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Abstrak

Produk perikanan menjadi salah satu komoditas pangan penting dalam dunia perdagangan, akan
tetapi perkembangan tersebut diikuti dengan meningkatnya kasus pemalsuan produk perikanan yang dapat
merugikan konsumen. Oleh karena itu diperlukan metode untuk mengidentifikasi secara spesifik spesies
produk perikanan. Salah satu metode seafood authentication yang telah dikembangkan adalah metode
berbasis DNA.. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan konsentrasi dan kemurnian DNA berdasarkan
beberapa metode isolasi pada produk perikanan segar dan olahan. Metode isolasi DNA yang digunakan
pada penelitian ini adalah metode konvensional cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) dan beberapa
kit komersial (DNAzol, TianGen, Qiagen, dan Fasmac). Konsentrasi dan kemurnian DNA ditentukan
berdasarkan spektrofotometri nanodrop, serta visualisasi elektroforegram hasil elektroforesis. Hasil
isolasi DNA menunjukkan bahwa konsentrasi DNA produk perikanan segar lebih tinggi dibandingkan
dengan konsentrasi isolat DNA pada produk perikanan olahan. Isolat DNA dengan metode isolasi CTAB
memiliki tingkat kemurnian DNA yang lebih tinggi (1.60-2.00) jika dibandingkan isolat DNA meggunakan
kit komersial pada semua sampel. Metode kit komersial menawarkan prosedur yang lebih sederhana,
menghindari penggunaan reagen berbahaya, dan meminimalisir kemungkinan adanya kontaminan
lingkungan.

Kata kunci: CTAB, identifikasi, isolasi DNA, pemurnian DNA

Comparison of DNA Isolation Methods for Fresh and Processed Seafood

Abstract

Seafood product is an important commodity in the global trade market, however, seafood fraud has
been increasingly reported. Therefore, a method to specifically identify species of seafood products is needed.
DNA methods gain many interests for detection of seafood fraud due to its robustness. This study was aimed
to determine the effectiveness of several methods for isolation of DNA from fresh and processed seafood.
The DNA isolation methods used in this study were the CTAB DNAzol, TianGen, Qiagen, and Fasmac..
DNA concentration and purity were determinedusing nanodrop spectrofotometry and electrophoresis.
DNA isolation showed that the DNA concentration of fresh seafood products was higher than the processed
seafood products. DNA isolation using CTAB method have higher levels of DNA purity (1.60-2.00) than
using commercial Kits in all samples. The commercial kits offer a simple procedure and minimize the
possibility of environmental contaminants.

Keywords: CTAB, DNA isolation, DNA purification, identification.
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PENDAHULUAN

Produk perikanan merupakan komoditas
pangan yang memiliki kandungan protein,
asam lemak omega-3 dan mikronutrien esensial
yang sangat penting bagi kesehatan (Dhaneesh
et al. 2012; Nichols et al. 2014). Kesadaran
masyarakat yang meningkat akan manfaat
konsumsi produk perikanan bagi kesehatan
berbanding lurus dengan meningkatnya
konsumsi ikan secara global (Khaksar et al.
2015). Hal tersebut membuat produk perikanan
menjadi salah satu komoditas pangan penting
dalam dunia perdagangan (Asche et al. 2015),
akan tetapi meningkatnya perdagangan produk
perikanan tersebut juga meningkatkan kasus
pemalsuan produk perikanan yang dilaporkan
ditemukan di pasaran (Willete et al. 2017).
Kasus pemalsuan tersebut memiliki dampak
negatif baik secara kesehatan maupun secara
ekonomi bagi konsumen (Naaum et al. 2016;
Carlvalho et al. 2015). Hal tersebut mendorong
dilakukannya identifikasi spesies ikan untuk
memastikan  keamanan pangan  produk
perikanan dari kasus pemalsuan produk
perikanan.

Identifikasi spesies ikan secara tradisional
dapat dilakukan dengan melihat karakteristik
morfologi pada ikan misalnya kepala, gigi, kulit,
sirip, warna dan bentuk tubuh ikan (Millana
et al. 2004). Beberapa proses pengolahan

di antaranya pemanasan, pengalengan,
pembekuan  dan  proses  pengolahan
diversifikasi produk lainnya menyulitkan
proses  indentifikasi produk  perikanan

dilakukan melakukan pendekatan morfologi
(Zhang dan Hanner 2012). Oleh karena itu,
diperlukan metode identifikasi spesifik spesies
ikan yang lebih akurat dibandingkan dengan
identifikasi spesies ikan secara morfologis.
Salah satu teknik identifikasi spesies ikan
yang telah dikembangkan adalah indentifikasi
spesifik spesies ikan berbasis DNA (Armani
et al. 2015; Lamendin et al. 2015; Wong dan
Hanner 2008). Kelebihan identifikasi spesies
ikan berbasis DNA adalah lebih stabil terhadap
beberapa proses pengolahan seperti pemanasan
dan pembekuan serta memiliki keakuratan
yang lebih tinggi dibandingkan indentifikasi
spesies ikan secara morfologi (Dipinto et al.
2015; Zhang dan Hanner 2012). Pendekatan
identifikasi spesies ikan berbasis DNA yang telah
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dikembangkan adalah dengan mengamplifikasi
segmen DNA dari sitokrom b dan menentukan
sekuensnya serta amplifikasi gen cytochrome ¢
oxidase I (COI) (Mackie et al. 1999). Gen DNA
cytochrome oxidase subunit I (COI) memiliki
kemampuan untuk berfungsi sebagai kode
batang pada hewan menggunakan fragmen 650
pasangan basa yang disebut sebagai DNA full-
length (Hebert et al. 2003). Beberapa metode
pengolahan dan pengawetan yang digunakan
pada produk makanan laut tidak kondusif
untuk DNA full-length. Hal tersebut disebabkan
oleh adanya penambahan zat aditif, pengawet,
dan rasa yang dapat memengaruhi kualitas dan
kuantitas DNA yang diekstraksi (Civera 2003;
Rasmussen-Hellberg et al. 2011; Shokralla et al.
2011). Pendekatan alternatifnya adalah pendekatan
mini-barcoding yang memfokuskan analisis
pada fragmen DNA yang lebih pendek (100-
200 bp) dalam kode batang full-length telah
terbukti efektif dalam memperoleh informasi
urutan DNA dari spesimen yang mengandung
DNA vyang terdegradasi (Hajibabaei et al.
2006; Meusnier et al. 2008). Penelusuran
label pada produk olahan hasil perairan
berbasis DNA telah banyak dilakukan, di
antaranya berbasis COI pada produk surimi
(Abdullah et al. 2019a), mini COI pada
produk ikan sidat (Abdullah et al. 2018),
berbasis cytochrome b COI pada ikan tenggiri
(Maulid et al. 2016), menggunakan mini
barcode DNA pada produk ikan layur
(Abdullah et al. 2019b) serta tuna dan
produk olahan tuna berbasis DNA barcoding
(Wulansari et al. 2015).

Tahapan awal yang diperlukan untuk
mengindentifikasi spesies ikan secara molekuler
adalah isolasi DNA (Cawthorn et al. 2012).
Keberhasilan proses isolasi DNA ditentukan
oleh kuantitas dan kualitas kemurnian DNA
yang dihasilkan (Chowdhury et al 2016;
Hu et al. 2015). Beberapa teknik isolasi DNA
telah dikembangkan baik secara konvensional
maupun menggunakan kit isolasi DNA
yang sudah dikembangkan secara komersial
(Bohme et al. 2019). Kelebihan dan
kekurangan dari metode isolasi DNA untuk
mengindentifikasi spesies ikan baik pada
produk segar dan olahan dengan metode
konvensional dan menggunakan kit komersial
belum dijelaskan secara jelas. Penelitian ini
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bertujuan untuk menentukan efektivitas
beberapa metode dalam mengisolasi DNA
dari produk perikanan segar dan olahan.
Hasil penelitian diharapkan dapat dijadikan
dasar rekomendasi dalam pemilihan kit isolasi
DNA yang akan digunakan untuk melakukan
identifikasi spesies berbasis DNA khususnya
pada produk perikanan.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Sampel yang digunakan dalam penelitian
ini adalah ikan cakalang (Katsuwonus pelamis)
dari perairan Binuangeun Banten, ikan nila
(Oreochromis niloticus) dari kolam budi daya
IPB, steik tuna, crab stick dan bakso ikan yang
diperoleh dari pasar swalayan di daerah Bogor
Jawa Barat. Bahan kimia yang digunakan pada
penelitian ini adalah akuades, fenol (Merck),
kloroform (Merck), isoamilalkohol (Merck),
larutan CTAB 2%, proteinase K (Sigma Aldrich),
buffer TE (Sigma Aldrich), kit isolasi DNA
(QIAGEN DNeasy Blood ¢ Tissue, QIAGEN
DNeasy Food Mericon, TIANamp Genomic DNA
Kit (TianGen), DNAzol® Genomic DNA Isolation
Reagent, GenCheck® DNA Extraction Reagent
(FASMAC), gel agarosa, cybergreen, loading dye,
bufer TBE.

Alat yang digunakan pada penelitian
ini meliputi pipet tips RC-10/20-L dan RC-
250/20-C (Mettler Toledo, Bekasi Indonesia),
4  micropipette 1-10 pL, dan 20-200 uL
(ThermoFisher Scientific, Vantaa, Finlandia),
vortex (V1-Plus, Biosan, Warren, AS), spin down
(Corning, New York, AS), mikrosentrifugasi
(Centurion Scientific 2041, Libertyville, AS),
microwave (Sharp, Osaka, Jepang), timbangan
digital (PHW 254, ADAM°®, Inggris),
spektrofotometri nanodrop (Implan NP-80),
UV-Transilluminator ~ (UVitec, ~Cambridge,
Inggris) dan elektroforesis horizontal (HUS,
SCIE-PLAS, Cambridge, Inggris).

Metode Penelitian
Preparasi sampel

Sampel terdiri dari ikan cakalang, ikan
nila, produk steik tuna, bakso ikan dan crab
stick dipreparasi. Kelima sampel tersebut
dihaluskan menggunakan mortar, kemudian
ditimbang sebanyak 10 g. Sampel yang telah
siap disimpan pada suhu chilling untuk
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menjaga kualitas sampel untuk selanjutnya
diisolasi.

Isolasi DNA sampel dengan metode
CTAB

Isolasi DNA menggunakan metode
CTAB mengacu pada metode Hseih et al.
(2005) menggunakan larutan CTAB 2%
yang memiliki komposisi 100 mL Tris HCI
IM pH 8, 280 mL NaCl 5M, 40 mL asam
etilenadiaminatetraasetat (EDTA) 0,5 M, 20 g
CTAB, dan 1 L akuades. Isolasi diawali dengan
penimbanganmasing-masingsampelsebanyak
0,1-0,5 g. Sampel ditambah 500 uL larutan
CTAB 2% dan 14 uL proteinase K, selanjutnya
dilakukan inkubasi pada suhu 55 °C selama
2 jam. Cairan kemudian disentrifugasi pada
kecepatan 13.000 g selama 10 menit. Endapan
yang diperoleh ditambahkan larutan PCI
(fenol, kloroform, isomilalkohol) sebanyak
500 pL. Campuran tersebut dihomogenisasi
dan disentrifugasi 13.000 g selama 5 menit.
Langkah selanjutnya natan dibuang dan
ditambahkan 400 pL larutan CIA (kloroform
dan isoamil alkohol). Campuran tersebut
dihomogenisasi dan disentrifugasi dengan
kecepatan 13.000 g selama 5 menit, kemudian
natan dibuang dan ditambahkan 400 pL
larutan CIA. Campuran tersebut kembali
dihomogenisasi dan disentrifugasi 13.000 g
selama 5 menit. Supernatan sebanyak 1,5 ml
dipindahkan ke microtube baru. Campuran
tersebut ditambah 600 pL isopropanol lalu
dipresipitasi semalam pada suhu -4°C dan
disentrifugasi 13.000 g selama 10 menit. Larutan
isopropanol dibuang dan ditambah 500 pL
etanol 70% kemudian disentrifugasi 13.000 g
selama 10 menit. Supernatan yang dihasilkan
dibuang. Pelet yang diperoleh dikeringkan
selama 1 jam, kemudian ditambahkan 100
uL buffer TE. Pelet DNA yang telah larut
kemudian disimpan sebagai DNA stok pada
suhu -20 °C.

Isolasi DNA sampel dengan kit isolasi
DNAzol® Genomic DNA Isolation
Reagent

Proses isolasi DNA menggunakan kit
komersial DNAzol® Genomic DNA Isolation
Reagent pada ikan segar dan produk
olahan dimulai dengan menimbang 25 mg
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sampel kemudian dipindahkan ke dalam
microtube. Sampel tersebut ditambahkan 1
mL DNAzol genomic. Suspensi selanjutnya
diaduk sebanyak 10x di dalam microtube
dan disimpan pada suhu ruang selama 10
menit. Sampel disentrifugasi pada kecepatan
10.000 g selama 10 menit. Supernatan
yang diperoleh lalu dipindahkan ke dalam
microtube baru. Supernatan ditambahkan
0,5 mL etanol 100%, lalu diaduk dengan
cara microtube dibolak-balik sebanyak 8 kali,
kemudian disimpan pada suhu ruang selama 3
menit. Apabila terbentuk serabut putih (DNA)
maka dilakukan penempelan DNA pada
dinding microtube dengan tip, namun apabila
tidak terbentuk serabut putih (DNA) maka
akan dilakukan sentrifugasi pada kecepatan
5.000 g selama 5 menit, lalu supernatan
dibuang. Campuran DNAzol dan etanol
dengan rasio 7:3 ditambahkan sebanyak
1 mL, microtube dibolak-balik sebanyak 6 kali,
dan selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan
1.000 g selama 2 menit. Supernatan kembali
dibuang. Proses mulai dari penambahan
DNAzol dan etanol hingga pembuangan
supernatan ini dilakukan sebanyak 2 Kkali,
kemudian DNA dilarutkan pada 300 pL 8 mM
NaOH. Isolat DNA yang diperoleh disimpan
pada -20 °C untuk dianalisis lebih lanjut.

Isolasi DNA sampel dengan kit
isolasi TIANamp Genomic DNA Kit
(TianGen)

Isolasi DNA menggunakan kit komersial
TIANamp Genomic DNA Kit, TianGen diawali
dengan menimbang sampel sebanyak 10-
25 mg diletakkan dalam microtube. Sampel
tersebut ditambahkan dengan 200 pL bufer
GA dan 20 pL proteinase-K, kemudian
dihomogenisasi dengan vortex dan di-spin
down. Sampel kemudian diinkubasi pada
suhu 56 °C selama 2 jam. Sampel kemudian
ditambahkan dengan 200 pL bufer GB,
lalu dihomogenisasi dengan vortex dan
di-spin down kemudian diinkubasi kembali
pada suhu 70 °C selama 10 menit. Sampel
selanjutnya ditambahkan dengan 200 pL
etanol (96-100%), kemudian dihomogenisasi
dengan vortex dan di-spin down. Filtrat
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dipindahkan ke dalam spin column dan
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 g
selama 30 detik. Supernatan yang dihasilkan
dibuang kemudian ditambahkan 700 uL bufer
PW dan disentrifugasi dengan kecepatan
12.000 g selama 30 detik. Supernatan yang
dihasilkan dibuang, kemudian ditambahkan
500 uL bufer PW dan disentrifugasi dengan
kecepatan 12.000 g selama 30 detik, selanjutnya
dilakukan pemindahan kolom ke microtube
baru. Cairan tersebut kemudian ditambahkan
100 pL bufer TE, lalu diinkubasi pada suhu
15-25 °C selama 2-5 menit dan disentrifugasi
12.000 g selama 2 menit. Isolat DNA disimpan
pada suhu -20 °C untuk dianalisis lebih lanjut.

Isolasi DNA sampel dengan kit isolasi
Qiagen

Isolasi dengan kit QIAGEN DNeasy
Blood and Tissue untuk produk segar diawali
dengan penimbangan sampel sebanyak
0,05 g daging ikan kemudian dimasukkan
ke dalam microtube. Sampel ditambahkan
180 uL bufer ATL dan 20 pL proteinase K,
lalu dihomogenisasi dengan vortex. Sampel
diinkubasi dalam waterbath selama 8 menit
pada suhu 60 °C. Sampel ditambahkan
etanol 96% sebanyak 200 pL, dihomogenisasi
dengan vortex dan disimpan selama 30 menit
pada suhu -20 °C. Sampel dipindahkan ke
dalam spin column yang telah ditempatkan
pada collection tube sebanyak 2 mL
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
8.000 ¢ selama 1 menit. Collection tube beserta
larutan yang berada di dalamnya dibuang.
Spin column ditempatkan pada collection tube
baru dan ditambahkan bufer AW1 sebanyak
500 uL, dilanjutkan sentrifugasi dengan
kecepatan 8.000 g selama 1 menit. Collection
tube beserta larutan yang berada di dalamnya
dibuang, selanjutnya spin column ditempatkan
pada collection tube baru dan ditambahkan
500 pL bufer AW2 kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 3 menit.
Spin column ditempatkan pada microtube baru
dan ditambahkan 100 pL bufer AE, inkubasi
selama 10 menit pada suhu ruang, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 ¢
selama 1 menit dan diperoleh isolat DNA pada
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bagian bawah tube. Isolat DNA yang diperoleh
disimpan pada -20 °C untuk dianalisis lebih
lanjut.

Isolasiuntuk produkolahanmenggunakan
kit QIAGEN DNeasy Mericon Food Kit.
Sampel sebanyak 0,25 gram diletakkan dalam
microtube. Sampel ditambahkan 1 ml bufer
food lysis dan 2,5 puL proteinase K. Campuran
tersebut dihomogenisasi dengan vortex
selama 8 detik. Sampel kemudian diinkubasi
pada suhu 60 °C selama 16 jam dan di-vortex
setiap satu jam. Sampel disentrifugasi dengan
kecepatan 2.500 g selama 5 menit. Supernatan
diambil sebanyak 700 pL, dimasukkan ke
dalam tube baru dan ditambahkan kloroform
sebanyak 500 pL. Sampel dihomogenisasi
menggunakan vortex dan spin down selama
15 detik, kemudian disentrifugasi selama 15
menit dengan kecepatan 14.000 g. Supernatan
diambil sebanyak 350 pL dan ditambahkan
larutan bufer PB sebanyak 350 uL pada tube
barukemudian dihomogenisasi dengan vortex.
Campuran larutan tersebut dipindahkan
ke spin column dalam collection tube dan
disentrifugasi dengan kecepatan 17.900 g
selama 1 menit, selanjutnya ditambahkan
bufer AW2 sebanyak 500 pL dan disentrifugasi
kembali dengan kecepatan 17.900 g selama
1 menit. Cairan pada bagian collection
tube dibuang dan collection tube dipasang
kembali, kemudian disentrifugasi kembali
dengan kecepatan dan waktu yang sama.
Tube kemudian dipindahkan ke microtube
yang baru, selanjutnya ditambahkan bufer EB
sebanyak 150 uL dan diinkubasi selama 1 menit
pada suhu 25 °C, kemudian disentrifugasi
pada kecepatan 17.900 g selama 1 menit dan
diperoleh isolat DNA pada bagian bawah tube.
Isolat DNA yang diperoleh disimpan pada
-20 °C untuk dianalisis lebih lanjut.

Isolasi DNA sampel dengan kit isolasi
GenCheck® DNA Extraction Reagent
(FASMAC)

Isolasi DNA dengan menggunakan
kit GenCheck® DNA Extraction Reagent
(FASMAC) diawali dengan penimbangan
sampel sebanyak 10 g kemudian dimasukkan
ke dalam microtube ukuran 1,5 mL. Sampel
dalam microtube ditambahkan 100 L reagen
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ekstraksi DNA, kemudian dihomogenisasi
menggunakan vortex lalu di-spindown
agar seluruh sampel mengendap di dasar
microtube. Sampel diinkubasi pada suhu
100 °C selama 10 menit, kemudian
didinginkan dalam es selama 1 menit dan
disentrifugasi pada 15.000 g selama 1 menit
pada suhu ruang dan diperoleh isolat DNA.
Isolat DNA yang diperoleh disimpan pada
-20 °C untuk dianalisis lebih lanjut.

Elektroforesis isolat DNA

Elektroforesis isolat DNA  sampel
dilakukan dengan mengacu pada metode
Westermeier (2004). Elektroforesis dilakukan
untuk mengamati keberhasilan isolat DNA
yang didapatkan dari sampel. Kuat arus
yang digunakan 60 A dengan tegangan 90
volt. Elektroforesis dilakukan selama 30
menit. Media gel yang digunakan yaitu gel
agarosa 1,2%. Agarosa ditimbang sebanyak
0,6 g, kemudian ditambahkan bufer TBE
sebanyak 1x50 mL, selanjutnya dipanaskan
menggunakan oven pada suhu 100 °C selama
30 menit. Larutan didiamkan pada suhu ruang
selama 15 menit, kemudian dimasukkan
ke dalam alat elektroforesis horizontal.
Tahapan uji kualitas DNA yaitu, pertama
disiapkan larutan cybergreen sebanyak 3 uL,
kemudian ditambahkan loading dye sebanyak
3 pL dan isolat DNA sebanyak 3 pL. Isolat
kemudian divisualisasi mengunakan UV-
transiluminator.

Konsentrasi dan kemurnian DNA
Konsentrasi dan kemurnian DNA
merupakan tahapan penting bagi rangkaian
proses isolasi DNA. Analisis konsentrasi
dan kemurnian DNA pada penelitian ini
dilakukan dengan mengacu pada metode
Chen et al. (2010). Konsentrasi dan kemurnian
(rasio absorbansi pada 260/280) dari DNA
yang diekstraksi ditentukan menggunakan
spektrofotometer nanodrop (Implan NP-80).
Bufer lisis yang digunakan pada isolasi DNA
diteteskan pada sensor nanodrop sebanyak
1 puLlaludijalankan sebagai blangko, kemudian
sensor dibersihkan dan diteteskan isolat
DNA sampel sebanyak 1 pL lalu dianalisis
menggunakan nanodrop® (Implan NP-80).
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Tahap tersebut dilakukan pada setiap sampel
isolat DNA. Pengukuran konsentrasi DNA
dengan nanodrop dilakukan pada panjang
gelombang 260 nm, sedangkan protein diukur
pada panjang gelombang 280 nm dengan DNA
murni didefinisikan memiliki rasio absorbansi
260/280 berkisar antara 1,6 dan 2,0.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Elektroforegram Isolat DNA Sampel
Keberhasilan suatu ekstraksi pemurnian
dan kuantitas dari DNA sangat tergantung
dari isolasi DNA yang dihasilkan. Isolasi DNA
pada sampel perikanan segar dan olahan
dapat dilakukan dengan menggunakan
metode manual CTAB ataupun kit komersial.
Kit komersial yang digunakan yaitu TIANamp
genomic DNA kit, DNAzol® Genomic DNA
Isolation Reagent, GenCheck® DNA Extraction
Reagent (FASMAC), dan Qiagen (QIAGEN
DNeasy Blood and Tissue yang digunakan
untuk sampel segar, dan QIAGEN DNeasy
Food Mericon kit yang dikhususkan untuk
sampel makanan). Prinsip dari isolasi DNA
adalah proses pelisisan pada sel, ekstraksi,
dan pengendapan (Maulid dan Nurilmala
2015). Pelisisan merupakan proses lisis
atau  penghancuran sel menggunakan
protease, dilanjutkan dengan ekstraksi yaitu
mengeluarkan materi di dalam organel sel
dengan menghancurkannya baik secara kimia
maupun fisik. Pengendapan merupakan
proses pemisahan antara material DNA
dengan materi lain pada organel sel melalui
perbedaan berat (Abdullah ef al. 2019a).
Isolasi DNA pada sampel perikanan
segar dan olahan dapat dilakukan dengan
menggunakan metode manual CTAB ataupun
kit komersial. Kit komersial yang digunakan
untuk isolasi DNA terdiri atas 4 Kkit, yaitu
TIANamp genomic DNA kit, DNAzol®
Genomic DNA Isolation Reagent, GenCheck®
DNA Extraction Reagent (FASMAC), dan
Qiagen (QIAGEN DNeasy Blood and Tissue
yang digunakan untuk sampel segar, dan
QIAGEN DNeasy Food Mericon kit yang
dikhususkan untuk sampel makanan). Metode
CTAB sering digunakan untuk memfasilitasi
ekstraksi DNA karena kemampuan bahan
kimia tersebut membentuk kompleks dengan
DNA (Krishnaswamy et al. 2006), namun
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diperlukan perlakuan awal sampel, seperti
penghilangan lemak, penting dilakukan
sebelum ekstraksi DNA (Piskata et al
2007). Adapun isolasi DNA menggunakan
kit komersial lebih aman dari kesalahan
pengerjaan yang menimbulkan kontaminasi,
namun penelitian pada beberapa spesimen
dengan berbagai perlakuan menyatakan tidak
semua kit komersial mampu memanen DNA
dalam konsentrasi tinggi (Hajibabaei et al.
2005).

Elektroforegram isolat DNA menggunakan
metode CTAB menunjukkan hasil pita DNA
yang berbentuk noda atau smear pada sampel
ikan cakalang, steik tuna dan ikan nila,
sedangkan pada sampel produk olahan yaitu
baksoikandan crabsticktidak terlihat pita DNA
ataupun smear. Pita DNA yang tidak terbentuk
pada sampel produk olahan yaitu bakso ikan
dan crab stick dapat disebabkan karena DNA
target telah rusak selama proses pengolahan.
Lin et al. (2016) menjelaskan bahwa kualitas
dan kuantitas pada isolat DNA produk
olahan dipengaruhi oleh proses pengolahan,
kualitas DNA yang rendah dipengaruhi oleh
adanya penambahan bahan tambahan lain.
Dwiyitno et al. (2018) menyatakan bahwa
pada metode isolasi klasik rendemen DNA
dipengaruhi oleh konsentrasi larutan lisis
dan enzim yang digunakan (proteinase k dan
RNase). Smear yang terbentuk pada sampel
ikan cakalang, ikan nila dan steik tuna dapat
disebabkan telah terjadinya kontaminasi
dan masih terbawanya sisa larutan yang
digunakan saat proses isolasi DNA.
Suparningtyas et al. (2018) menyatakan bahwa
smear yang terbentuk pada proses isolasi
menunjukkan telah terjadinya degradasi atau
fragmentasi DNA genom selama proses isolasi.
Lin et al. (2016) menjelaskan bahwa perbedaan
dalam hasil dapat dikaitkan baik dengan
jenis sampel dan/atau konsentrasi CTAB
karena konsentrasi yang tidak tepat dapat
membentuk kompleks dengan DNA terhadap
lipid, selain itu, DNA dapat berkondensasi
dengan CTAB dalam kompleks yang tidak
larut ketika rasio CTAB/DNA lebih dari 1,0.
Sisa lipid dan konsentrasi CTAB yang tidak
optimal dapat berkontribusi pada hasil DNA
yang rendah. Fitriya et al. (2015) menyatakan
bahwa metode CTAB memiliki keunggulan
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Figure 1 Gel electrophoresis profile Isolate DNA (A: CTAB method, B: DNAzol method,
C: QIAGEN method (QIAGEN DNeasy Blood and Tissue, and QIAGEN DNeasy

Food Mericon), D: TianGen method, E : Fasmac method, M: Marker, 1: Crab stick,
2: Skipjack, 3: Tuna Steak, 4: Fishball, 5: Tilapia)

yaitu memiliki kemampuan melisiskan yang
kuat dan memudahkan mempresipitasi
protein dan debris sel, sehingga dapat
menghasilkan konsentrasi DNA yang tinggi.
Metode CTAB juga memiliki kekurangan
yaitu membutuhkan waktu yang relatif lama
dan hasil yang diperoleh tergantung pada
jenis sampel yang digunakan.

Hasil isolasi DNA menggunakan kit
DNAzol menunjukkan bahwa pada kelima
sampel yang dianalisis tidak ditemukan
DNA yang terisolasi. Hal ini diduga karena
terjadinya kontaminasi mulai dari produk
tersebut hingga selama proses isolasi. Menurut
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Gardenia dan Koesharyani (2011) DNAzol
reagen berada di bawah skala murni, hal ini
menunjukkan adanya kontaminasi protein,
fenol, garam atau kontaminan lainnya yang
diabsorbsi pada panjang gelombang 230 nm.
Metode reagen DNAzol mengandung larutan
detergen guadinin sebagai bahan pelisis yang
menghidrolisis RNA dan mempresipitasi
DNA. Larutan tersebut ikut terabsorbsi pada
panjang gelombang 230 nm sehingga nilai
rasionya menjadi rendah. Selain itu nilai
rasio yang rendah dapat disebabkan oleh
adanya zat EDTA, karbohidrat, dan fenol.
Pita yang tidak jelas dapat terjadi karena
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kontaminasi terutama urea pada permukaan
sumur gel poliakrilamid. Pita yang tidak
muncul dapat disebabkan oleh kemungkinan
urutan basa nukleotida dari primer tersebut
bukan merupakan komplemen dari basa
nukleotida pada cetakan DNA target. Hal
ini menyebabkan primer-primer tersebut
tidak dapat mengamplifikasi fragmen DNA
(Hartati et al. 2007).

Elektroforegramisolat DNA menggunakan
kit TTANgen dan Qiagen menunjukkan hasil
yang tidak jauh berbeda dengan dengan
isolat DNA pada metode CTAB 2% vyaitu
hanya terbentuk smear pada sampel ikan
cakalang, steik tuna, dan ikan nila, namun
tidak terdeteksi pada sampel produk olahan.
Lin et al. (2018) menyatakan bahwa paparan
panas dapat menyebabkan fragmentasi DNA
dan adanya perlakuan fisik atau kimia selama
proses pemanasan dapat menyebabkan untai
DNA pecah secara acak sehingga DNA sulit
untuk diisolasi.

Berdasarkan hasil elektrogram isolat
DNA menggunakan kit FASMAC dari kelima
sampel yang digunakan tidak terlihat adanya
pita. Hal ini diduga karena pada proses isolasi
tidak dilakukan penambahan proteinase K
dan waktu inkubasi yang dilakukan terlalu
cepat sehingga proses lisis yang terjadi tidak
sempurna. Wasko et al. (2003) menyatakan
bahwa waktu, suhu dan konsentrasi
proteinase K sangat penting untuk isolasi
DNA berkualitas tinggi. Suhu kurang dari
42 °C dan durasi inkubasi kurang dari 10 jam
mungkin tidak memisahkan jaringan dengan
baik untuk isolasi DNA yang tepat, sedangkan
pada penelitian Muhammad et al. (2016)

hanya dengan menggunakan 10 pL proteinase
K dalam bufer lisis dan menginkubasi
jaringan sirip selama 2-3 jam pada 48 °C dan
memperoleh kualitas dan kuantitas DNA yang
sangat tinggi.
Konsentrasi dan Kemurnian Isolat
DNA

Isolasi DNA dilakukan dengan tujuan
untuk memisahkan DNA dari bahan lain
seperti protein, lemak, dan karbohidrat.
Isolat DNA yang diperoleh kemudian diukur
konsentrasi DNA dan kemurnian DNA
menggunakan spektrofotometer nanodrop
dengan membandingkan absorbansi asam
nukleat pada A=260 nm dan protein pada A=
280 nm (Alaey et al. 2005). Hasil konsentrasi
isolasi DNA yang diperoleh dari proses isolasi
DNA dengan menggunakan berbagai metode
isoasi DNA disajikan pada Table 1.

Nilai konsentrasi yang terdapat pada
sampel produk olahan (bakso ikan dan crab
stick) menunjukkan nilai konsentrasi DNA
yang lebih kecil dibanding dengan konsentrasi
DNA pada sampel ikan segar dan steik tuna.
Nilai konsentrasi DNA pada sampel bakso ikan
dan crab stick masing-masing menunjukkan
nilai sebesar 101,95 ng/uL dan 34,950 ng/
puL. Hal ini terjadi karena produk olahan
telah mengalami proses pengolahan seperti
pemanasan dan penambahan bahan-bahan
lainnya. Stevanofa et al. (2013) menjelaskan
bahwa proses pengolahan pangan dapat
menurunkan tingkat konsentrasi DNA yang

diperoleh.
Hasil yang diperoleh pada Table 2
menunjukkan tingkat kemurnian DNA

Table 1 DNA concentration performed by different extraction methods

DNA concentration (ng/pL)

Method
Crab stick  Skipjack Tunasteak  Fishball Tilapia
CTAB 34.95 273.50 461.65 101.95 308.90
Qiagen (Blood and Tissue) - 303.20 282.70 - 193.20
Qiagen (Food) 82.90 - - 43.15 -
TianGen 5.50 49.50 12.35 3.15 33.65
DNAzol 62.35 62.35 75.10 92.25 81.75
Fasmac 87.40 357.65 212.85 43.00 223.65

Note: (-) Crab stick and fishball processed products are not tested using a Qiagen Blood and Tissue Kit; (-) Fresh fish
(Skipjack tuna and Nile tilapia) and tuna steak are not tested using a Qiagen Mericon Food Kit.
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Table 2 DNA purification performed by different extraction methods

DNA purification (A260/A280)

Method
Crab stick ~ Skipjack Tunasteak  Fishball Tilapia
CTAB 1.70 1.92 1.53 1.60 1.79
Qiagen (Blood and Tissue) 3.85 3.85 - 4.19
Qiagen (Food) 1.76 - - 1.51 -
TianGen 1.47 1.93 1.60 1.29 1.76
DNAZzol 4.97 6.21 6.21 5.93 6.29
Fasmac 1.17 2.98 3.18 1.59 3.79

Note: (-) Crab stick and fishball processed products are not tested using a Qiagen Blood and Tissue Kit; (-) Fresh fish

(Skipjack tuna and Nile tilapia) and tuna steak are not tested using a Qiagen Mericon Food Kit.

tertinggi dihasilkan oleh metode CTAB
kemudian diikuti oleh Qiagen pada sampel
produk olahan dan TianGen pada sampel ikan
segar. Tingkat kemurnian DNA dikatakan
baik jika memiliki rasio 1,6-2,00 (Heptinstall
dan Rapley 2000; Wongsawad et al. 2006).
Berdasarkan hasil tersebut menunjukkan
bahwaisolat DNA yang diisolasi menggunakan
metode CTAB (kecuali steik tuna) relatif
murni dan terbebas dari kontaminan, begitu
pula dengan metode kit The DNeasy Mericon
Food (Qiagen) pada sampel crab stick dan
metode kit TianGen pada sampel ikan segar
(ikan cakalang, nila, dan steik tuna). Tingkat
kemurnian DNA yang rendah disebabkan oleh
masih tingginya komponen pengotor (protein)
yang terukur, diduga pada proses ekstraksi
DNA, protein tidak terdegradasi seluruhnya.
Kontaminasi yang disebabkan oleh protein
dapat berasal dari komponen sel yang tidak
lisis selama proses isolasi atau berasal dari
fenol sebagai bahan yang ditambahkan pada
proses isolasi untuk mempresipitasi DNA
(Bellard et al. 1973). Tingkat kemurnian yang
rendah juga dapat disebabkan oleh adanya
komponen pengotor lainnya, yaitu RNA, lipid,
dan polisakarida (Alaey et al. 2005).

KESIMPULAN

Isolasi DNA menggunakan metode yang
berbeda menunjukkan hasil yang berbeda
pada tingkat konsentrasi dan kemurnian isolat
DNA. Isolat DNA yang diisolasi menggunakan
metode konvensional CTAB relatif murni,
begitu pula dengan metode kit The DNeasy
Mericon Food (Qiagen) pada sampel crab stick
dan metode kit TianGen pada sampel steik
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tuna dan ikan segar (ikan cakalang dan nila).
Isolat DNA produk perikanan segar memiliki
kandungan konsentrasi DNA yang lebih
tinggi dibandingkan dengan isolat DNA pada
produk perikanan olahan.
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