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Abstrak 

Metode polymerase chain reaction (PCR) dapat digunakan untuk mengidentifikasi Mycobacterium 
tuberculosis dalam sampel dahak (sputum) penderita tuberkulosis (TBC). Salah satu langkah penting 
untuk memastikan hasil PCR yang akurat adalah proses ekstraksi DNA. Penelitian bertujuan untuk 
membandingkan konsentrasi dan kemurnian DNA pada dahak penderita TBC menggunakan teknik 
ekstraksi sonikasi dan spin column. Penelitian menggunakan desain studi deskriptif dengan strategi post-
only design. Data yang digunakan merupakan data primer yang berasal dari 18 sampel dahak penderita 
TBC. Pengukuran konsentrasi dan pengujian kemurnian DNA menggunakan spektrofotometer 
nanodrop. Ekstraksi DNA dengan metode sonikasi memiliki konsentrasi rata-rata 18,9 ± 8,5 ng/µL, 
dengan konsentrasi tertinggi 37,6 ng/µL. Ekstraksi DNA metode spin column menghasilkan konsentrasi 
rata-rata 55,5 ± 27,9 ng/μL, dengan konsentrasi tertinggi 105,0 ng/μL. Nilai kemurnian ekstraksi DNA 
yang berada di rentang 1,8–2,0 pada metode sonikasi sebanyak 11/18 (61%) sampel dan pada metode 
spin column sebanyak 14/18 (78%) sampel. Dapat disimpulkan bahwa metode sonikasi memiliki rata-
rata konsentrasi dan nilai kemurnian yang lebih rendah dibandingkan dengan metode spin column, dan 
terdapat perbedaan dalam konsentrasi dan nilai kemurnian pada kedua metode tersebut.
Kata kunci: konsentrasi DNA | kemurnian DNA | dahak penderita tuberkulosis | sonikasi | spin column

Abstract 

The Polymerase Chain Reaction (PCR) method can identify Mycobacterium tuberculosis in a sputum 
sample of a patient with tuberculosis (TB). One crucial step to ensure accurate PCR results is the 
DNA extraction process. The research aimed to compare the concentration and purity of DNA from 
the sputum of TB patients using ultrasound and spin column extraction techniques. The research uses 
descriptive study designs with post-only design strategies. The primary data were derived from 18 sputum 
specimens from TB patients. Concentration measurement and DNA purity testing using a nanodrop 
spectroscopic photometer. DNA extraction by ultrasound method had an average concentration of 18.9 
± 8.5 ng/μL, with a peak of 37.6 ng/μL. The spin column method produced an average of 55.5 ± 27.9 
ng/μ, with a peak of 105.0 ng/μL. The purity value of the DNA extract was in the range of 1.8 ± 2.0 with 
the ultrasound method of 11/18 (61%) samples and the spin column method of 14/18 (78%) samples. 
In conclusion, the sonication method has a lower average concentration and a higher percentage of purity 
than the spin column method, and there are differences in concentrations and purity values between the 
two methods.
Keywords: DNA concentration | DNA purity | tuberculosis sputum | sonication | spin column

* Penulis korespondensi: E-mail: fitrianingsih.fs@gmail.com.
© The Author(s) 2024. This article is licensed under a Creative Commons Attribution (CC BY 4.0) International License, which permits use, sharing, adaptation, 
distribution, and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, and indicate if changes 
were made. 

Tersedia di https://journal.ipb.ac.id/index.php/currbiomed

https://journal.ipb.ac.id/index.php/currbiomed
https://doi.org/10.29244/currbiomed.2.2.84-92
https://journal.ipb.ac.id/index.php/currbiomed


Saputra et al.

85Curr Biomed, Jul 2024, Vol 2, No 2

Pendahuluan
Tuberkulosis (TBC) disebabkan oleh Mycobacterium 
tuberculosis dan masih menjadi penyakit yang 
menyumbangkan angka kematian yang tinggi di 
dunia. Indonesia menempati peringkat ketiga setelah 
India dan Cina dengan jumlah kasus 824 ribu dan 
93 ribu kematian dalam setahun (Kemenkes, 2022).

Proses ekstraksi DNA adalah salah satu langkah 
terpenting untuk memastikan hasil yang akurat, 
konsisten, dan sukses dalam teknik PCR. Proses 
tersebut menandai titik awal dalam setiap kit 
diagnostik molekuler. Penggunaan teknik ekstraksi 
DNA harus mengarah pada ekstraksi yang efisien 
dengan kuantitas dan kualitas DNA yang baik, murni, 
dan bebas dari kontaminan, seperti RNA dan protein 
(Ali et al., 2017; Candani et al., 2018). Berbagai 
metode ekstraksi DNA pada pelaksanaannya dapat 
menghasilkan perbedaan sensitivitas dan spesifisitas 
dalam penggunaan teknik PCR. Variabilitas ini 
disebabkan oleh berbagai faktor, salah satunya 
adalah protokol ekstraksi DNA yang diterapkan. 
Metode ekstraksi DNA harus menghasilkan kualitas 
DNA yang baik, menghilangkan gangguan pada 
saat proses PCR, dapat diterapkan dalam praktik 
laboratorium, menghasilkan sampel berkualitas baik 
untuk analisis molekuler lanjutan, namun tetap 
sederhana dan cepat (de Almeida et al., 2013).

Ekstraksi DNA dapat dibagi menjadi metode 
kimia, metode mekanik, dan metode fase padat 
(Ali et al., 2017; Shin, 2013). Metode sonikasi 
menggunakan energi suara pada 20 KHz–10 
MHz dilakukan untuk pengadukan partikel dalam 
sampel dalam proses seperti ekstraksi (Candani et 
al., 2018). Meskipun telah digunakan di beberapa 
laboratorium, metode sonikasi masih menyimpan 
keraguan tentang efektivitas DNA yang diekstrak 
langsung dari sampel dahak (sputum) untuk tujuan 
penggunaan PCR. Keraguan muncul karena dalam 
proses sonikasi tidak dilakukan purifikasi (Bello et 
al., 2020; Dai et al., 2016; Rabodoarivelo et al., 
2016). Ekstraksi DNA dari sampel dahak dengan 
metode sonikasi menghasilkan nilai konsentrasi 
DNA M. tuberculosis yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan kit komersial metode silika resin, tetapi 
memiliki nilai kemurnian yang lebih rendah dari 
kit komersial metode silika resin (Bello et al., 2020). 
Sonikasi yang dilakukan pada frekuensi 40 KHz 
dan suhu ruang, efektif mengekstraksi DNA untuk 
amplifikasi PCR pada beberapa jenis bakteri gram 
positif, seperti Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, 
Bacillus subtilis, dan Listeria monocytogenes (Bello et 
al., 2020; Chen & Yuan, 2023). 

Teknik spin column merupakan metode ekstraksi 
fase padat yang menggunakan membran silika untuk 
mengisolasi asam nukleat dari berbagai sampel 
biologis, seperti serum, plasma, cairan tubuh, dan 
dahak (Putu & Dewi, 2019; Sundari & Priadi, 
2019). Proses spin column terdiri atas penghancuran 
sel, pemurnian, pencucian, binding, dan elusi dengan 
pencucian yang sesuai (Putu & Dewi, 2019). Spin 
column merupakan suatu teknik ekstraksi yang efisien 
dan telah banyak tersedia secara komersial. Metode 
ini memungkinkan ekstraksi dapat dilakukan dengan 
cepat dan efisien dibandingkan dengan metode lain, 
seperti GuSCN-phenol- chloroform, CsCl, dan EtBr 
(Tan & Yiap, 2009).  Kelemahan teknik ini adalah 
tidak dapat memulihkan fragmen DNA kecil secara 
efisien karena fragmen kecil berikatan erat dengan 
matriks silika (Ali et al., 2017). Hasil penelitian 
Kumalasari et al. (2020) menunjukkan metode spin 
column memiliki hasil limit deteksi (LoD) dan limit 
kuantisasi (LoQ) yang lebih baik daripada hasil LoD 
dan LoQ metode boiling dalam mengidentifikasi 
S. aureus (Kumalasari et al., 2020). Penelitian ini 
bertujuan untuk membandingkan konsentrasi dan 
nilai kemurnian metode sonikasi dan spin column 
pada ekstraksi DNA asal dahak untuk mendeteksi 
M. tuberculosis.

Metode
Etik dan desain penelitian
Penelitian ini sudah dinyatakan layak etik oleh 
Komisi Etik Penelitian Kesehatan Poltekkes 
Kemenkes Bandung dengan nomor layak etik 
No.48/KEPK/EC/XII/23. Penelitian menggunakan 
metode deskriptif dengan membandingkan nilai 
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konsentrasi dan kemurnian hasil ekstraksi DNA 
menggunakan metode sonikasi dan spin column, 
dengan Post-only Design. Penelitian menggunakan 
10 sampel dahak yang diperoleh dari Laboratorium 
Kesehatan Provinsi Jawa Barat (Labkesprov Jabar) 
dan 8 sampel yang diperoleh dari Laboratorium 
Kesehatan Daerah Kab. Bandung Barat (Labkes 
KBB). 

Ekstraksi DNA dengan metode sonikasi 
Sonikasi menggunakan alat EECOO 120W-MH-
020S (RoHS, Cina). Cara kerja, lama waktu 
sonikasi, serta jenis sonikator yang digunakan pada 
penelitian ini merujuk pada penelitian Bello et al. 
(2020), yaitu selama 15 menit dengan sonikator tipe 
sonicator bath. Modifikasi frekuensi menggunakan 
40 khz merujuk penelitian Chen & Yuan (2023) 
dan suhu yang digunakan adalah suhu ruang. 

Sebanyak 200 µL sampel dahak didekontaminasi 
dengan 200 µL natrium hidroksida (NaOH) 
4% (perbandingan 1:1). Sampel dipindahkan ke 
tabung mikro 1,5 mL dan dilakukan homogenisasi 
dengan vortex. Selanjutnya, sampel diinkubasi di 
penangas air pada suhu 37°C selama 15 menit dan 
disentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 3000 
g, lalu supernatan dibuang. Pelet diresuspensi dalam 
200 µL larutan phosphate-buffered saline (PBS) pH 
7,4 dan dihomogenisasi dengan vortex. Sampel yang 
sudah diresuspensi dalam buffer PBS dimasukkan ke 
dalam waterbath 95°C selama 20 menit. Suhu pada 
alat sonicator bath diatur pada suhu 22°C dengan 
waktu 15 menit. Setelah dilakukan sonikasi, sampel 
disentrifugasi selama 5 menit pada kecepatan 3000 
g. Suspensi (supernatan) yang mengandung DNA 
dikoleksi dan sebanyak 10µL DNA dipisahkan untuk 
tujuan pemeriksaan konsentrasi dan kemurnian.

Ekstraksi DNA dengan metode spin column 
Ekstraksi DNA dengan metode spin column 
menggunakan kit komersial (Viral Nucleic Acid 
Extraction Kit II, Geneaid, Taiwan) dengan membran 
silika yang secara efisien dapat dioptimalkan untuk 
pemurnian DNA virus dari sampel cairan tubuh. 

Kit ini dapat memurnikan sampel hingga 200 μl 
sampel dalam waktu 20 menit dan hasil ekstraksi 
dapat langsung digunakan dalam pengujian 
real time PCR. Sebanyak 200 µL sampel dahak 
didekontaminasi dengan 200 µL natrium hidroksida 
(NaOH) 4% (perbandingan 1:1) dan dimasukkan 
ke dalam tabung mikro 1,5 mL. Campuran tersebut 
dihomogenisasi dengan vortex, disentrifugasi 
dengan kecepatan 13.000–16.000 g selama 2 menit, 
lalu supernatannya dibuang. 

Sebanyak 400µL VB lysis buffer ditambahkan ke 
dalam tabung mikro 1,5 mL yang berisi endapan 
(pellet) sampel. Campuran tersebut dihomogenkan 
dengan menggunakan vortex, diinkubasi selama 10 
menit pada suhu ruang, ditambahkan 450µL AD 
buffer, kemudian dihomogenkan menggunakan 
vortex. Campuran lisat sebanyak 600µL dipindahkan 
ke dalam VB column yang telah ditempatkan di atas 
collection tube, lalu disentrifugasi pada kecepatan 
14.000–16.000 g selama 1 menit. Cairan yang 
ada di collection tube dibuang, lalu VB column 
dipasang kembali. Penambahan 400µL W1 Buffer 
dilakukan ke dalam VB column dan disentrifugasi 
dengan kecepataan 14.000–16.000 g selama 30 
detik. Cairan yang ada di collection tube dibuang, 
lalu VB column disimpan kembali ke collection 
tube. Sebanyak 600µL wash buffer ditambahkan ke 
VB Column, lalu disentrifugasi dengan kecepatan 
14.000–16.000 g selama 3 menit. Cairan yang ada di 
collection tube dibuang, lalu VB column dimasukkan 
kembali ke collection tube. VB column dipindahkan 
ke tabung mikro dan ditambahkan 50µL RNAse-free 
water. Tabung mikro didiamkan selama minimal 
3 menit kemudian disentrifugasi selama 1 menit 
dengan kecepatan 15.000 g (Geneaid, 2020). 
Suspensi DNA yang telah terkumpul di tabung 
mikro dipisahkan sebanyak 10µL untuk tujuan 
pemeriksaan konsentrasi dan kemurnian.

Pengukuran konsentrasi dan kemurnian 
Pengukuran konsentrasi dan kemurnian 
dilakukan dengan spektrofotometer nanodrop 
(Nanophotometer NP80, Implen, Jerman). 
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Persiapan alat dimulai dengan memilih menu 
“nucleic acid”, lalu bagian cahaya nanodrop dibilas 
menggunakan cairan NFW (Nuclease Free Water). 
Sebanyak 3uL NFW dimasukkan ke dalam bagian 
cahaya nanodrop dan ditekan “blank” untuk 
mengukur blanko/baseline. Sampel dimasukkan 
ke dalam bagian cahaya nanodrop sebanyak 3uL 
dan ditekan menu “sample”. Setiap sample yang 
dimasukkan dipastikan terlebih dahulu bagian 
cahaya nanodrop dibilas menggunakan NFW 
(NanoPhotometer user manual).  

Real time PCR
Deteksi M. tuberculosis menggunakan metode Real 
Time PCR (Kit Promega GoTaq qPCR Master Mix). 
Dikarenakan keterbatasan penelitian, deteksi PCR 
dilakukan sebanyak 6 sampel pada masing-masing 
metode. Deteksi dilakukan hanya untuk melihat 
bahwa kedua metode dapat menghasilkan template 
DNA yang dapat dideteksi oleh PCR dengan 
dibuktikan adanya kurva dan nilai Ct. 

Larutan mastermix disiapkan dengan cara 
mencampurkan GoTaq® qPCR, primer PCR, dan 
Nuclease free water dengan total volume per reaksi 
sebanyak 20µL. Kemudian, masing-masing 20 µL 
reagen mix dipipet dan dimasukkan ke dalam PCR 
tube. Selanjutnya, template DNA ditambahkan 
sebanyak 5µL ke dalam PCR tube yang berisi reagen 
mix. Amplifikasi diawali dengan proses transkripsi 
balik (reverse transcription) dengan denaturasi awal 
pada suhu 95°C selama 2 menit dalam 1 siklus. 
Selanjutnya, dilakukan proses denaturasi pada suhu 
95°C selama 15 detik, annealing pada suhu 60°C 
selama 1 menit, dan ekstensi pada suhu 60°C selama 
1 menit dan masing-masing dilakukan sebanyak 40 
siklus. Pada tahap akhir, cooling dilakukan pada suhu 
35°C selama 30 detik sebanyak 1 siklus.

Analisis data
Data konsentrasi dan kemurnian diuji statistik 
normalitas untuk melihat distribusi data. 
Selanjutnya, data diuji statistik komparatif 

nonparametrik menggunakan uji Wilcoxon dengan 
software SPSS 25.

Hasil 
Data hasil pengukuran konsentrasi dan kemurnian 
DNA hasil ekstraksi disajikan pada Tabel 1. 
Konsentrasi DNA hasil ekstraksi metode sonikasi 
memiliki rata-rata 18,9 ± 8,5 ng/µL untuk metode 
sonikasi dan 55,5 ± 27,9 ng/μL untuk metode spin 
column. Sampel memiliki kemurnian DNA yang 
baik jika nilai kemurnian berada di rentang 1,8–2,0. 
Jumlah sampel dengan kemurnian DNA 1,8–2,0 
ialah sebanyak 11/18 (61%) sampel untuk metode 
sonikasi dan 14/18 (78%) sampel untuk metode 
spin column. Hasil uji Wilcoxon menghasilkan 
nilai Asymp. Sig. (2-tailed) <0,05 sehingga dapat 
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan konsentrasi 
dan nilai kemurnian DNA antara metode sonikasi 
dan spin column.

Kurva hasil amplifikasi real time PCR dapat 
ditunjukkan pada Gambar 1 dan nilai Ct kedua 
metode ditunjukkan pada Tabel 2. Dari 6 sampel 
yang diperiksa dengan real time PCR terdapat 1 
sampel yang memiliki kurva dan nilai Ct pada 
metode sonikasi (Gambar 1.A dan Tabel 2) dan 
semua sampel menunjukkan kurva dan nilai Ct pada 
metode spin column (Gambar 1.B dan Tabel 2).

Pembahasan
Proses ekstraksi dengan metode sonikasi dan spin 
column diawali dengan dekontaminasi dahak dengan 
NaOH 4%. Dekontaminasi dahak berfungsi untuk 
homogenisasi dahak agar M. tuberculosis yang 
terperangkap akan lepas dari jaringan dahak. Selain 
itu, larutan ini juga berfungsi untuk membunuh 
semua organisme lain yang ada pada dahak, kecuali 
M. tuberculosis (Burdz et al., 2003).

Pada metode sonikasi, proses pembentukan 
gelembung-gelembung yang terjadi akan 
menghasilkan tekanan, suhu, dan gaya geser yang 
tinggi sehingga dapat memecah partikel, sel, atau 
molekul dalam dahak. Sel-sel yang pecah akan 
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Tabel 1 Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi dengan metode sonifikasi dan spin column pada sampel dahak 
penderita tuberkulosis

No. sampel 
Konsentrasi DNA (ng/μL) Kemurnian DNA (A260/A280)

Metode sonikasi Metode spin column Metode sonikasi Metode spin column
1 21,9 64,5 1,9 1,8
2 20,0 70,5 1,9 1,8
3 19,7 65,0 2,1 1,8
4 21,4 70,8 2,0 1,8
5 22,1 71,0 1,9 1,8
6 21,1 64,8 1,9 1,8
7 37,6 65,4 1,7 1,8
8 19,9 71,0 1,9 1,8
9 20,0 65,5 2,0 1,8
10 37,0 66,8 1,8 1,9
11 10,2 20,6 2,4 1,8
12 11,4 20,8 2,0 1,6
13 6,3 21,2 2,6 1,8
14 10,2 105,0 1,6 1,8
15 12,0 97,0 1,7 1,7
16 9,6 20,2 1,8 1,7
17 21,2 19,2 1,8 1,8
18 17,7 18,9 1,7 1,7

Sampel dengan kemurnian 1,8–2,0 11/18 (61%) 14/18 (78%)
Rata-rata ± sd 18,9 ± 8,5 55,5 ± 27,9 1,9 ± 0,2 1,8 ± 0,06
Uji Wilcoxon*

Nilai Z -3,636 -2,612
Asymp. Sig. (2-tailed)  0,000  0,009

*	 Uji Wilcoxon menunjukkan terdapat perbedaan konsentrasi dan nilai kemurnian DNA antara metode sonikasi dan spin column dengan 
Asymp. Sig. (2-tailed) <0,05.

melepaskan isinya ke dalam larutan di sekitarnya. 
Selanjutnya, proses pemisahan DNA M. tuberculosis 
yang dilakukan dengan sentrifugasi selama 5 menit 
pada kecepatan 3000 g menyebabkan pengendapan 
protein, lipid, dan komponen yang lain, tetapi tidak 
DNA sehingga memungkinkan DNA terkonsentrasi 
di dalam supernatan.

Ekstraksi DNA dengan metode spin column pada 
penelitian ini diperuntukkan untuk pemurnian 
DNA dari sampel seperti serum, plasma, cairan 
tubuh, dan kultur sel. Fase padat yang digunakan 
adalah membran silika yang berfungsi untuk 
mengikat asam nukleat. Penambahan reagen VB 
lysis buffer dan AD buffer berfungsi untuk melisiskan 
dinding M. tuberculosis sehingga memungkinkan 

pelepasan komponen seluler. Lysis buffer juga 
berperan memecah jaringan, merusak membran 
sel, dan menghilangkan kontaminan. Untuk dapat 
menghilangkan sisa buffer sebelumnya dan sisa 
protein yang mungkin menempel pada DNA, maka 
dilakukan penambahan W1 buffer dan Wash buffer 
(Afnan Uda et al., 2020). 

Sentrifugasi dilakukan setiap kali dilakukan 
penambahan reagen. Sentrifugasi berfungsi untuk 
membantu pengikatan DNA ke matriks silika 
sehingga komponen seluler selain DNA dapat 
mengalir ke dasar collection tube. Proses elusi 
menggunakan larutan RNAse-free water merupakan 
langkah akhir ekstraksi dengan metode spin column. 
Proses elusi menyebabkan pelepasan ikatan antara 
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Gambar 1 Kurva amplifikasi real time PCR menggunakan enam sampel DNA hasil ekstraksi dengan metode sonikasi (A) dan 
spin column (B). Hanya satu sampel yang menunjukkan kurva dan memiliki nilai Ct pada metode sonikasi dibandingkan dengan 
semua enam sampel menunjukkan kurva dan nilai Ct pada metode ekstraksi spin column.

A B

fosfat DNA (muatan negatif ) dengan silika (muatan 
positif ) menggunakan larutan dengan pH yang 
tinggi dan kandungan garam yang rendah. Dengan 
demikian, ekstrak DNA yang menempel pada 
kolom dapat dibuang keluar dari kolom (Chauhan, 
2022; Gautam, 2022).

Nilai konsentrasi DNA M. tuberculosis 
metode sonikasi (18,9 ng/μL) yang lebih rendah 
dibandingkan dengan nilai yang didapatkan dengan 
metode spin column (55,5 ng/μL) menunjukkan 
hasil yang berbeda dari penelitian sebelumnya. Bello 
et al. (2020) mendapatkan hasil ekstraksi DNA dari 
sampel dahak yang diberi perlakuan sonikasi selama 
15 menit memiliki nilai konsentrasi DNA yang lebih 
tinggi (37.01 ± 36.91 ng/µL) dibandingkan dengan 
kit komersial metode silika resin. Perbedaan ini 
dapat terjadi dikarenakan perbedaan pada besaran 
frekuensi dan suhu yang digunakan yang mengacu 
pada penelitian yang berbeda (Chen & Yuan (2023). 

Faktor yang memengaruhi proses ekstraksi 

dengan metode sonikasi, di antaranya adalah suhu, 
frekuensi, dan lama waktu sonikasi. Fenomena 
kavitasi (peronggaan) pada metode sonikasi terjadi 
akibat gelombang suara dengan frekuensi tinggi 
yang disebut ultrasonikasi. Jika intensitas gelombang 
ultrasonik di dalam air terus ditingkatkan, maka 
akan dicapai suatu kondisi maksimum di mana gaya 
antarmolekul tidak dapat lagi menahan struktur 
molekul seperti pada keadaan awal. Akibatnya, 
molekul ini akan pecah dan terbentuklah rongga 
(cavity) sehingga sel dapat mengeluarkan komponen 
yang ada di dalamnya. Makin tinggi frekuensi, maka 
akan makin sulit untuk membentuk gelembung 
kavitasi. Ketika frekuensi yang diberikan pada saat 
ekstraksi tidak optimal, maka proses pembentukan 
rongga akan terhambat sehingga DNA tidak dapat 
keluar dari dalam sel secara maksimal dan konsentrasi 
DNA yang diperoleh akan menjadi lebih sedikit 
(Sambrook & Russell, 2006).

Suhu memengaruhi proses sonikasi. Makin 
tinggi suhu sonikasi, maka makin menurun produk 
hasil sonikasi. Kenaikan suhu mengakibatkan 
peningkatan tekanan uap molekul pelarut dalam 
kavitasi micro-bubble sehingga menurunkan 
intensitas kavitasi akibat kontak antara micro-
bubble dan matriks yang makin berkurang (Greenly 
& Tester, 2015).

Kemurnian DNA diukur dengan rasio absorbansi 
pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm 
dengan kemurnian DNA yang baik adalah 1,8–2,0. 

Tabel 2 Nilai CT pada metode sonikasi dan spin column

No. Sampel
Nilai CT

Metode sonikasi Metode spin column
1 - 20,395
2 - 20,426
3 - 19,895
4 - 19,863
5 - 19,270
6 24, 824 20,090
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Nilai kemurnian DNA dengan kisaran rasio tersebut 
berarti telah memenuhi persyaratan kemurnian yang 
dibutuhkan dalam analisis molekuler (Bello et al., 
2020; Mukae et al., 2023).

Pada penelitian ini, jumlah sampel dengan 
rentang kemurnian DNA yang baik (1,8–2,0) lebih 
banyak pada spin column (78% sampel) dari pada 
metode sonikasi (61% sampel). Hasil ini sesuai 
dengan penelitian Bello et al. (2020) bahwa metode 
sonikasi memiliki nilai kemurnian yang lebih rendah 
dibandingkan hasil dari kit komersial metode silika 
resin. 

Penyebab nilai kemurnian pada metode sonikasi 
lebih rendah karena tidak ada proses pencucian dan 
purifikasi pada metode ini sehingga ekstrak DNA 
masih tercampur dengan komponen lain. Tanpa 
proses pencucian dan purifikasi tersebut, pembacaan 
alat pada panjang gelombang 280 nm menjadi lebih 
besar, rasio absorbansi panjang gelombang 260 nm 
dan 280 nm akan menurun, dan nilai kemurnian 
menjadi di bawah 1,8. Penurunan nilai kemurnian 
di bawah 1,8 menunjukkan terjadi kontaminasi 
oleh protein pada hasil ekstraksi DNA (Boesenberg-
Smith et al., 2012). 

Terdapat tiga sampel pada metode sonikasi 
yang memiliki nilai kemurnian di atas 2,0. Nilai 
kemurnian di atas 2,0 diperoleh dari absorban 
yang tinggi pada panjang gelombang 260 nm. Hal 
tersebut dikarenakan bukan hanya DNA saja yang 
mampu menyerap sinar UV pada 260 nm, tetapi 
RNA juga memiliki daya serap yang besar pada 
panjang gelombang 260 nm. Keberadaan RNA 
bisa disebut sebagai kontaminan jika berada dalam 
larutan DNA (Lee et al., 2018). Oleh karena itu, 
proses purifikasi menjadi penting agar hasil ekstraksi 
yang didapat menjadi lebih murni. 

Metode ekstraksi spin column memiliki empat 
sampel dengan nilai kemurnian di bawah 1,8. Nilai 
kemurnian di bawah 1,8 tersebut dapat disebabkan 
karena kesalahan pada saat proses lisis. Proses lisis 
dan degradasi protein yang tidak sempurna dapat 
menyebabkan ekstraksi DNA menjadi tidak layak 

karena dapat berpengaruh pada pengikatan DNA 
dan proses pencucian. Kontaminan yang ikut 
terbuang karena masih menempel pada DNA dan 
dapat tercampur selama proses selanjutnya sehingga 
akan berpengaruh pada nilai kemurnian sampel. 
Selama proses elusi, larutan elusi RNAse free water 
harus benar-benar dipastikan telah ditambahkan ke 
bagian tengah matriks kolom dan harus dibiarkan 
menyerap ke dalam membran sebelum dilakukan 
sentrifugasi (Febriyanti et al., 2023). Memastikan 
proses ini akan memastikan DNA yang terikat di 
matriks kolom benar-benar telah terelusi dengan 
sempurna dan meningkatkan konsentrasi DNA 
hasil ekstraksi.

Simpulan
Dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan 
konsentrasi dan nilai kemurnian antara metode 
sonikasi dan spin column. Metode sonikasi memiliki 
rata-rata konsentrasi dan nilai kemurnian lebih 
rendah dibandingkan dengan metode spin column.
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