaduk hingga terbentuk koloid putih kental. 

Selajutnya, koloid diatur hingga pH 7 dan disentrifugasi. Endapan 

dikeringkan hingga berbetuk serbuk. Serbuk koloid kitin digunakan 

sebagai substrat media sebagai sumber karbon dan nitrogen (Imanda dan 

Suharjono, 2015). 

 

3.4.1.2 Pembuatan Media ISP-2 

 

Media International Streptomycetes Project (ISP-2) terdiri dari 4 gr yeast 

extract¸10 gr malt extract, 4 gr dextrose, 2% koloid kitin dan 24 gr agar 

yang kemudian dilarutkan dalam 1L air laut steril dan di homogenkan 

menggunakan stirer selama kurang lebih 15 menit, kemudian di sterilkan 

kembali menggunakan autoclave dengan suhu 121°C dengan 1 atm. 
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Kemudian setelah suhu mulai turun, ditambahkan sikloheksamida 

sebanyak 25 ng/mL dan dituang kedalam cawan petri ataupun tabung 

reaksi (Shanti dkk, 2016). 

3.4.1.3 Peremajaan Isolat Actinobacteria 

 

Actinobacteria yang telah berhasil diperoleh dari medium isolasi, 

selanjutnya ditumbuhkan pada medium ISP-2 yang terdiri dari 4 gr yeast 

extract, 10 gr malt extract, 4 gr glukosa, 2% koloid kitin dan 20 gr agar 

dalam 1 liter air laut. Kemudian, disterilisasi menggunakan autoklaf pada 

suhu 121⁰C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Media ISP 2 dituang 

ke dalam cawan petri untuk mempersiapkan media agar miring. 

Peremajaan dilakukan dengan mengambil strain yang terdiri dari 1 koloni 

menggunakan ose bulat kemudian dipindahkan pada cawan petri berisi 

media ISP 2 lalu diinkubasi pada suhu 28⁰C selama 3 – 4 hari. (Shanti dkk, 

2016). 

3.4.1.4 Identifikasi Isolat Actinobacteria 

 

Isolat Actinobacteria diamati morfologinya secara makroskopik melalui 

uji pewarnaan Gram,  isolat diambil menggunakan ose dan ditambahkan 

cairan aquades diatas kaca preparat kemudian dilakukan fiksasi. Setelah 

difiksasi, ditambahkan kristal violet dan diamkan selama 1 menit, 

kemudian dibilas menggunakan aquades dan dikeringkan. Setelah itu, 

ditambahkan alkohol 96% lalu diamkan selama 20 detik dan bilas kembali 

menggunakan aquades, setelah dikeringkan ditambahkan safranin dan 

didiamkan kembali selama 20 detik selanjutnya dibilas menggunakan 

aquades dan dikeringkan. Kemudian diamati menggunakan mikroskop 

(Dayang dkk, 2019).  
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3.4.1.5 Kultivasi Actinomycete 

 

Kultivasi Actinobacteria dilakukan pada media ISP 2 cair. Kultur murni 

Actinobacteria ditumbuhkan dalam erlenmeyer yang berisi media hasil 

inokulum ISP 2 cair dan diinkubasi selama 3-7 hari pada suhu 28⁰C serta 

diletakkan pada shaker inkubator guna meminimalisir spora aerial. 

3.4.2 Isolasi DNA dengan Qiagen 

 

Isolasi DNA menggunakan QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Actinobacteria 

ditumbuhkan pada memdia ISP 2 cair dengan perlakuan shaker hingga umur 

3–7 hari guna meminimalisir spora aerial. Kemudian, sampel inokulum 

dipindahkan ke tube tumpul sebanyak 2–3 ml dan disentrifus dengan 

kecepatan 13.500 rpm selama 5 menit 4°C. Ditambahkan ±400 µl AP 1 dan 

kemudian tissue lyser selama 2 menit. Setelah itu, diinkubasi pada suhu 

65°C selama 15 menit dan setiap 5 menit dibolak-balik. Ditambahkan 150 

µl buffer P3 dan 150 µl klorofom dengan metode inversi lalu dipindahkan 

ke tube lancip kemudian diinkubasi selama 5 menit pada suhu dingin. 

Selanjutnya, inokulum disentrifus kembali dengan kecepatan 13.500 rpm 

selama 2 menit pada suhu 4°C hingga terbentuk 3 lapisan dan diambil 

lapisan teratas. Setelah lapisan teratas terambil, dipindahkan ke tube Dneasy 

warna ungu sebanyak ±500 µl dan disentrifus kembali dengan kecepatan 

13.500 rpm selama 2 menit. 

 

Supernatan sebanyak ±500 µl dipindahkan ke tube lancip baru pada kondisi 

dingin secara hati-hati supaya tidak menyentuh natan. Kemudian, 

supernatan ditambahkan buffer AW1 sebanyak 1,5 ml dan dihomogenkan 

menggunakan teknik inversi. Setelah itu, sebanyak 500 µl larutan dipipet 

dan dimasukan ke dalam tube Dneasy Column putih dan disentrifus selama 

2 menit dengan kecepatan 8000 rpm selanjutnya supernatan dibuang tanpa 

meyentuh bagian bawah filter dan dilakukan pengulangan sentrifus 1 kali 

selama satu menit guna memastikan tidak ada lagi pelarut. Setelah itu, 

dipindahkan filter ke collection tube yang baru dan ditambahkan buffer 
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AW2 sebanyak 500 µl lalu disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan 

8000 rpm dan buang cairan pada tube bawah. Dilakukan pengulangan 

dengan menambahkan buffer AW2 sebanyak 500 µl dengan kecepatan 8000 

rpm selama 2 menit dan cairan pada tube bawah dibuang. Filter Dneasy 

column dipindahkan ke tube lancip yang baru kemudian ditambahkan buffer 

AE 35 µl dan diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit. Selanjutnya 

disentrifus selama 3 menit pada suhu 4°C dengan kecepatan 8000 rpm. 

Langkah selanjutnya adalah diuji menggunakan spektofotometer nandodrop 

menggunakan blanko (AE) yang diambil sebanyak 1,5 µl dimasukkan 

kedalam kuvet untuk tahap selanjutnya menggunakan nanofotometer 

(Qiagen, 2023). 

3.4.3 Isolasi DNA dengan Promega 

 

Biakan Actinobacteria pada media cair ISP 2 yang telah dikultivasi selama 

3-7 hari kemudian ditambahkan NaOH sebanyak 0,05 gram dan kemudian 

dipindahkan secukupnya ke tube 1,5 ml ujung tumpul. Kemudian, 

disentrifus pada kecepatan 16.000 rpm selama 2 menit dengan suhu 4°C dan 

supernatan dibuang perlahan. Dilakukan resuspensi sel menggunakan 

ddH2O sebanyak 480 µl setelah itu ditambahkan lysozyme sebanyak 20 µl 

dan diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C. Kemudian, setelah 

diinkubasi disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan 16.000 rpm lalu 

supernatan dibuang. Ditambahkan Nucleic Lysis Solution sebanyak 600 µl 

kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. Diinkubasi pada suhu 65 °C 

selama 15 menit dan setiap 5 menit dibolak-balik perlahan kemudian 

didinginkan pada suhu ruang. Ditambahkan Protein precipitation solution 

sebanyak 200 µl dan dihomogenkan kembali menggunakan vortex lalu 

diinkubasi dalam es selama 5 menit. Disentrifus kembali dengan kecepatan 

16.000 rpm selama 3 menit dan supernatan dibuang dengan hati-hati pada 

kertas saring atau tissue lalu natan ditambahkan dengan etanol 70% 

sebanyak 600 µl dengan cara dibolak-balik berfungsi untuk mencucui pellet 

DNA. Setelah itu, disentrifus kembali selama 2 menit dengan kecepatan 

16.000 rpm  kemudian tabung ditiriskan diatas kertas penyerap bersih serta 
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natan dibiarkan mengering pada suhu ruang selama 10-15 menit. 

Selanjutnya, ditambahkan DNA Rehidration Solution sebanyak 30 µl ke 

dalam tabung lalu DNA direhidrasi dengan cara diinkubasi selama 1 jam 

pada suhu 65°C (Promega, 2023).  

3.4.4  Pengukuran Kemurnian dan Konsentrasi DNA 

 

Adapun langkah pertama dalam penggunaan Implen NanoPhotometer  

adalah hubungkan Implen NanoPhotometer  dengan sumber tenaga dan 

tombel power ditekan, tunggu hingga tampilan menjadi “smart start menu”, 

masukan blanko aquades (bagian bening menghadap ke depan) dan 

dimasukkan kedalam alat Implen NanoPhotometer . Dipilih “test DNA”, 

enter lalu pilih tombol “run test”, tekan tombol c dan pilih “measure blank”, 

tekan tombol a dan blanko aquades dikeluarkan kemudian masukan blanko 

sampel. Pilih “measure sample” setelah itu, nilai yang muncul pada monitor 

dicatat (Muhammad dkk, 2016). Sampel DNA yang telah diisolasi 

kemudian diambil sebanyak 5 µl dan diteteskan pada kuvet Implen 

NanoPhotometer . Setelah itu akan muncul grafik terkait konsentrasi dan 

kemurnian DNA pada  (Agung dkk, 2016).   

Salah satu uji keberhasilan DNA adalah dengan cara uji kuantitatif untuk 

melihat konsentrasi dan kemurnia DNA menggunakan alat Implen 

NanoPhotometer berbasis spektofotometri.  Pada dasarnya prinsip kerja 

Implen NanoPhotometer ini adalah DNA murni mampu menyerap sinar 

ulttraviolet dikarenakan adanya basa purin dan pirimidin (Fatchiyah et al., 

2011). Menurut Sambrook et al., (2001) untuk melihat kemurnian hasil 

ekstraksi DNA ialah berupa nilai kemurnian DNA pada A260/A280. 
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IV. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :  

1. Konsentrasi dan kemurnian pada kit ektraksi qiagen relatif lebih besar 

yaitu  1,989  dan 2,000 dibandingkan  pada kit ekstraksi promega yaitu 

1,943  dan 1,500. 

 

2. Waktu pengerjaan dengan kit ekstraksi qiaegn relatif lebih singkat berkisar 

35 menit dibandingkan pengerjaan optimasi kit ekstraksi promega yang 

waktu pengerjaannya berkisar 2 jam 30 menit.  

5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan kit ekstraksi lain 

untuk lebih meyakinkan keefektivitasan dan efisiensi penggunaan 

perbedaan kit ekstraksi untuk mendapatkan template DNA yang lebih 

baik.  
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