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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi proses isolasi DNA dan protein dari daun jeruk lemon (Citrus limon L.), serta analisis
kemurnian dan konsentrasinya. Hasil isolasi DNA dengan analisis spektrofotometri menunjukkan rasio absorbansi DNA (260/280 nm)
pada dua sampel yaitu 2,6382 dan 3,03372 yang berada di luar rentang standar (1,7-1,9) sehingga mengindikasikan kontaminasi RNA.
Hasil agarose gel elektroforesis menunjukkan tidak adanya pita DNA yang terlihat, meskipun menggunakan primer spesifik untuk
PCR. Isolasi protein dilakukan dengan metode salting out menggunakan amonium sulfat, dan analisis konsentrasi menggunakan
metode Bradford. Nilai absorbansi sampel diperoleh 2,0375-2,0472 yang berada di luar rentang optimal (0,2-0,8) sehingga
memengaruhi akurasi perhitungan konsentrasi. Nilai konsentrasi protein rata-rata diperoleh sebesar 496,2989 ng/mcg. Absorbansi
tinggi ini kemungkinan disebabkan oleh kepekatan sampel yang tidak diencerkan atau kontaminasi dari senyawa fenolik.

Kata Kunci : daun jeruk lemon, isolasi DNA, PCR, elektroforesis, purifikasi protein.
Abstract

This study aims to evaluate the process of DNA and protein isolation from lemon leaf (Citrus limon L.), along with the analysis of their
purity and concentration. The spectrophotometric analysis of DNA isolation results showed absorbance ratios (260/280 nm) of 2.6382
and 3.03372 for two samples, exceeding the standard range (1.7-1.9), indicating RNA contamination. Agarose gel electrophoresis
results revealed no visible DNA bands, despite the use of specific primers for PCR. Protein isolation was conducted using the salting-
out method with ammonium sulfate, and concentration analysis was performed using the Bradford method. The absorbance values of
the samples ranged from 2.0375 to 2.0472, exceeding the optimal range (0.2-0.8), which affected the accuracy of the concentration
calculations. The average protein concentration was 496.2989 ng/mcg. The high absorbance values were likely due to undiluted sample
concentrations or contamination from phenolic compounds.

Keywords: lemon leaves, DNA isolation, PCR, electrophoresis, protein purification.
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PENDAHULUAN

Kanker adalah suatu kondisi di mana beberapa sel dalam tubuh tumbuh tak terkendali dan menyebar ke bagian tubuh
lainnya. Kanker dapat bermula di mana saja dalam triliunan sel yang membentuk tubuh manusia (Steck & Murphy,
2020). Di antara kanker yang menjadi isu global, kanker payudara merupakan kanker yang paling umum di dunia (Ferlay
et al., 2020). Kanker payudara merupakan kondisi yang sering terjadi di kalangan wanita berusia empat puluhan dan lima
puluhan. Memiliki tingkat kematian 20% dan tingkat kesakitan 30% (Petroni et al., 2021). Selain itu, tingkat kejadian
kanker meningkat setiap hari karena ketidakstabilan fisiologis manusia yang berkembang dan kebiasaan makan gizi saat
ini, menstruasi prematur dan menopause yang tertunda, misalnya, meningkatkan risiko kanker payudara (Yuan et al.,
2021). Kanker payudara menempati urutan pertama jumlah kasus kanker sekaligus menjadi penyebab kematian terbesar
akibat kanker di dunia setiap tahunnya.

Menurut (WHO, 2022) prevalensi kanker payudara sekitar 2,3 juta kasus dimana kanker ini paling banyak diderita oleh
kaum wanita. Sekitar 99% kanker payudara terjadi pada wanita dan 0,5-1% kanker payudara terjadi pada pria. Hingga
tahun tersebut telah tercatat kematian yang disebabkan oleh kanker payudara sebesar 670.000 kematian di seluruh
dunia. Insiden penyakit ini diperkirakan semakin tinggi di seluruh dunia. Sedangkan menurut (Sung et al., 2021)
diketahui bahwa kanker payudara merupakan penyakit kanker dengan persentase kasus baru tertinggi, yaitu sebesar 11%,
dan persentase kematian akibat kanker payudara sebesar 6,9%. Di Indonesia kanker payudara merupakan kanker dengan
insiden tertinggi nomor dua setelah kanker serviks dan terdapat kecenderungan meningkat dari tahun ke tahun.
Berdasarkan jumlah kanker payudara di Indonesia didapatkan kurang lebih 65.858 kasus baru setiap tahun (273.523.621
populasi) (Herawati et al., 2021).

Flavonoid merupakan senyawa polifenol alami yang dihasilkan oleh tumbuhan dan berperan sebagai metabolit sekunder
bioaktif (Kopustinskiene et al., 2020). Flavonoid merupakan salah satu antioksidan yang terkandung dalam daun jeruk
lemon. Sebagai antioksidan yang kuat, flavonoid melindungi tumbuhan dari stres lingkungan dan telah banyak diteliti
karena manfaatnya bagi kesehatan manusia (Nabavi et al., 2018). Dalam beberapa dekade terakhir, banyak penelitian
telah dilakukan untuk memahami potensi flavonoid sebagai senyawa anti-kanker. Penelitian awal menunjukkan bahwa
flavonoid dapat menunjukkan aktivitas anti-kanker yang menjanjikan melalui berbagai mekanisme aksi (Jenie, et al.,
2019). Walaupun mekanisme pastinya belum sepenuhnya dipahami, flavonoid dapat melawan berbagai karakteristik
kanker, seperti gangguan metabolisme, stres oksidatif, peradangan kronis, dan pembentukan metastasis, dengan
memengaruhi fungsi mitokondria dan pengaturan energi dalam sel (Neagu et al., 2019). Flavonoid juga mampu
melindungi sel-sel normal dari kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas, yang dapat menyebabkan
kerusakan DNA dan memicu perkembangan kanker. Aktivitas antioksidan flavonoid juga dapat memberikan
perlindungan terhadap efek samping dari terapi kanker yang agresif, seperti radioterapi dan kemoterapi (Feng, et al.,
2016; Zhou, et al., 2019).

Jeruk lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) adalah salah satu tanaman yang memiliki beragam manfaat kesehatan dan telah
lama digunakan sebagai bahan obat tradisional di berbagai belahan dunia. Meski bukan tanaman asli Indonesia, jeruk
lemon telah dikenal sejak abad ke-17 di Eropa sebagai solusi alami untuk mencegah kekurangan vitamin C pada pelaut
(Marwanto, 2014). Secara genetik, lemon merupakan hibrida yang kompleks, hasil persilangan antara jeruk asam
(Citrus aurantium) dan citron (Citrus medica), dengan kontribusi genom masing-masing dari citron (50%), pummelo
(31%), dan mandarin (19%). Pada buah jeruk lemon dikategorikan sebagai sumber penting senyawa fenol dan glikosida.
Senyawa pada tanaman ini mengandung asam fenolik, bioaktif yang bertanggung jawab untuk antioksidan. Selain itu,
didalam daun jeruk lemon terdapat senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antioksidan meliputi senyawa
flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, dan steroid (Harahap et al., 2021).

METODE

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah mortal dan alu, Mikropipet 20 ul, 20-200 ul, 100- 1000 pl, tip, water bath, eppendorf 2 ml,
vortex, sentrifuge, spektrofotometer UV-Vis, PCR (Thermal Cycler), aparatus agarose gel elektroforesis. Mortar dan
alu. Tabung eppendorf 12 pcs, setrifus dingin, es batu, termos, baki, mikropipet, white tip, blue tip, yellow tip,
spektrofotometer dan kuvet

Bahan yang digunakan adalah daun jeruk lemon segar, buffer ekstraksi (Tris-HCI pH 8 200 mM, EDTA pH 8 25 mM,
NaCl 200 mM, SDS 0.5%), 2 x CTAB (Tris-HCI pH 8 100 mM, EDTA pH 8 20 mM, NaCl 1,4 M, CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) 2% wiv, PVP 1% wi/v), Buffer TE (Tris-HCI pH 8 10 mM, EDTA pH 8 1 mM,
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Kloroform:Isoamyl alcohol (24:1), Isopropanol, Etanol 70%, agarose, DNA template, primer forward & reverse, premix
PCR, nuclease free water, Buffer TBE (Tris-Boric acid-EDTA), EtBr. Daun tomat, nitrogen cair, 10% PVP, buffer
ekstraksi (50mM Buffer fosfat; 10 mM MgCI2; 1 mM EDTA; 150 mM NacCl), amonnium sulfat, reagen Bradford, water
for Injection (WFI), metanol, dan bovine serum albumin (BSA).

Isolasi DNA Kulit Daun Jeruk

Protokol dimulai dengan memanaskan buffer ekstraksi pada suhu 60°C. Sebanyak 800 mg daun jeruk segar dipotong-
potong kecil dengan ukuran sekitar 0,5 c¢cm, kemudian dimasukkan ke dalam mortar. Ke dalam mortar tersebut
ditambahkan 600 pl buffer ekstraksi dan daun digerus hingga halus. Selanjutnya, tambahkan 1200 ul buffer ekstraksi dan
gerus kembali hingga benar-benar halus. Seluruh gerusan daun beserta cairannya dipindahkan ke dalam tabung Eppendorf
2 ml. Ke dalam tabung tersebut ditambahkan 400 pl 2x CTAB, kemudian divorteks selama minimal 1 menit. Campuran
kemudian di-spindown pada kecepatan 8.400 x g selama 10 menit. Supernatant dipindahkan ke tabung Eppendorf 2 ml
baru dan ditambahkan kloroform:isoamyl alcohol dengan perbandingan 24:1 sebanyak volume yang sama.

Campuran divorteks minimal 1 menit, lalu di-spindown pada 8.400 x g selama 10 menit. Fase atas dipindahkan ke
tabung Eppendorf 2 ml baru dan ditambahkan isopropanol dengan volume yang sama. Tabung dibolak-balik (inverting)
sebanyak 15 kali, kemudian di-spindown pada 8.400 x g selama 10 menit. Pellet yang terbentuk diamati dengan hati-hati,
dan cairan dituang tanpa mengganggu pellet. Tambahkan etanol 70% sebanyak 1 ml, kemudian inversi tabung beberapa
kali dan spindown pada 8.400 x g selama 5 menit. Langkah pencucian dengan etanol 70% diulangi minimal 2 kali, lalu
pellet dikeringkan dengan metode air-dry selama minimal 25 menit. Terakhir, pellet disuspensikan dengan penambahan
80 ul buffer TE. DNA hasil ekstraksi disimpan pada suhu -20°C untuk penggunaan selanjutnya.

Pengukuran kemurnian dan konsentrasi DNA

Prosedur pengukuran DNA menggunakan spektrofotometer diawali dengan menghidupkan alat. Dua kuvet quartz diisi
dengan 500 ul buffer, kemudian dimasukkan ke dalam spektrofotometer untuk pembacaan baseline dan blanko pada
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. Setelah itu, kuvet sampel dikeluarkan, dibilas dengan etanol dan aseton, lalu
dikeringkan. Selanjutnya, ke dalam kuvet ditambahkan 495 ul buffer TE dan 5 pl DNA, kemudian ditutup dan dibolak-
balik beberapa kali untuk mencampur. Kuvet sampel dimasukkan kembali ke dalam spektrofotometer untuk
pembacaan pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. Terakhir, dilakukan perhitungan konsentrasi dan kemurnian
DNA berdasarkan hasil pengukuran.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Protokol PCR dimulai dengan mempersiapkan campuran reaksi dalam tabung PCR yang terdiri dari premix 4 ul, DNA
template 50-100 ng (2 pl), primer forward 10 uM (1 pl), primer reverse 10 UM (1 pl), dan air bebas nuklease hingga
volume total 12 pl. Setelah komponen dicampurkan, tabung divorteks singkat selama 1 detik dan di-spindown sebentar.
Proses PCR kemudian dijalankan dengan siklus awal denaturasi pada 95°C selama 5 menit, dilanjutkan dengan 30 siklus
yang terdiri dari denaturasi pada 95°C selama 30 detik, penempelan primer pada 55°C selama 45 detik, dan ekstensi
pada 72°C selama 45 detik. Tahap akhir adalah ekstensi akhir pada 72°C selama 15 menit untuk memastikan seluruh
fragmen DNA teramplifikasi dengan sempurna.

Agarose Gel Elektroforesis

Protokol elektroforesis dimulai dengan membuat gel agarose dengan melarutkan 0,75 g agarose dalam 75 ml buffer
TBE menggunakan microwave hingga sepenuhnya larut. Setelah sedikit mendingin, tambahkan etidium bromida
dengan pengenceran 1/10.000 dan tuang ke dalam gel tray untuk memadat. Setelah gel memadat, pindahkan ke dalam
bak elektroforesis. Selanjutnya, sebanyak 15 ul campuran PCR dimasukkan ke dalam sumuran gel agarose. Proses
elektroforesis dijalankan selama 1 jam untuk memisahkan fragmen DNA berdasarkan ukurannya. Terakhir, gel diamati
di bawah sinar UV, dengan primer TAA15 diketahui mengamplifikasi DNA tanaman citrus pada ukuran basa spesifik
yaitu 150, 167, 183, 192, 200, 229, 325, 350, 500, 700, dan 800 pasangan basa.

Isolasi, Purifikasi, dan Penetapan Konsentrasi Protein

Proses isolasi dilakukan pada suhu 4°C. Siapkan 4-5 lembar daun jeruk lemon, bungkus dengan aluminium foil, lalu
masukkan ke dalam termos berisi nitrogen cair. Letakkan mortar dan pestle di atas es, haluskan daun yang didinginkan
dengan menambahkan nitrogen cair sedikit demi sedikit hingga menjadi serbuk.Tambahkan 10% PVP dan buffer
ekstraksi (perbandingan 1:3) sebanyak 2-3 mL, lalu homogenkan hingga cairan berwarna hijau terbentuk. Pindahkan
cairan ke tabung eppendorf, kemudian sentrifugasi pada 10.000 rpm selama 15 menit dalam kondisi dingin. Ambil
supernatan sebagai sampel A dan simpan pellet sebagai sampel B untuk uji protein lebih lanjut. Purifikasi Protein
Menggunakan Teknik Salting Out yang dimana purifikasi protein dilakukan dengan menambahkan ammonium sulfat
((NH4)2SO4) pada supernatan hasil isolasi protein. Penambahan dilakukan dengan perbandingan 1:1 terhadap volume
supernatan. Campuran ini kemudian didiamkan selama 15 menit hingga terbentuk endapan. Endapan yang terbentuk
dipisahkan dan disimpan dalam tabung eppendorf baru sebagai sampel C, sedangkan bagian cair yang tidak mengendap
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disimpan sebagai sampel D untuk analisis lebih lanjut. Penetapan Konsentrasi Protein Menggunakan Metode Bradford
(Modifikasi) yaitu penetapan dimulai dengan pembuatan kurva standar menggunakan larutan BSA 1 mg/mL dan WFI.
Campuran larutan ini dipipet ke dalam tujuh tabung eppendorf hingga total volume 100 pL per tabung. Selanjutnya,
tambahkan 1,5 mL reagen Bradford, tutup tabung dengan aluminium foil, dan diamkan selama 10 menit. Setelah inkubasi,
ukur absorbansi pada panjang gelombang 595 nm atau 615 nm menggunakan spektrofotometer, dengan WFI sebagai
blanko. Pastikan kuvet dibilas dengan methanol sebelum pengukuran. Lakukan pengukuran tiga kali untuk setiap
konsentrasi dan catat hasil rata-rata absorbansi. Plot kurva standar dengan sumbu x sebagai konsentrasi dan sumbu y
sebagai absorbansi rata-rata.

HASIL

Uji kuantitatif DNA dilakukan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm untuk
menentukan konsentrasi dan kemurnian. Metode ini mengukur absorbansi pada rentang 0.1-1.0, dengan panjang
gelombang 260 nm yang digunakan karena basa nitrogen DNA mencapai absorbansi maksimal, dimana satu unit
absorbansi setara dengan 50 pg/ml DNA. Rasio absorbansi 260/280 nm menjadi indikator kemurnian DNA, dengan DNA
murni memiliki rasio antara 1.7-1.9. Nilai di bawah rentang ini menandakan kontaminasi protein, sedangkan nilai di atas
rentang dapat mengindikasikan kontaminasi RNA atau degradasi DNA. Hasil penelitian menunjukkan hasil DNA daun
jeruk lemon yang tidak murni, karena hasil kemurnian DNA pada sampel 1 = 2,6382 dan hasil kemurnian DNA pada
sampel 2 = 3,03372. Analisis spektrofotometri pada sampel DNA daun jeruk lemon menunjukkan hasil yang tidak sesuai
dengan profil DNA murni (Nath et al., 2022).

Tabel 1. Hasil Pengukuran Kemurnian DNA:

Sampel 1 Sampel 2
e  Absorbansi A260 = e Absorbansi A260 = 0,195965
0,410314 e Absorbansi A280 =
e  Absorbansi A280 = 0,0645954
0,155527 e Rasio A260/280 = 3,03372

e Rasio A260/280 = 2,6382

Hasil penelitian
Tidak terlihat pita pada gel tray

Gambar 1. Hasil Elektroforesis

Tabel 2. Hasil Penentuan Konsentrasi Protein

Nilai Absorbansi Nilai Konsentrasi Protein
e Sampel 1=2.0375 e Sampel 1 : 495,1379 ng/mcg
e  Sampel 2 =2,0379 Sampel 2 : 495,2795 ng/mcg

e  Sampel 3 =2,0472 Sampel 3 : 498,4828 ng/mcg
Rata-rata : 496,2989 ng/mcg
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Gambar 2. Kurva konsentrasi protein vs absorbansi sampel

PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan memahami proses isolasi DNA dari daun jeruk lemon (Citrus limon L.) serta pengukuran
kemurnian dan konsentrasinya. Prinsip isolasi melibatkan penghancuran dinding sel, membran, dan inti untuk melepaskan
DNA, diikuti pengendapan dan pembersihan dari kontaminan seperti protein, polisakarida, dan lipid (Ahmed & Ibrahim,
2020). Nitrogen cair ditambahkan sebelum ekstraksi untuk mencegah degradasi DNA dengan menghentikan aktivitas
DNase dan membekukan jaringan secara instan (Nath et al., 2022). Proses ini memudahkan penghancuran dinding sel
yang rapuh akibat pembekuan dan meningkatkan akses buffer ke DNA (Nath et al., 2022). Dengan langkah ini, efisiensi
ekstraksi DNA dari jaringan tanaman yang kaya selulosa dapat ditingkatkan (Ahmed & Ibrahim, 2020; Nath et al., 2022).
Proses penyiapan buffer ekstraksi (Tris HCI 200 mM, EDTA 25 mM, NaCl 200 mM, SDS 0,5%) dilakukan dengan
pemanasan pada suhu 60°C untuk meningkatkan efektivitas buffer. Pemanasan membantu melarutkan dan mengaktifkan
SDS, yang mempermudah penghancuran membran sel serta pelepasan DNA atau RNA. Suhu ini juga mendukung
penguraian membran lipid dan organel, seperti inti dan mitokondria, serta mengurangi aktivitas enzim perusak, seperti
RNase, yang dapat mendegradasi RNA. Kondisi ini sangat penting terutama untuk jaringan tumbuhan dengan membran
tebal, memastikan kualitas DNA atau RNA yang lebih baik (Nath et al., 2022).

Penambahan campuran kloroform:isoamyl alkohol (24:1) pada supernatan bertujuan memurnikan DNA dengan
menghilangkan protein dan kontaminan lainnya. Kloroform akan mengendapkan protein dan lipid, sedangkan isoamyl
alkohol akan menstabilkan campuran dan mencegah pembentukan buih yang mengganggu. Sentrifugasi yang dilakukan
selama 10 menit untuk memisahkan fase organik (lapisan bawah) yang mengandung kontaminan dan fase air (lapisan
atas) yang mengandung DNA murni, yang kemudian diambil untuk proses lebih lanjut dan menghasilkan DNA dengan
kemurnian tinggi (Park et al., 2018). Dilanjutkan dengan penambahan isopropanol pada fase air yang bertujuan untuk
mengendapkan DNA (Triani, 2020). Pencucian DNA dengan menambahkan etanol 70% ke pelet DNA adalah langkah
penting untuk membersihkan DNA dari kontaminan. Supernatan yang berisi kontaminan dibuang, meninggalkan pelet
DNA yang bersih sehingga meningkatkan kualitas DNA (Triani, 2020). Pengeringan pelet DNA dalam Laminar Air Flow
(LAF) selama 25 menit dilakukan untuk menguapkan sisa etanol setelah pencucian, sehingga tidak mengganggu kualitas
atau konsentrasi DNA saat dilarutkan kembali (Triani, 2020). Setelah pengeringan, pelet DNA ditambahkan buffer TE
(Tris HCI-EDTA) untuk melindungi integritasnya (Nath et al., 2022). DNA disimpan dalam larutan pada suhu -20°C
untuk mencegah kerusakan fisik dan degradasi oleh enzim DNase, karena suhu rendah memperlambat aktivitas biokimia
(Nath et al., 2022).

Uji kuantitatif DNA dilakukan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm untuk
menentukan konsentrasi dan kemurnian. Metode ini mengukur absorbansi pada rentang 0.1-1.0, dengan panjang
gelombang 260 nm yang digunakan karena basa nitrogen DNA mencapai absorbansi maksimal, dimana satu unit
absorbansi setara dengan 50 pg/ml DNA. Rasio absorbansi 260/280 nm menjadi indikator kemurnian DNA, dengan DNA
murni memiliki rasio antara 1.7-1.9. Nilai di bawah rentang ini menandakan kontaminasi protein, sedangkan nilai di atas
rentang dapat mengindikasikan kontaminasi RNA atau degradasi DNA. Hasil penelitian menunjukkan hasil DNA daun
jeruk lemon yang tidak murni, karena hasil kemurnian DNA pada sampel 1 = 2,6382 dan hasil kemurnian DNA pada
sampel 2 = 3,03372. Analisis spektrofotometri pada sampel DNA daun jeruk lemon menunjukkan hasil yang tidak sesuai
dengan profil DNA murni (Nath et al., 2022).

Pada sampel 1, nilai absorbansi pada 2260 adalah 0,410314 dan pada A280 adalah 0,155527, menghasilkan rasio 2,6382.
Sedangkan pada sampel 2, absorbansi di 2260 adalah 0,195965 dan di A280 adalah 0,0645954, menghasilkan rasio
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3,03372. Kedua rasio ini jauh melebihi rentang standar untuk DNA murni (1,7-1,9), menunjukkan bahwa proses
pemurnian DNA, terutama tahap penghilangan RNA, belum berjalan dengan baik. Nilai DNA yang tidak murni ini
(2,6382 dan 3,03372 > 1.9) mengindikasikan kemungkinan adanya kontaminasi RNA dan/atau degradasi DNA. Beberapa
faktor yang dapat menyebabkan hal ini yaitu ketidaksempurnaan dalam proses pemisahan RNA selama ekstraksi, dimana
RNA ikut terekstrak bersama DNA. Faktor lain meliputi proses penanganan sampel yang kurang tepat seperti
pengambilan supernatan yang tidak tepat sehingga kontaminan RNA ikut terambil, selain itu pada saat pengambilan fase
air yang terlalu dekat dengan interfase selama pemisahan dengan kloroform dapat menyebabkan RNA ikut terbawa,
dimana fase organiknya sempat ikut terbawa dan membuat fase air bercampur sedikit dengan fase organik, sehingga
larutan DNA mungkin terkontaminasi. Kondisi penyimpanan yang kurang tepat sebelum proses ekstraksi yang dapat
menyebabkan degradasi parsial asam nukleat dan mempengaruhi rasio absorbansi (Retnaningati, 2020).

Proses berikutnya melibatkan proses PCR (Polymerase Chain Reaction) yang merupakan metode untuk menyalin dan
memperbanyak DNA secara in vitro melalui serangkaian siklus tertentu. Proses PCR menggunakan Thermal cycler
yang merupakan alat pengontrol suhu dengan presisi untuk mendukung 3 tahap utama PCR, yaitu denaturasi (94-98°C)
di mana DNA untai ganda dipisahkan menjadi untai tunggal, annealing (45-60°C) di mana primer berikatan dengan
DNA target, dan elongasi (68-72°C) di mana DNA polymerase mensintesis untai DNA baru dengan menambahkan
nukleotida ke ujung primer. Siklus ini diulang sebanyak 30 kali, menghasilkan peningkatan eksponensial dari jumlah
DNA target. Proses PCR diakhiri dengan tahap ekstensi akhir pada suhu 72°C untuk memastikan semua produk DNA
telah diamplifikasi dengan baik. Komponen DNA terdiri dari template DNA, dNTP, primer forward, primer reverse, taq
polimerase dan buffer (Pertiwi, 2015).

DNA template adalah molekul DNA awal yang akan digandakan sebagai cetakan untuk replikasi DNA selama PCR,
dan DNA ini adalah cetakan untuk sintesis DNA baru. Primer adalah fragmen DNA pendek yang dirancang khusus untuk
menempel pada urutan tertentu pada template DNA . Fungsi primer forward adalah untuk memberi polimer enzimase
titik awal untuk memulai sintesis DNA, dan primer reverse digunakan untuk mengikat ke ujung 5' untai template DNA,
menentukan awal amplifikasi maju. Untuk menentukan akhir amplifikasi pada arah mundur, primer mengikat terbalik
hingga ke ujung 3' membuka template DNA. dNTP atau deoksi nukleotida trifosfat, merupakan bahan baku sintetis
DNA yang terdiri dari empat jenis nukleotida : dATP, TTP, dCTP, dan 2GTP. Taq polimerase, enzim DNA polimerase
tahan panas yang berasal dari bakteri Thermus Aquaticus, menggunakan komponen inti untuk membuat untaian DNA
baru berdasarkan cetakan DNA template. Selain itu, terdapat buffer PCR sebagai larutan penyangga yang mengandung
ion-ion esensial (Mg2+) untuk menciptakan kondisi terbaik untuk aktivitas Taq Polimerase (Kumar & Bansal, 2014).

Prinsip agarose gel elektroforesis yaitu ketika arus listrik diterapkan, DNA bermuatan negatif bergerak menuju
elektroda positif melalui gel. Fragmen DNA yang lebih kecil bergerak lebih cepat karena dapat melewati pori-pori gel
dengan lebih mudah, sementara fragmen yang lebih besar bergerak lebih lambat. Variabel seperti konsentrasi gel, ukuran
DNA, dan tegangan listrik memengaruhi kecepatan migrasi DNA. Untuk visualisasi, gel diwarnai dengan EtBr (Etidium
Bromide) yang berfungsi sebagai pewarna interkalasi DNA yang memungkinkan fragmen DNA dilihat di bawah sinar
UV. Agarosa merupakan polisakarida alami, digunakan sebagai matriks gel untuk membedakan fragmen DNA
berdasarkan ukuran melalui elektroforesis (Kumar & Bansal, 2014). Selain itu terdapat marker DNA yang merupakan
sepotong DNA dengan ukuran yang sudah diketahui dengan pasti, yang berfungsi sebagai acuan untuk menentukan
ukuran DNA hasil penggandaan. Saat melakukan elektroforesis, marker ini digunakan untuk menandai letak pasangan
basa pada DNA yang bergerak ketika dijalankan bersamaan dengan sampel DNA. Pola tersebut kemudian dibandingkan
dengan fragmen DNA sampel untuk mengukur panjangnya, biasanya diungkapkan dalam pasangan basa (bp). Marker
DNA digunakan karena fragmen DNA yang diamati umumnya memiliki rentang ukuran antara 110 hingga 20.000 bp
(Chen et al., 2019).

Secara teori, letak DNA dari daun jeruk lemon pada gel elektroforesis agarosa akan tergantung pada ukuran fragmen
DNA yang dihasilkan selama proses isolasi. Jika isolasi menghasilkan DNA genom utuh, maka DNA tersebut akan
terlihat sebagai pita di bagian bawah gel, karena DNA genom memiliki ukuran yang besar dan pergerakannya lambat.
Namun, jika DNA telah mengalami fragmentasi, misalnya melalui penggunaan enzim restriksi atau PCR, posisi pita
akan tergantung pada ukuran fragmen yang dihasilkan. Fragmen DNA yang lebih kecil (100-1000 bp) akan bergerak
lebih jauh ke arah bawah gel dibandingkan dengan fragmen yang lebih besar. Untuk mengidentifikasi posisi pita DNA
sampel dibandingkan dengan DNA ladder, ukuran fragmen DNA dari daun jeruk lemon dapat ditentukan. Biasanya, gel
agarosa dengan konsentrasi 1-2% digunakan untuk memisahkan DNA berukuran 100-3000 bp, sedangkan untuk fragmen
yang lebih besar, konsentrasi gel yang lebih rendah (0.7-1%) lebih sesuai (Chen et al., 2019).

Hasil penelitian tidak menunjukkan adanya pita DNA yang terlihat, sehingga hasilnya tidak sesuai dengan teori yang

ada. Primer TAAIS seharusnya mengamplifikasi fragmen DNA dengan ukuran 167, 183, 192, 200, 229, 325, 350, 500,

700, dan 800 basis dari jeruk lemon, dengan deteksi pada ukuran 49 bp. Hasil elektroforesis pada gel agarosa yang

menunjukkan pita DNA kurang jelas atau tidak terlihat mengakibatkan tidak dapatnya mengukur ukuran fragmen DNA.

Hanya DNA ladder yang terlihat, karena ladder tersebut mengandung fragmen DNA dengan ukuran dan konsentrasi yang
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dioptimalkan untuk divisualisasikan dengan jelas di gel. Beberapa faktor yang mungkin menyebabkan ketidakberhasilan
ini, antara lain proses isolasi DNA yang tidak dilakukan dengan benar, kegagalan pada tahap PCR, keterbatasan fasilitas,
atau adanya kontaminasi pada sampel DNA, penggunaan DNA template yang tidak murni, kurangnya ketelitian pada
prosedur, atau hancurnya DNA selama isolasi (Gao et al., 2018).

Dalam proses isolasi protein dari daun jeruk lemon, beberapa komponen penting ditambahkan untuk mengoptimalkan
hasil dan kualitas protein yang diperoleh. Penambahan 10% PVP (Polyvinylpyrrolidone) berperan penting dalam
mengikat dan menghilangkan senyawa fenolik yang dapat mengganggu proses isolasi dengan membentuk kompleks
yang stabil, mencegah terjadinya pengendapan atau denaturasi protein. Buffer ekstraksi untuk mempertahankan pH
optimal dan untuk melindungi protein dari degradasi (Triani, 2020). Dalam proses purifikasi protein dilakukan dengan
menggunakan metode Salting Out. Metode salting out memiliki prinsip dengan memanfaatkan penurunan kelarutan
protein dalam air melalui penambahan garam konsentrasi tinggi. Prinsip ini bekerja dengan mengurangi hidrasi protein
sehingga protein mengendap dari larutan, menjadikannya metode yang efektif untuk pemisahan protein dalam larutan
kompleks. Garam yang digunakan yaitu amonium sulfat (NH).SO4) dengan perbandingan 1:1 yang memfasilitasi proses
salting out melalui peningkatan kekuatan ionik larutan, yang mengakibatkan protein target dapat dipisahkan tanpa
kehilangan aktivitas atau mengalami kerusakan struktural (Oktaviana et al., 2023).

Dalam proses penentuan konsentrasi protein, menggunakan metode Bradford yang memanfaatkan reaksi antara pewarna
tersebut dengan residu asam amino bermuatan negatif, di mana perubahan warna ini diukur pada panjang gelombang
595 nm karena pada panjang gelombang ini terbentuk kompleks protein-pewarna yang menunjukkan puncak serapan
maksimum pada titik tersebut. Reagen Bradford mengandung pewarna Coomassie Brilliant Blue G-250 yang harus
digunakan dalam kondisi gelap untuk menghindari degradasi atau perubahan kimia akibat paparan cahaya. Pewarna ini
mengalami perubahan warna dari merah kecokelatan menjadi biru saat berikatan dengan protein, yang memungkinkan
pengukuran konsentrasi protein secara kuantitatif (Triani, 2020). Bovine Serum Albumin (BSA) berperan penting sebagai
standar protein dalam pengukuran konsentrasi protein secara kuantitatif, khususnya dalam metode Bradford, karena
sifatnya yang stabil dan konsisten dalam memberikan respon warna dengan reagen tertentu. Sementara itu, terdapat Water
For Injection (WFI) digunakan sebagai pelarut murni bebas kontaminan yang sangat penting untuk melarutkan berbagai
bahan seperti protein, garam, atau buffer, serta untuk mencuci endapan protein selama proses purifikasi, sehingga
menjamin kualitas hasil isolasi yang optimal (Balkani et al., 2016).

Dari hasil penelitian diperoleh persamaan kurva baku yaitu y = 0,0089x + 0,6016 dengan nilai Rz = 0,9489 yang
menunjukkan linearitas cukup baik karena nila R mendekati nilai 1, meskipun nilai ideal R? untuk kurva standar protein
adalah >0,98. Nilai absorbansi sampel diperoleh (S1=2,0375 ; S2=2,0379 ; S3=2,0472) yang berada di luar rentang
absorbansi optimal pada umumnya yaitu antara 0,2-0,8. Nilai absorbansi yang terlalu tinggi ini menunjukkan bahwa
konsentrasi protein dalam sampel terlalu pekat dan berada di luar rentang linear kurava standar, sehingga akan
mempengaruhi ketidakakuratan perhitungan konsentrasi protein. Hasil perhitungan konsentrasi diperoleh (S1=495,1379
ng/mcg ; S2=495,2759 ng/mcg ; S3=498,4828 ng/mcg) dengan rata-rata sebesar 496,2989 ng/mcg. Hasil ini menunjukkan
bahwa konsentrasi protein dalam sampel daun jeruk lemon cukup tinggi. Nilai konsentrasi yang cukup tinggi ini mungkin
dipengaruhi oleh beberapa hal, yaitu absorbansi sampel yang terlalu tinggi, adanya intervensi dari senyawa fenolik atau
metabolit sekunder dari daun jeruk, kemungkinan terjadinya degradasi reagen bradford dan tidak dilakukan pengenceran
sampel untuk menurunkan tingkat kepekatan sampel (Ahmed & Khumar, 2019).

KESIMPULAN DAN SARAN

Penelitian ini berhasil melakukan isolasi DNA dan protein dari daun jeruk lemon (Citrus limon L.), meskipun hasil yang
diperoleh belum optimal. Proses isolasi DNA menghasilkan rasio kemurnian yang di luar rentang ideal (1,7-1,9), yaitu
yaitu 2,6382 dan 3,03372 yang menunjukkan adanya kontaminasi RNA atau degradasi DNA. Ketidakberhasilan juga
ditemukan pada hasil elektroforesis, di mana pita DNA tidak terlihat, yang kemungkinan disebabkan oleh
ketidaksempurnaan dalam prosedur isolasi, PCR, atau adanya kontaminasi. Isolasi protein menggunakan metode salting
out menghasilkan konsentrasi protein yang tinggi dengan rata-rata konsentrasi sebesar 496,2989 ng/mcg. Faktor yang
dapat menyebabkan hal ini seperti adanya senyawa fenolik, metabolit sekunder, atau kurangnya pengontrolan kualitas
reagen.Saran untuk penelitian ini yaitu untuk mengoptimalkan prosedur isolasi DNA, lakukan langkah tambahan seperti
penambahan Rnase untuk menghilangkan RNA yang masih ada dalam sampel dan tingkatkan ketelitian dalam proses
pemisahan fase menggunakan kloroform untuk meminimalkan kontaminasi. Pada validasi hasil PCR, disarankan untuk
menggunakan primer dengan efisiensi tinggi yang dirancang secara spesifik untuk target DNA dan pastikan DNA
template memiliki tingkat kemurnian dan konsentrasi yang sesuai sebelum dilakukan amplifikasi. Dalam pengujian
protein, lakukan pengenceran sampel sebelum pengukuran konsentrasi guna memastikan nilai absorbansi berada dalam
rentang linearitas metode Bradford dan pastikan pula reagen seperti Bradford dan BSA disimpan dalam kondisi optimal
agar tidak mengalami degradasi. Untuk meningkatkan metodologi penelitian, gunakan protokol khusus yang sesuai
dengan karakteristik jaringan tumbuhan kaya fenol sehingga kualitas isolasi dapat ditingkatkan.
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