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ABSTRAK
PERBANDINGAN EFEKTIVITAS LIMA METODE
EKSTRAKSI DNA KONVENSIONAL TERHADAP
KUANTITAS DAN KUALITAS DNA DARI TIGA
VARIASI SAMPEL DAGING SAPI (BOS TAURUS)

Oleh:

Sabilla Putri Awalliani
21106030049

Pembimbing: Dr.rer.Medic Esti Wahyu Widowati, M.Si dan
Slamet Diah Volkandari, S.Pt., M.Sc

Keberhasilan identifikasi dan verifikasi produk daging berbasis
DNA bergantung pada kuantitas dan kualitas DNA hasil ekstraksi.
Namun efektivitas setiap metode ekstraksi bervariasi karena perbedaan
mekanisme kerjanya, sehingga pemilihan metode harus disesuaikan
dengan karakteristik sampel yang digunakan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengevaluasi dan membandingkan efektivitas lima metode
ekstraksi DNA (salt, urea, alkali, boiling, dan proteinase-K) pada tiga
variasi sampel daging sapi (mentah, rebus, dan kuah) berdasarkan
parameter konsentrasi DNA (ng/puL), kemurnian DNA (rasio A260/280
dan A260/230), visualisasi elektroforesis, dan nilai Ct dalam qPCR.
Hasil ekstraksi DNA yang dievaluasi menggunakan multi-criteria
decision analysis (MCDA) menunjukkan metode urea paling efektif
untuk daging mentah dengan konsentrasi DNA tertinggi (731,97 +
99,731 ng/uL), rasio A260/280 optimal (1,96 + 0,031), dan nilai Ct
terendah (8,09 = 0,622), meskipun rasio A260/230 tidak optimal dan
terdeteksinya fragmentasi DNA (smear) dalam elektroforesis.
Sementara untuk daging rebus, metode alkali terbukti paling efektif
dengan nilai Ct terendah (8,28 + 0,240) dan rasio A260/280 optimal
(1,84 £+ 0,048), meskipun konsentrasi DNA rendah (102,76 + 7,827
ng/pL) dan rasio A260/230 tidak optimal serta tidak terdeteksinya pita
DNA dalam elektroforesis. Metode urea juga terbukti paling efektif
untuk sampel kuah dengan konsentrasi DNA tertinggi (361,64 + 17,916
ng/uL), rasio A260/280 optimal (1,88 = 0,021), dan menghasilkan DNA
yang dapat diamplifikasi meskipun nilai Ct relatif tinggi (28,66 = 0,496),
rasio A260/230 tidak optimal serta tidak terdeteksinya pita DNA dalam



X1X

elektoforesis. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
metode urea paling efektif untuk ekstraksi DNA dari daging sapi mentah
dan kuah, sedangkan metode alkali paling efektif untuk daging rebus.

Kata Kunci: Daging Sapi, Ekstraksi DNA, Kualitas DNA, Kuantitas
DNA, Matriks Pangan Kompleks, Perbandingan Metode Ekstraksi
DNA.
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ABSTRACT

COMPARISON OF THE EFFECTIVENESS OF FIVE
CONVENTIONAL DAN EXTRACTION METHODS ON THE
QUANTITY AND QUALITY OF DNA FROM THREE
VARIETIES OF BEEF (Bos taurus)

By:

Sabilla Putri Awalliani
21106030049

Supervisor: Dr.rer.Medic Esti Wahyu Widowati, M.Si dan Slamet
Diah Volkandari, S.Pt., M.Sc

The success of DNA-based meat product identification and
verification depends on the quantity and quality of the extracted DNA.
However, the effectiveness of each extraction method varies with its
distinct working mechanism, so method selection must be tailored to the
characteristics of the sample used. This study aimed to evaluate and
compare the effectiveness of five DNA extraction methods (salt, urea,
alkali, boiling, and proteinase-K) on three variations of beef samples
(raw, boiled, and broth) based on parameters of DNA concentration
(ng/puL), DNA purity (A260/280 and A260/230 ratios), electrophoresis
visualization, and Ct value in qPCR. The DNA extraction results,
evaluated using multi-criteria decision analysis (MCDA), indicated that
the urea method was the most effective for raw meat, yielding the
highest DNA concentration (731.97 +99.731 ng/uL), optimal A260/280
ratio (1.96 £ 0.031), and the lowest Ct value (8.09 = 0.622), despite a
suboptimal A260/230 ratio and the detection of DNA fragmentation
(smear) in electrophoresis. For boiled meat, the alkali method proved
to be the most effective with the lowest Ct value (8.28 + 0.240) and an
optimal A260/280 ratio (1.84 £ 0.048), albeit with a low DNA
concentration (102.76 = 7.827 ng/uL), a suboptimal A260/230 ratio, and
no detectable DNA band in electrophoresis. The urea method was also
found to be the most effective for broth samples, yielding the highest
DNA concentration (361.64 + 17.916 ng/uL), an optimal A260/280 ratio
(1.88 £ 0.021), and produced amplifiable DNA, although the Ct value
was relatively high (28.66 £+ 0.496), the A260/230 ratio was suboptimal,
and no DNA band was detected in electrophoresis. Based on the results,
it can be concluded that the urea method is the most effective for DNA
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extraction from raw beef and broth, while the alkali method is the most
effective for boiled meat.

Keywords: Beef, DNA Extraction, Beef, Quality, DNA Quantity,
Comparison of Complex Food Matrix, Comparison of DNA Extraction
Methods.



BAB 1
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Identifikasi dan verifikasi sumber bahan pangan, khususnya
produk daging merupakan aspek kritis dalam menjamin keamanan
pangan, tetapi metode konvensional berbasis lemak, protein, atau
senyawa volatil memiliki keterbatasan karena senyawa target mudah
terdegradasi selama proses pengolahan (Andriyani, et al., 2019).
Analisis molekuler berbasis DNA, seperti quantitative polymerase
chain reaction (QPCR) dapat menjadi solusi karena stabilitas DNA yang
tinggi terhadap proses termomekanik, kemampuannya mempertahankan
sekuens spesifik, dan deteksi kuantitatif melalui sistem fluoresensi
seperti SYBR Green yang hemat biaya serta fleksibel tanpa memerlukan
probe spesifik (Syafrizayanti, et al., 2022). Namun, keberhasilan gPCR
sangat bergantung pada kuantitas dan kualitas DNA hasil ekstraksi,
yang prosesnya menghadapi tantangan kompleks pada sampel olahan
terutama kuah akibat degradasi DNA dan adanya inhibitor.

Sampel olahan daging seperti daging rebus dan kuah,
menghadirkan tantangan kompleks dalam ekstrasksi DNA akibat proses
pengolahan seperti perebusan yang menyebabkan fragmentasi DNA
sehingga menghasilkan DNA dengan ukuran lebih pendek dan
konsentrasi yang lebih rendah. Selain itu, sampel kuah sebagai matriks
cair, mengandung berbagi senyawa pengganggu seperti lemak, protein,
dan polisakarida yang mengganggu proses ekstraksi DNA (Sakalar, et
al., 2012). Metode fenol-kloroform dan kolom silika telah terbukti
efektif untuk matriks makanan padat (Pistaka, et al., 2019). Namun,

penerapan metode tersebut pada matriks makanan cair, seperti kuah



menghadapi kendala signifikan berupa kandungan DNA rendah,
inhibitor PCR tinggi, serta presipitasi komponen organik yang
mengganggu isolasi asam nukleat (Sajali, et al., 2022).

Pendekatan alternatif dalam ekstraksi DNA dapat dioptimalkan
melalui metode salting-out berbasis garam berkonsentrasi tinggi yang
secara efektif memisahkan protein dari asam nukleat melalui
mekanisme pengendapan dengan peningkatan kekuatan ionik oleh NaCl
menurunkan kelarutan protein (Sambrook dan Russell, 2001). Metode
urea melibatkan penggunaan urea (4-8 M) sebagai agen kaotropik yang
menggangu sifat nukleoprotein sekaligus mengendapkan protein dan
ketika dikombinasikan dengan fenol-kloroform, konsentrasi dan
kemurnian DNA pada sampel kompleks meningkat (Gautama, 2022;
Naeem, et al, 2020). Sementara itu, lisis basa dengan NaOH
memberikan solusi cepat dan ekonomis melalui pemecahan dinding sel,
inaktivasi nuklease, serta degradasi DNA untai ganda menjadi untai
tunggal (Yahya, et al., 2017).

Metode boiling dengan pemanasan 100°C selama 10-25 menit
memiliki keunggulan berupa proses yang cepat, sederhana, serta tidak
memerlukan bahan kimia berbahaya, meskipun menghasilkan
kemurnian DNA lebih rendah dibanding kit komersial (Dayanti et al.,
2019). Sementara itu, proteinase-K sebagai enzim proteolitik berperan
penting dalam degradasi protein seluler dan peningkatan kemurnian
DNA, tetapi aktivitas enzim ini dapat menurun pada kondisi termal
sehingga efektivitasnya bergantung pada jenis sampel, suhu inkubasi,
dan stabilitas enzim (Goldenberger et al., 1995). Penelitian yang
dilakukan oleh Xiong, et al. (2019) dan Yalcinkaya, ef al. (2016) telah

membuktikan keberhasilan lima pendekatan alternatif (salt, urea, alkali,



boiling, dan proteinase-K) untuk matriks pangan segar dan olahan, tetapi
aplikasinya pada kuah masih memerlukan eksplorasi lebih lanjut.
Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan
untuk mengevaluasi dan membandingkan efektivitas lima metode
ekstraksi DNA (salt, urea, alkali, boiling, dan proteinase-K) ketika
diaplikasikan pada daging sapi mentah, daging sapi rebus, dan kuah
daging sapi berdasarkan parameter konsentrasi DNA, kemurnian DNA

(A260/280 dan A260/230), visualiasi elektroforesis, dan keberhasilan

amplifikasi qPCR (nilai Ct).  Penelitian ini diharapkan dapat

memberikan rekomendasi mengenai metode ekstraksi DNA yang paling
efektif untuk setiap jenis sampel. Penelitian ini menggunakan metode
yang mengacu pada penelitian Xiong, ef al. (2019) dan Yalcinkaya, et

al. (2016).

B. Batasan Masalah

Penelitian ini memiliki beberapa batasan yang perlu diperhatikan
dalam penelitian antara lain:

1. Sampel yang digunakan berupa daging sapi mentah, daging sapi
rebus, dan kuah daging sapi yang berasal dari rebusan daging sapi
tanpa ada bahan tambahan pangan.

2. Metode ekstraksi DNA yang digunakan adalah metode salt, urea,
alkali, boiling, dan proteinase-K.

3. Efektivitas metode ekstraksi dinilai berdasarkan parameter
konsentrasi DNA (ng/uL), kemurnian (rasio A260/280 dan
A260/230), visualisasi elektroforesis, dan nilai Ct dari qPCR.

4. Elektroforesis gel agarosa hanya dilakukan secara visual tanpa

analisis kuantitatif.



5. Analisis qPCR hanya dilakukan untuk mengetahui keberhasilan
amplifikasi DNA sapi dengan menggunakan primer spesifik yang
menargetkan fragmen gen COX2 (93 bp), tanpa melibatkan analisis
lebih lanjut seperti sequencing.

C. Rumusan Masalah

Bagaimana efektivitas metode ekstraksi DNA konvensional

(salt, urea, alkali, boiling dan proteinase-K) untuk isolasi DNA dari

daging sapi mentah, daging sapi rebus, dan kuah daging sapi?

D. Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengevaluasi dan
membandingkan efektivitas lima metode ekstraksi DNA konvensional

(salt, urea, alkali, boiling, dan proteinase-K) dalam menghasilkan DNA

dari sampel daging sapi mentah, daging sapi rebus, dan kuah daging sapi

berdasarkan parameter kuantitas dan kualitas DNA.

E. Manfaat Penelitian

Secara teori dan praktis, penelitian ini diharapkan mampu
memberikan manfaat sebagai berikut:

1. Memberikan data komparatif tentang efektivitas berbagai metode
ekstraksi DNA konvensional pada sampel daging dengan tingkat
degradasi termal berbeda.

2. Memberikan rekomendasi metode ekstraksi DNA untuk matriks
pangan kompleks sebagai landasan dalam berbagai teknik analisis

molekuler lanjutan seperti sequencing.



60

BABV
PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil ekstraksi DNA terhadap lima metode ekstraksi
DNA pada tiga matriks yang berbeda yang dievaluasi menggunakan uji
multi-kriteria dapat disimpulkan bahwa metode ekstraksi urea efektif
untuk sampel daging sapi mentah dan kuah daging sapi, sedangkan
metode alkali efektif untuk sampel daging sapi rebus.
B. Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian selanjutnya yaitu:

1. Penelitian selanjutnya dapat melakukan optimasi pada metode urea

dan alkali, seperti memodifikasi langkah presipitasi atau

menambahkan tahap pemurnian untuk mengurangi kontaminan.
2. Penelitian selanjutnya dapat mengaplikasikan metode ekstraksi

terpilih dalam penelitian ini pada produk daging sapi komersil.
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