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OPTIMASI TEKNIK ISOLASI DNA GENOM SEDERHANA 

SEBAGAI DASAR PENGEMBANGAN METODE 

AUTENTIKASI STOK KULTUR BAKTERI 

MENGGUNAKAN RAPD 

 

Annisa Muthmainnah 

 

ABSTRAK 

 

Isolasi DNA genom bakteri merupakan tahapan penting dalam analisis 

molekuler, termasuk autentikasi stok kultur bakteri. Metode isolasi DNA yang 

umum digunakan sering kali memerlukan biaya tinggi dan prosedur yang 

kompleks. Oleh karena itu, diperlukan metode alternatif yang lebih sederhana dan 

ekonomis namun tetap fungsional. Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimasi 

metode isolasi DNA genom bakteri berbasis boiling serta mengevaluasi 

sensitivitas dan aplikasinya sebagai sumber DNA cetakan untuk analisis PCR dan 

PCR-RAPD pada beberapa isolat bakteri. 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif, dilakukan di Laboratorium 

Biologi menggunakan beberapa stok kultur bakteri dengan karakteristik suhu 

optimum berbeda. Optimasi dilakukan terhadap variasi suhu dan waktu boiling, 

konsentrasi buffer TE (1 dan 1/10), serta stabilitas DNA melalui uji freeze–

thawing. Konsentrasi dan kemurnian DNA diukur menggunakan nanofotometer, 

kemudian kelayakan DNA sebagai cetakan diuji melalui PCR konvensional 

menggunakan primer 16S rRNA dan PCR-RAPD menggunakan primer OPA-02, 

OPA-04, dan OPE-15. Sensitivitas metode dianalisis berdasarkan pengenceran 

kultur bakteri mengacu pada standar McFarland. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode boiling dengan kondisi 

optimum mampu menghasilkan DNA genom dengan kualitas yang cukup baik 

dan dapat diamplifikasi melalui PCR dan PCR-RAPD. Buffer TE (1) memberikan 

stabilitas DNA yang lebih baik, dan metode ini tetap efektif meskipun kemurnian 

DNA tidak selalu mencapai standar ideal. Secara keseluruhan, metode yang 

dioptimasi bersifat sederhana, cepat, dan aplikatif, sehingga berpotensi digunakan 

sebagai dasar pengembangan metode autentikasi stok kultur bakteri di 

laboratorium dengan keterbatasan sumber daya. 

Kata kunci: Bakteri, Isolasi DNA, Metode boiling, PCR, RAPD 
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OPTIMIZATION OF SIMPLE GENOME DNA ISOLATION 

TECHNIQUES AS THE BASIS FOR DEVELOPING A METHOD 

FOR AUTHENTICATING BACTERIAL CULTURE STOCKS 

USING RAPD 

 

Annisa Muthmainnah 

 

ABSTRACT 

 

Isolation of bacterial genomic DNA is a crucial step in molecular analysis, 

including the authentication of bacterial stock cultures. Commonly used DNA 

isolation methods are often expensive and require complex procedures. Therefore, 

simpler, more economical, and functional alternative methods are needed. This 

study aimed to optimize a boiling-based bacterial genomic DNA isolation method 

and evaluate its sensitivity and application as a source of template DNA for PCR 

and PCR-RAPD analysis on several bacterial isolates. 

This descriptive study was conducted in the Biology Laboratory using 

several bacterial stock cultures with different optimum temperature 

characteristics. Optimization was performed on variations in boiling temperature 

and time, TE buffer concentration (1 and 1/10), and DNA stability through a 

freeze-thaw assay. DNA concentration and purity were measured using a 

nanophotometer, and the DNA's suitability as a template was tested using 

conventional PCR using 16S rRNA primers and PCR-RAPD using primers OPA-

02, OPA-04, and OPE-15. Method sensitivity was analyzed based on bacterial 

culture dilutions based on McFarland standards. 

The results showed that the boiling method, under optimum conditions, 

produced genomic DNA that was sufficiently pure and amplified successfully 

using both conventional PCR and PCR-RAPD. The use of TE (1) buffer provided 

a balance between DNA stability and compatibility with PCR reactions. The 

optimized method is simple, rapid, and applicable for authenticating various 

bacterial culture stocks in the laboratory. 

 

Keywords: DNA isolation, Boiling method, PCR, RAPD, Bacteria 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Pengembangan produk berbasis bakteri dalam bidang bioteknologi 

merupakan proses yang kompleks dan memerlukan pengelolaan kultur 

mikroorganisme yang baik. Salah satu aspek krusial dalam proses tersebut adalah 

penyediaan dan penyimpanan kultur stok bakteri yang berfungsi sebagai sumber 

utama untuk penelitian lanjutan, baik pada tahap optimasi maupun produksi. 

Penyimpanan bakteri umumnya dilakukan dalam bentuk kultur stok untuk 

menjamin keberlangsungan hidup serta stabilitas sifat strain. Namun demikian, 

kultur stok perlu diperbarui secara berkala melalui proses subkultur untuk 

menjaga viabilitas sel bakteri (Reflinaldon et al., 2023). 

Proses subkultur yang dilakukan secara berulang dalam jangka panjang 

dapat menimbulkan berbagai permasalahan serius. Peremajaan kultur yang terus-

menerus berpotensi memicu terjadinya seleksi varian, yang pada akhirnya dapat 

menyebabkan perubahan sifat genetik maupun fenotipik bakteri.  Molina-Torres  

(2010) melaporkan bahwa Mycobacterium tuberculosis dengan frekuensi 

subkultur tinggi menunjukkan peningkatan laju mutasi yang berdampak pada 

perubahan virulensi. Selain itu, faktor teknis seperti kontaminasi silang maupun 

kesalahan pelabelan akibat human error dapat menyebabkan tertukarnya isolat 

atau bahkan hilangnya kultur stok (Machmud, 2001). Kondisi tersebut 

menunjukkan bahwa autentikasi kultur stok bakteri menjadi langkah penting 

untuk memastikan identitas dan kemurnian isolat tetap terjaga serta 

meminimalkan dampak negatif akibat proses subkultur berulang. 
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Autentikasi kultur stok bertujuan untuk memastikan bahwa isolat yang 

disimpan tetap murni, bebas dari kontaminasi, dan sesuai dengan karakter aslinya. 

Autentikasi bakteri secara konvensional umumnya diawali dengan pengamatan 

morfologi koloni secara makroskopis maupun mikroskopis, serta dilanjutkan 

dengan uji biokimia berdasarkan karakter fisiologis, seperti uji MR-VP, 

fermentasi gula, SIM, TSIA, indol, dan Simmons citrate. Meskipun metode 

tersebut masih banyak digunakan, pendekatan konvensional memiliki 

keterbatasan, terutama dalam membedakan isolat yang memiliki karakter 

fisiologis serupa atau pada kondisi kultur yang telah mengalami perubahan sifat 

akibat subkultur berulang (Inayatul et al., 2018). 

Seiring berkembangnya biologi molekuler, metode identifikasi berbasis 

DNA mulai banyak digunakan karena dinilai lebih cepat, sensitif, dan spesifik. 

Berbagai teknik analisis molekuler seperti ISSR, RFLP, AFLP, SSR, maupun 

RAPD telah direkomendasikan untuk keperluan autentikasi kultur stok 

mikroorganisme (Garcia et al., 2004). Salah satu teknik yang banyak digunakan 

adalah Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), yaitu teknik penanda 

molekuler berbasis PCR yang menggunakan primer sintetis pendek untuk 

mengamplifikasi DNA secara acak. Teknik RAPD relatif murah, mudah 

diaplikasikan, cepat, serta mampu menghasilkan pola pita DNA polimorfik tanpa 

memerlukan informasi urutan basa spesifik (Dewi et al., 2023). RAPD telah 

dimanfaatkan dalam berbagai penelitian mikroorganisme, antara lain untuk 

pengelompokan bakteri pada susu sapi mastitis, identifikasi Escherichia coli 

dalam industri es krim, serta karakterisasi Burkholderia cepacia penyebab fibrosis 

kistik (Furlanis et al., 2010; Luche et al., 2017; Mustopa et al., 2018). 
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Pengembangan teknik RAPD memiliki tantangan tersendiri, terutama terkait 

konsistensi dan reproduktibilitas hasil. Ketidakstabilan hasil RAPD sering 

disebabkan oleh primer yang tidak menempel secara optimal pada cetakan DNA, 

sehingga menghasilkan pita DNA yang samar atau bervariasi antar ulangan 

(Pratiwi, 2023). Oleh karena itu, keberhasilan analisis RAPD sangat bergantung 

pada kualitas DNA genom yang digunakan sebagai templat, baik dari segi 

kemurnian maupun konsentrasinya. Untuk itu isolasi DNA genom merupakan 

tahap kunci yang menentukan keberhasilan dan kestabilan profil RAPD. 

Isolasi DNA genom berkualitas tinggi merupakan tahap krusial dalam 

analisis molekuler, termasuk PCR, sekuensing, dan kajian keragaman genetik. 

Keberhasilan isolasi DNA ditentukan oleh kemurnian dan konsentrasi DNA yang 

memadai. Kemurnian DNA umumnya ditandai oleh rasio absorbansi A260/280 

sebesar 1,8–2,0 serta rasio A260/230 sebesar 2,0–2,2. Nilai di luar rentang 

tersebut mengindikasikan adanya kontaminasi protein, sisa buffer, atau RNA yang 

berpotensi menghambat reaksi PCR (Tanzil & Fanata, 2024). Selain itu, 

konsentrasi DNA templat berpengaruh terhadap keberhasilan amplifikasi, di mana 

penelitian Probojati (2019) menggunakan konsentrasi DNA berkisar antara 5–25 

ng/µL pada reaksi PCR RAPD. Namun pada penelitian Fihiruddin,(2022) dan  

Taufiqulhakim et al, (2025) mengidentifikasi bakteri menggunakan metode 

boiling menjelaskan umumnya kemurnian DNA memiliki kemurnian DNA yang 

cukup rendah atau tidak mencapai standar rasio kemurnian A260/280 namun pada 

hasil visualisasi metode boilling menggunakan PCR konvensional menghasilkan 

pita DNA yang sama pada metode KIT. 
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Berbagai metode isolasi DNA telah dikembangkan, mulai dari penggunaan 

kit komersial hingga teknologi berbasis robotik (Boesenberg-Smith et al., 2012). 

Menurut (Becker et al., 2016), kit isolasi DNA umumnya mampu menghasilkan 

DNA dengan tingkat kemurnian dan reproduktibilitas yang tinggi, namun 

penggunaan kit memiliki keterbatasan, terutama dari segi biaya yang relatif mahal 

serta komposisi reagen yang bersifat proprietary. Hal ini tidak memungkinkan 

untuk modifikasi protokol sesuai kebutuhan spesifik sampel (Ramírez et al., 

2018).  

Keterbatasan penggunaan kit isolasi DNA komersial mendorong perlunya 

pendekatan alternatif yang lebih fleksibel dan mudah diaplikasikan. Dalam 

konteks autentikasi stok kultur bakteri yang bersifat rutin dan berulang, metode 

isolasi DNA tidak hanya dituntut menghasilkan DNA dengan kemurnian tinggi, 

tetapi juga harus efisien, konsisten, dan dapat diterapkan secara luas di berbagai 

kondisi laboratorium. Oleh karena itu, metode isolasi DNA genom yang 

sederhana menjadi pilihan strategis yang perlu dikaji dan dioptimasi lebih lanjut.  

Metode isolasi DNA genom sederhana memiliki sejumlah keunggulan 

dalam mendukung autentikasi stok kultur bakteri, terutama untuk penggunaan 

rutin. Metode ini umumnya melibatkan tahapan kerja yang lebih singkat, 

penggunaan reagen yang minimal, serta waktu pengerjaan yang relatif cepat, 

sehingga lebih efisien dan mengurangi potensi kesalahan teknis maupun 

kontaminasi silang (Boesenberg-Smith et al., 2012; Schrader et al., 2012). Selain 

itu, metode sederhana lebih mudah distandarisasi dan direproduksi, sehingga 

sangat mendukung kebutuhan autentikasi stok kultur yang menuntut konsistensi 

hasil (Becker et al., 2016; Garcia et al., 2004). Keunggulan tersebut menjadikan 
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isolasi DNA sederhana sebagai komponen kunci dalam pengembangan KIT 

autentikasi stok kultur bakteri yang aplikatif, ekonomis, dan mudah digunakan. 

Salah satu metode isolasi DNA sederhana yang banyak digunakan adalah 

teknik boiling. Teknik ini memanfaatkan pemanasan suhu tinggi untuk melisiskan 

dinding dan membran sel bakteri sehingga DNA dilepaskan ke dalam larutan 

(Murray et al., 2022). Meskipun praktis dan ekonomis, teknik boiling memiliki 

sejumlah kelemahan, antara lain potensi fragmentasi DNA akibat pemanasan 

tinggi, ko-ekstraksi senyawa pengotor yang berperan sebagai inhibitor PCR, serta 

efisiensi lisis sel yang rendah terutama pada bakteri Gram positif dengan dinding 

sel tebal (Boza et al., 2024; Dimitrakopoulou et al., 2020; Schrader et al., 2012). 

Suhu dan waktu pada metode boiling merupakan langkah krusial dalam 

isolasi DNA bakteri karena berpengaruh langsung terhadap efektivitas lisis sel dan 

mutu DNA yang dihasilkan sebagai cetakan PCR. Perlakuan pemanasan berfungsi 

merusak dinding dan membran sel bakteri agar DNA dapat dilepaskan, namun 

suhu dan durasi yang kurang tepat dapat menyebabkan lisis yang tidak maksimal 

atau justru mengakibatkan degradasi DNA (Fihiruddin et al., 2022).  Selain itu, 

perbedaan struktur dinding sel bakteri Gram positif dan Gram negatif turut 

memengaruhi kebutuhan perlakuan boiling, di mana bakteri Gram positif dengan 

lapisan peptidoglikan yang tebal umumnya memerlukan pemanasan yang lebih 

optimal atau perlakuan tambahan, sedangkan bakteri Gram negatif dengan 

peptidoglikan tipis dan membran luar lebih sensitif terhadap pemanasan 

(Beveridge, 2001). Oleh karena itu, optimasi suhu dan waktu boiling perlu 

dilakukan secara spesifik.  

Faktor lain yang memengaruhi kualitas DNA hasil isolasi adalah 
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penggunaan buffer elusi, seperti buffer TE, yang berfungsi melindungi DNA dari 

degradasi oleh enzim nuklease. Namun, keberadaan EDTA dalam buffer TE dapat 

menghambat reaksi enzimatik, termasuk PCR, apabila digunakan dalam 

konsentrasi yang tidak tepat. Oleh karena itu, optimasi konsentrasi buffer TE serta 

pengenceran suspensi sel bakteri menjadi faktor penting untuk menghasilkan 

DNA dengan kualitas yang optimal (Leigh et al., 2019; Sundari & Priadi, 2020; 

Tanzil & Fanata, 2024).  

Konsentrasi buffer TE perlu diuji terhadap kestabilan DNA karena 

keberhasilan isolasi DNA genom dengan metode boiling tidak hanya ditentukan 

oleh proses lisis, tetapi juga oleh stabilitas DNA selama penyimpanan. DNA yang 

telah diisolasi sering mengalami siklus pembekuan dan pencairan sebelum 

digunakan pada PCR atau analisis lanjutan. Penelitian menunjukkan bahwa siklus 

freeze–thawing berulang dapat menyebabkan degradasi DNA genom, terutama 

pada fragmen berukuran besar, sehingga ukuran DNA menurun dan kualitasnya 

sebagai template PCR berkurang (Shao et al., 2012). Oleh karena itu, pengujian 

konsentrasi buffer TE serta pengelolaan penyimpanan DNA, termasuk 

meminimalkan siklus freeze–thawing, menjadi penting untuk menjaga integritas 

DNA agar tetap layak digunakan pada analisis molekuler seperti PCR RAPD.  

Kajian yang mengoptimasi parameter-parameter kunci pada metode isolasi 

DNA berbasis boiling, meliputi suhu dan waktu boiling, konsentrasi buffer TE, 

stabilitas DNA dalam buffer TE, serta pengenceran suspensi sel bakteri secara 

simultan untuk mendukung analisis RAPD sebagai metode autentikasi kultur stok 

bakteri masih terbatas. Padahal, optimasi parameter-parameter tersebut berpotensi 

menghasilkan metode isolasi DNA yang sederhana, ekonomis, namun tetap 
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mampu menghasilkan DNA dengan kualitas dan kestabilan yang memadai untuk 

analisis RAPD yang konsisten dan reproduktif. 

Berdasarkan permasalahan tersebut, penelitian ini bertujuan untuk 

mengoptimasi teknik isolasi DNA genom bakteri berbasis metode boiling melalui 

suhu dan waktu boiling, konsentrasi buffer TE, dan stabilitas DNA dalam buffer 

TE bakteri serta pengenceran suspensi sel bakteri. Hasil optimasi diharapkan 

dapat meningkatkan kemurnian dan kestabilan DNA sehingga menghasilkan 

profil RAPD yang lebih konsisten dan reproduktif. Pendekatan ini diharapkan 

dapat menjadi dasar pengembangan KIT autentikasi stok kultur bakteri yang 

aplikatif, ekonomis, dan mudah diterapkan, khususnya bagi laboratorium dengan 

keterbatasan fasilitas. 

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini disusun dengan judul 

Optimasi Teknik Isolasi DNA Genom Bakteri Sederhana sebagai Dasar 

Pengembangan Metode Autentikasi Stok Kultur Bakteri Menggunakan RAPD. 

B. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, masalah dalam penelitian ini 

dirumuskan sebagai berikut: 

1. Bagaimana Kondisi optimum isolasi DNA genom bakteri menggunakan 

metode boiling ?  

2. Bagaimana sensitifitas teknik isolasi DNA genom bakteri menggunakan 

metode boiling ? 

3. Apakah teknik isolasi DNA genom bakteri menggunakan metode boiling dapat 

digunakan untuk mengisolasi DNA cetakan dalam reaksi RAPD dari berbagai 

jenis bakteri? 
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C. Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah: 

1. Untuk mendapatkan kondisi optimum metode boiling untuk isolasi DNA 

genom bakteri. 

2. Untuk mengetahui sensitifitas teknik isolasi DNA genom bakteri menggunakan 

metode boiling.  

3. Untuk mengetahui apakah teknik isolasi DNA genom bakteri menggunakan 

metode boiling dapat digunakan untuk mengisolasi DNA cetakan dalam reaksi 

RAPD dari berbagai jenis bakteri 

D . Manfaat Penelitian 

Manfaat Penelitian ini adalah: 

1. Memberikan informasi mengenai metode isolasi DNA genom bakteri secara 

sederhana. 

2. Mendapatkan DNA dengan kualitas baik yang dapat digunakan sebagai 

cetakan pada teknik RAPD. 

3. Membantu Penelitian di laboratorium dengan sumber daya yang terbatas. 

4. Menjadi acuan pengembangan metode isolasi DNA genom dalam 

bidang Bioteknologi dan Molekuler. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

46 

 

BAB V 

PENUTUP 

 

A . Kesimpulan 

1. Kondisi optimum isolasi DNA genom bakteri diperoleh pada suhu 90°C 

selama 10 menit dengan penggunaan buffer TE (1), karena menghasilkan pita 

DNA yang paling jelas, pada elektroforesis serta menunjukkan stabilitas 

DNA yang lebih baik selama penyimpanan.  

2. Metode boiling sensitif terhadap kerapatan sel bakteri, di mana peningkatan 

nilai OD meningkatkan konsentrasi DNA. Kondisi optimum diperoleh pada 

OD 6 karena memberikan keseimbangan antara konsentrasi DNA dan 

kemurnian, serta pita DNA yang optimal.  

3. Dengan demikian, metode boiling tetap layak digunakan sebagai metode 

isolasi DNA yang sederhana, cepat, dan ekonomis untuk autentikasi bakteri, 

namun perlu mempertimbangkan jenis bakteri, kondisi isolasi, serta 

kecocokan primer agar diperoleh hasil yang optimal dan konsisten. 

B . Saran 

1. Untuk bakteri Gram positif, disarankan menambahkan perlakuan lisis seperti 

enzim (lisozim/lysostaphin) agar isolasi DNA lebih optimal.  

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan kombinasi metode pemurnian 

sederhana untuk meningkatkan kualitas DNA tanpa mengurangi efisiensi 

metode boiling. 
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