Muhammad |yah vol. 3 No. 2 Tahun 2022

Journal of Nutrition e e &
and Food Science e-ISSN 2722-2942

Artikel Penelitian

Analisis Nilai Kemurnian DNA Menggunakan Nano Fotometer pada Rasio
260/230 yang Diisolasi dari Produk Nugget

Alfi Sophian®*, Yustina?
12pysat Pengembangan Pengujian Obat dan Makanan Nasional, Badan Pengawas Obat dan Makanan, Jakarta Pusat, Indonesia

*Corresponding author: alfi.sophian@pom.go.id

ABSTRACT

Background: The purity value parameter analyzed from the wavelength with a ratio of 260/230
is a secondary validation parameter used to analyze the quality of isolated DNA in chicken
nugget products. Purposes: The aim of this research was to provide information about the
analysis value of isolated DNA purity readings at a ratio of 260/230. By obtaining information
from the results of this study, it is hoped that it can provide benefits for relevant similar
research. Method: The method used in this study was the DNA isolation method using the spin
column technique, and then the isolated DNA obtained was read using a nano photometer at a
ratio of 260/230. Result: The measurement results are then calculated as the average value
and standard deviation. Based on the results of the isolated DNA measurements, the purity
results which were read at the A260/A230 ratio were in the range of 1.98 — 2.10, with an
average value of 2.043. Conclusion: Based on these results, it can be concluded that the
isolated DNA obtained showed good DNA quality based on the quality requirements for the
purity value of DNA at a ratio of 260/230, namely in the range of 2.0 — 2.2.
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ABSTRAK

Latar belakang: Parameter nilai kemurnian yang dianalisis dari panjang gelombang dengan
rasio 260/230 merupakan parameter validasi sekunder yang digunakan untuk melakukan
analisis mutu DNA hasil isolasi pada produk nugget ayam. Tujuan: Tujuan dari dilakukannya
penelitian ini adalah untuk memberi informasi tentang nilai analisis kemurnian DNA hasil
isolasi yang dibaca pada rasio 260/230. Dengan diperolehnya informasi dari hasil penelitian
ini diharapkan dapat memberi manfaat terhadap penelitian sejenis yang relevan. Metode:
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode isolasi DNA menggunakan teknik
spin kolom, kemudian DNA hasil isolasi yang diperoleh dibaca menggunakan nano fotometer
pada rasio 260/230. Hasil: Hasil pengukuran kemudian dihitung nilai rata-rata dan standar
deviasinya. Berdasarkan hasil pengukuran DNA hasil isolasi diperoleh hasil kemurnian yang
dibaca pada rasio A260/A230 berada pada kisaran 1,98 — 2,10, dengan nilai rata-rata berada
pada nilai 2,043. Simpulan: Berdasarkan hasil tersebut maka dapat disimpulkan bahwa DNA
hasil isolasi yang diperoleh menunjukkan kualitas DNA yang baik berdasarkan syarat mutu
nilai kemurnian DNA pada rasio 260/230 yaitu pada kisaran 2,0 — 2,2.

Kata kunci: analisis, DNA, kemurnian, rasio, validasi
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PENDAHULUAN

Parameter nilai kemurnian yang dianalisis
dari panjang gelombang dengan rasio
260/230 merupakan parameter validasi
sekunder yang digunakan untuk melakukan
analisis mutu DNA hasil isolasi. Beberapa
penelitian  yang melakukan analisis
terhadap mutu DNA hasil isolasi seperti
pada produk tomat, beras, pembuatan baku
DNA porcine dan pada produk cangkang
kapsul (1-5), akan tetapi, penelitian-
penelitian tersebut belum mencantumkan
rasio 260/230 sebagai parameter mutu
DNA. Oleh sebab itu penelitian ini menjadi
penting untuk dilakukan.

Pada analisis DNA hasil isolasi, nilai
rasio  260/A230  digunakan  untuk
menunjukkan adanya senyawa organik
yang tidak diinginkan seperti Trizol, fenol,
Guanidine HCL dan guanidin tiosianat.
Rasio 260/230 yang dapat diterima secara
umum berada dalam kisaran 2,0 — 2,2 (6,7).
Nilai yang lebih tinggi dari ini dapat
menunjukkan kontaminasi dengan senyawa
yang disebutkan di atas. Penggunaan
parameter nilai rasio ini berbeda dengan
rasio 260/280 yang merupakan parameter
paling banyak  digunakan  dalam
menentukan kemurnian pengukuran asam
nukleat. Rasio ini paling umum digunakan
untuk menentukan keberadaan protein dan
atau fenol dalam sampel asam nukleat yang
diisolasi. Penelitian bertujuan mendapatkan
informasi tentang nilai analisis kemurnian
DNA hasil isolasi yang dibaca pada
panjang gelombang dengan rasio 260/230.

METODE

Material

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah produk nugget ayam, kit ekstraksi
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DNeasy Mericon Food [Qiagen], alkohol
96%, Air bebas nucleotide (NFW).

Prosedur Ekstraksi DNA
Timbang sampel seberat 20 mg dalam
tabung mikrosentrifus 2 ml, kemudian
ditambahkan 500 pL lysis buffer dan 30 puL
Proteinase K, kemudian diinkubasi pada
suhu 70 °C selama 60 menit. Keluarkan
sampel dari inkubasi kemudian lanjutkan
dengan centrifuge selama 5 menit dengan
kecepatan putaran centrifuge 14.000 rpm.
Dalam tabung sentrifus akan terbentuk 2
lapis pelet dan supernatan, ambil
supernatan sebanyak 350 pL dengan cara
dipipet dan pindahkan ke tabung sentrifus 2
mL kemudian ditambahkan 350 pL alkohol
96% dan dihomogenkan dengan cara
divortex selama 10 detik, kemudian dipipet
larutan yang berada di lapisan atas ke dalam
tabung sentrifus 2 mL yang baru dan
ditambahkan 500 uL binding buffer PB.
Vortex  kemudian  memasukkan
semua cairan ke dalam tabung centrifuge 2
ml secara bertahap sampai habis ke dalam
spin column dan centrifuge. Setelah semua
cairan habis, masukkan dan centrifuge, lalu
tambahkan 500 puL wash buffer AW2 dan
centrifuge lagi selama 1 menit dengan
kecepatan putaran 14.000 rpm. Pindahkan
spin column ke dalam tabung sentrifus baru
1,5 mL kemudian tambahkan 100 pL
elution buffer (EB) kemudian sentrifus
dengan kecepatan putaran 14.000 rpm
selama 1 menit. Buang spin column dan
sisa cairan dalam tabung centrifuge 1,5 mL
merupakan DNA hasil isolasi yang akan
diukur kemurnian dan konsentrasinya
sebelum digunakan (8,9).

DOI: 10.24853/mjnf.3.2.82-86




Muhammadiyah
Journal of Nutrition
and Food Science

Analisis Mutu DNA

Analisis mutu DNA hasil isolasi diukur
menggunakan nanophotometer, dimana
analisis mutu berdasarkan nilai kemurnian
DNA panjang gelombang dengan rasio
260/230 (6,7,10).

Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan cara
menghitung nilai rata-rata kemurnian yang
didapat dari pengukuran menggunakan
nanophotometer kemudian dihitung nilai
standar deviasinya dan dibandingkan
dengan nilai mean. Jika nilai standar
deviasi lebih kecil dari nilai mean, maka
data yang dianalisis dapat dikatakan
homogen.

HASIL
Tabel 1. Hasil isolasi DNA

Rasio Panjang Gelombang

No. Nano Fotometer
260 230 260/230
1 20152 10178 1,98
2 10022 9961 2.00
3 25188 12408 2,03
4 25164 12335 204
5 25345 12363 2,05
6 18431 9,035 2.04
7 18711 9217 2,03
8 18520 9123 2,03
9 10607 9564 2.05
10 10847 9777 203
11 10962 9785 2,04
12 10034 9492 210
13 20400 9,761 2.09
14 20047 9,502 2,09
15 10819 9528 2.08
16 20289 9,849 2.06
17 20383 10141 201
18 23326 11491 203
19 23201 11373 204
20 23178 11362 204
Rata- 51 079 10317 2,043
rata
SD 2.266 1128 0,030
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Berdasarkan hasil pengukuran DNA hasil
isolasi  menggunakan  nanophotometer
diperoleh hasil kemurnian yang dibaca pada
rasio 260/230 berada pada kisaran 1.98 —
2.10, dengan nilai rata-rata berada pada
nilai 2.043 (Tabel 1).

PEMBAHASAN

Dalam melakukan isolasi DNA, tahapan
lisis merupakan suatu bagian yang
memegang peranan  penting  dalam
mendukung keberhasilan proses isolasi
DNA (11-13). Pada tahap ini, lisis dibantu
oleh enzim proteinase K yang aktif bekerja
pada suhu 65-70 °C (14-16). Beberapa
penelitian menunjukkan masa inkubasi
proteinase K yang bervariasi berkisar antara
30 menit sampai 3 jam (11,17-19), Akan
tetapi, penelitian lain yang dilakukan oleh
(20) menunjukkan suhu inkubasi 75 °C
selama 10 menit.

Pada penelitian ini, pemilihan
parameter mutu DNA hasil isolasi yang
dilakukan menggunakan nilai rasio 260/230
yang banyak dikenal sebagai parameter
sekunder dalam menentukan kualitas DNA
hasil isolasi, dimana pada parameter ini
dapat melihat sumber kontaminan DNA
hasil isolasi. Setidaknya ada beberapa
penyebab paling umum dari rasio abnormal
dalam isolasi DNA vyaitu; kontaminasi
sampel oleh residu fenol, guanidin, dan
reagen lain yang digunakan dalam protokol
isolasi.

Karbohidrat adalah  kontaminan
umum yang terkait dengan isolasi asam
nukleat dari sumber tanaman, sampel
sangat encer dan konsentrasi mendekati
batas deteksi terendah.

Rasio yang tidak akurat dapat diamati
untuk sampel asam nukleat dengan
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konsentrasi <10 ng/ul, dan penggunaan
larutan elusi yang tidak tepat digunakan
untuk pengukuran blank. Larutan blanko
harus memiliki kekuatan ionik dan pH yang
sama dengan larutan sampel. Menggunakan
air untuk pengukuran Blanko untuk sampel
yang dilarutkan dalam tris EDTA dapat
menghasilkan rasio 260/230 yang rendah
(6,7).

SIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan bahwa DNA hasil isolasi yang
diperoleh menunjukkan kualitas DNA yang
baik berdasarkan syarat mutu nilai
kemurnian DNA pada rasio 260/230 yaitu
pada kisaran 2,0 — 2,2.
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