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Abstract: Teknik dasar yang harus dikuasi pada saat melaksanakan penelitian secara molekuler adalah isolasi DNA 

genom. Isolasi DNA bertujuan untuk memisahkan DNA dari komponen lainnya seperti lipid, protein, dan 

polisakarida. Secara umum, tahapan isolasi DNA untuk berbagai bahan adalah sebagai berikut : lisis sel atau 

jaringan yang efektif, denaturasi kompleks nukleoprotein, dan inaktivasi nuklease. Akan tetapi bahan yang 

berbeda akan membutuhkan metode yang berbeda juga. Salah satu jaringan yang sulit untuk dilakukan isolasi 

DNA adalah jaringan hewan. Jaringan hewan memiliki lemak dan protein yang sangat banyak sehingga dapat 

mengkontaminasi DNA itu sendiri. Tahapan lisis adalah tahapan penting yang mempengaruhi kesuksesan 

isolasi DNA hewan. Terdapat berbagai macam cara yang dapat dilakukan untuk melisiskan sel dan jaringan. 

Pada penelitian ini dilakukan perbandingan proses lisis dengan 4 perlakuan yang berbeda yakni lisis dengan 

menggunakan teknik Sambrook (1987) dimana jaringan di inkubasi dengan suhu 55  oC selama 12 jam, lisis 

dengan dengan metode Penggerusan yakni menggunakan mortar dan prestel, lisis dengan suhu 65  oC dalam 

inkubasi selama 2 jam, dan lisis dengan suhu 80 oC dalam inkubasi selama 10 menit. Setelah tahapan lisis 

selesai, ke empat perlakuan di ekstraksi dengan metode organik (Phenol Chlorofom Isoamyl Alcohol25 : 24 : 

1), DNA kemudian cuci dengan menggunakan ETOH 70% dan pelet DNA dilarutkan dengan menggunakan 

buffer TE. Hasil menunjukkan bahwa teknik Sambrook menunjukkan hasil yang lebih baik, berikutnya 

metode inkubasi 65 derajat selama 2 jam yang menunjukkan hasil baik, sementara metode lisis dengan mortar 

dan prestel, maupun dengan inkubasi 80 derajat selama 10 menit tidak menunjukkan hasi yang baik akibat 

terjadi kerusakan DNA. 
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1. PENDAHULUAN 

Ilmu pengetahuan dan teknologi pada saat ini 
berkembang dengan sangat cepat. Perkembangan 
tersebut juga merambah ke ranah bioteknologi dan 
biomolekular. Isolasi DNA merupakan teknik dasar 
dari bioteknologi dan biomolekular yang harus 
dikuasai di laboratorium. Isolasi DNA bertujuan 
untuk memisahkan DNA dari partikel-partikel 
lainnya seperti lipid, protein, polisakarida, dan zat 
lainnya. Isolasi DNA berguna untuk beberapa 
analisis molekuler dan rekayasa genetika seperti 
genom editing, transformasi dan PCR. Banyak sekali 
metode isolasi DNA yang bisa digunakan, akan tetapi 
pada dasarnya tahapan dari isolasi DNA pada semua 
bahan dan semua metode adalah sama, yakni lisis sel 
atau jaringan yang efektif, denaturasi kompleks 
nukleoprotein, dan inaktivasi nuklease (Tan et al, 
2009) Proses lisis adalah proses awal yang 
menentukan keberhasilan suatu isolasi DNA (Gill, 
2016). Ada berbagai cara yang dapat digunakan 
dalam tahap lisis yakni cara kimia dengan 

menggunakan enzim seperti proteinase-K dan SDS 
dan dengan cara mekanik seperti penggerusan 
dengan menggunakan nitrogen cair (Ahari, 2012), 
dan inkubasi dengan menggunakan perlakuan suhu 
(Espinoza, 2017). Isolasi DNA dapat dilakukan pada 
semua mahluk hidup dan juga virus. Salah satu 
tantangan dalam isolasi DNA adalah isolasi DNA 
pada organisme hewan mamalia. Mamalia memiliki 
kompleksifitas jaringan dan organ yang sangat tinggi, 
sehingga terdapat berbagai macam kendala yang 
sering ditemui dalam proses pengerjaan isolasi DNA 
pada hewan seperti terlalu banyaknya lipid dan 
protein yang menyusun suatu jaringan, dan adanya 
enzim nuklease pada beberapa organ hewan yang 
juga dapat merusak asam nukleat (Cseke, 2012). 
Masalah lain yang juga ditemukan dalam proses 
isolasi DNA hewan adalah tingkat ketahanan dari 
organ atau jaringan hewan tidak seperti tumbuhan 
dan lainnya, jaringan hewan dapat membusuk dengan 
cepat dan menyebabkan kerusakan dalam 
jaringannya dalam waktu yang singkat, sehingga 
disarankan dalam proses isolasi DNA hewan 
digunakan sampel yang masih segar. Akan tetapi, 
untuk melakukan isolasi DNA hewan dengan 
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menggunakan sampel segar sangatlah sulit. Organ 
yang telah di ambil setelah pembedahan harus 
diawetkan dan disimpan dalam freezer apabila akan 
digunakan pada lain hari. Banyaknya kendala yang 
ada dalam proses isolasi DNA hewan dari jaringan 
atau organ yang diawetkan menyebabkan tingkat 
keberhasilan isolasi DNA hewan tersebut menjadi 
semakin minimum. Oleh sebab itu, perlu adanya 
optimalisasi metode yang bisa digunakan untuk 
memperoleh DNA yang baik dan selanjutnya dapat 
digunakan dalam proses bioteknologi dan 
biomolekular. 

2. METODE 

Tikus putih yang digunakan untuk diambil sampelnya pada 

penelitian kali ini berasal dari strain wistar yang didapatkan 

dari toko petshop aneka hewan jember. Tikus putih tersebut 

di aklimatisasi selama 7 hari dan diberi makan dan minum 

selama duakali sehari. Setelah tahap aklimatisasi berakhir, 

tikus putih tersebut di bedah dan diambil organ hati dari 

tikus putih tersebut dengan menggunakan alat seksi yang 

steril. Organ tersebut kemudian di potong dan dimasukkan 
dalam tabung eppendorf baru yang steril. Selanjutnya 

disimpan dalam suhu -20oC sampai tahap isolasi DNA 

akan dilakukan. Sampel yang digunakan kemudian di 

timbang sebanyak 60 mg kemudian masing-masing diberi 
buffer ekstraksi (10mM Tris, 100mM EDTA, 400mM 

NaCl, 3% SDS) dan proteinase-K sebanyak 5 mikroliter, 

selanjutnya perlakuan lisis yaknidengan berbagai cara 

inkubasi dengan suhu 55 derajat selama overnight, inkubasi 
selama 2 jam dengan suhu 65 derajat, dan dengan cara 

penggerusan. Setelah jaringan tersebut tampak homogen, 

dilakukan proses sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 10 menit, supernatan dari hasil sentrifugasi tersebut 
kemudian dipindah kedalam tabung eppendorf baru, 

kemudian protein dan lipid di presipitasi dengan 

menggunakan Phenol Chlorofom Isoamyl Alcohol (25 : 24 

: 1) di sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 
menit diambil bagian supernatantnya. Proses tersebut 

dilakukan selama 2 kali dan selanjutnya zat lainnya seperti 

polisakarida di presipitasi dengan menggunakan chlorofom 

isoamyl alcohol (25:1) sebanyak 1 kali. Supernatant yang 
di dapatkan kemudian di presipitasi dengan menggunakan 

isopropanol absolut, kemudian untuk memaksimalkan 

perolehan DNA, di inkubasi dalam suhu -20oC selama 1 

jam. Setelah itu DNA kemudian di peletkan dengan cara di 
sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit 

dengan suhu 4oC. Pelet DNA kemudian di cuci dengan 

menggunakan etanol 70%, kemudian pelet dikering 

anginkan dan diencerkan dengan buffer TE sebanyak 30-50 
mikroliter tergantung dari banyaknya pelet DNA yang 

terbentuk. Proses elektroforesis DNA dilakukan dengan 

mengambil larutan DNA sebanyak 5 mikroliter kemudian 

memberikan pewarnaan DNA dengan menggunakan 
loading dye sebanyak 1 mikroliter. DNA tersebut 

selanjutnya di running pada TAE gel agarosa 1% dengan 

arus 100volt dan waktu selama 30 menit. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil menunjukkan bahwa DNA yang di ekstraksi 

dengan metode lisis secara overnight (12 jam)  

(Sambrook et al, 1987) menunjukkan hasil yang lebih 

baik dibandingkan dengan metode yang lain (metode 

lisis selama 2 jam, metode lisis selama 10 menit, dan 

metode gerus) sedangkan metode lisis dengan suhu 

65 derajat menunjukkan hasil yang lebih bagus 

dibandingkan dengan metode penggerusan. Metode 

penggerusan menunjukkan hasil DNA yang kurang 

bagus, akan tetapi masih menunjukkan keberadaan 

DNA pada hasil elektroforesis. Pada perlakuan 

inkubasi dengan suhu 80 derajat selama 10 menit 

tidak menunjukkan adanya kemunculan DNA pada 

saat hasil elektroforesis. 

 

Gambar 1 : Hasil isolasi DNA dengan teknik Sambrook  

 

 

Gambar 2 : Hasil isolasi DNA dengan metode Penggerusan 

dengan menggunakan mortar dan prestel 
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Gambar 3 : Hasil isolasi DNA dengan metode lisis dengan 
suhu 65 oC dalam inkubasi selama 2 jam 

 

 

Gambar 4 : Hasil isolasi DNA dengan metode lisis dengan 

suhu 80 oC dalam inkubasi selama 10 menit. 

 

Berdasarkan hasil isolasi diatas, DNA yang di 

ekstraksi selama 12 jam dengan metode lisis secara 

overnightmenunjukkan hasil yang lebih jelas 

dibandingkan dengan metode lisis 2 jam, metode lisis 

10 menit, dan metode gerus. Hal ini disebabkan 

protein yang dapat mengkontaminasi kemurnian 

DNA akan mengalami denaturasi pada suhu diantara 

45-60 derajat ketika di inkubasi selama 10-12 jam 

(Paul, 1996). Selain itu enzim yang dapat 

mengakibatkan kerusakan DNA seperti enzim 

nuklese akan dinonaktifkan pada kondisi tersebut. 

Inkubasi dengan suhu 55 derajat akan membuat 

Proteinase-K akan bekerja secara maksimal dan 

optimum dalam menghancurkan protein dan 

menginaktivasi enzim nuklease yang dapat merusak 

DNA (Qamar, 2017).Kerja EDTA akan maksimal 

dalam waktu yang cukup lama sehingga pada 

perlakuan inkubasi selama overnight 12 jam 

menunjukkan hasil yang lebih baik dibandingkan 

dengan hasil yang lain.Selanjutnya pada metode lisis 

dengan suhu 65 derajat selama 2 jam menunjukkan 

hasil yang bagus dibandingkan dengan metode 

penggerusan. Pada suhu 65 derajat, protein dapat 

terdenaturasi dengan baik akan tetapi beberapa 

polisakarida tidak terdenaturasi secara sempurna 

apabila hanya dilakukan pada waktu 2 jam saja. 

Protein dan polisakarida akan berinteraksi dengan air 

sehingga mengalami denaturasi paling tidak 

membutuhkan waktu selama 3 jam (Christensen, 

2012).Ketika pada saat tahap lisis, buffer ekstraksi 

yang mengandung larutan EDTA akan mencegah dan 

merusak enzim nuklease, sehingga aktivitas dari 

endonuklease yang ada dalam sel dan jaringan dapat 

di tekan atau bahkan dihilangkan (Kotikalapudi,, 

2015). 

Pada metode penggerusan menunjukkan hasil 

DNA yang kurang baik, akan tetapi masih 

menunjukkan keberadaan DNA pada hasil 

elektroforesis. Penggerusan yang dilakukan tidak 

menggunakan nitrogen cair, melainkan hanya di 

gerus dengan menggunakan mortar biasa, sehingga 

protein, lipid, dan polisakarida lainnya tidak dapat 

hancur dan mengkontaminasi DNA. Hal tersebut 

dapat terlihat ketika tahapan ekstraksi dengan 

menggunakan PCI pada saat akan mengambil 

supernatant yang mengandung DNA, maka middle 

layer yang merupakan protein dan lipid juga akan 

ikut terambil dan mengotori DNA. Pada saat protein 

mengkontaminasi DNA dan DNA tersebut kemudian 

di elektroforesis terlihat band DNA mengalami 

degradasi (Tan, 2009). Enzim nuklease yang ada 

pada setiap sel dan jaringan juga kurang terkendali 

sehingga menyebabkan rusaknya sebagian molekul 

DNA. Terakhir pada perlakuan inkubasi dengan suhu 

80 derajat selama 10 menit tidak menunjukkan 

adanya kemunculan DNA pada saat hasil 

elektroforesis. Hal ini dapat dimungkin bahwa pada 

suhu mencapai 80 derajat. DNA yang berada pada 

suhu tinggi akan mengalami kerusakan dan 

mengalami putusnya ikatan fosfat dan ikatan kovalen 

pada DNA (Karni, 2013) sehingga yang terlihat pada 

hasil elektroforesis adalah DNA yang terdegradasi 

dan  RNA yakni partikel yang jauh lebih ringan dari 

DNA. 
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4. SIMPULAN 

Proses lisis yang baik dalam proses isolasi DNA 

hewan adalah dengan menggunakan inkubasi selama 

overnight (12 jam) dengan suhu 55 derajat. Apabila 

mendadak, lisis dapat dilakukan dengan inkubasi 

selama 2 jam dengan suhu 65 derajat. Penggerusan 

dapat pula mempercepat dalam proses lisis akan 

tetapi hasil yang diperoleh  tidak maksimal. Inkubasi 

dengan suhu 80 derajat selama 10 menit dapat 

mempercepat proses lisis akan tetapi akan merusak 

DNA sehingga DNA tidak muncul saat proses 

elektroforesis. 
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Jawab: 

Diberikan pada saat tikus mengalami feypenglikemia 

 

Berpakali dilakukan sentrifuge? 

 

Jawab: 

Dilakukan selama 6 kali dari tahap awal sampai akhir 
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