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MOTTO 

“Don't follow where the road will lead.... "Only education can save the future, 

without education Indonesia would not be able to survive." 

“Jangan pergi mengikuti kemana jalan akan berujung..."Hanya pendidikan yang 

bisa menyelamatkan masa depan, tanpa pendidikan indonesia tak mungkin 

bertahan." 
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ABSTRAK 

Lestari, Putri*, Hidayati, Sholihatil **, Purwanti, Aliyah ***. 2023. Pengaruh 

Suhu Penyimpanan Terhadap Kadar Dan Kemurnian DNA Daun Kelor 

(Moringa oleifera Lam.) Menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification 

KIT.  Skripsi. Program Studi Sarjana Farmasi Universitas dr. Soebandi. 

 

Daun kelor memiliki potensi terhadap pengembangan obat. Daun kelor  

memiliki banyak kandungan seperti protein, serat, lemak, karbohidrat, mineral, 

kalsium, magnesium, fosfat, besi, sulfur, asam oksalat, vitamin A, kolin, thiamine, 

riboflavin, vitamin (B3, C dan E). DNA merupakan zat yang mengandung genetik 

untuk membuat protein atau informasi genetik yang dapat diturunkan dari satu 

generasi ke generasi lainnya. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh 

suhu penyimpanan sampel terhadap kadar dan kemurnian hasil isolasi DNA daun 

kelor dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification KIT. Metode 

penelitian ini eksperimental laboratorium. Kadar dan kemurnian hasil isolasi DNA 

daun kelor diuji menggunakan spektrofotometri UV-Vis metode Kit untuk isolasi 

DNA. Variasi suhu penyimpanan sampel yang dipilih yaitu -20ºC, 3ºC, 10ºC dan 

menggunakan kulkas. Analisis data pada penelitian ini menggunakan metode uji 

one way ANOVA. Hasil pengukuran kadar dan kemurnian isolasi DNA daun kelor 

diperoleh pada suhu -20ºC yaitu 191,477±50,702 ng/µL dan 1,9334±0,087, pada 

suhu 3ºC yaitu 109,538±29,505 ng/µL dan 1,9108±0,200, sedangkan pada suhu 

10ºC yaitu 165,737±20,446 ng/µL dan 2,153±0,062. Suhu optimum isolasi DNA 

daun kelor (Moringa oleifera) yang diperoleh yaitu suhu -20ºC dengan hasil kadar 

DNA sebesar 191,477±50,702 ng/µL, dan hasil kemurnian DNA sebesar 

1,9334±0,087. 

 

 

Kata kunci: DNA, Kelor, Suhu, KIT  

* Peneliti 

** Pembimbing Utama  

*** Pembimbing Anggota 
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ABSTRACT 

Lestari, Putri*, Hidayati, Sholihatil**, Purwanti, Aliyah***. 2023. The Effect of 

Storage Temperature on Levels and DNA Purity of Moringa Leaves 

(Moringa oleifera Lam.) Using the Wizard® Genomic DNA Purification KIT. 

Thesis. University of Pharmacy Undergraduate Study Program, dr. Soebandi. 

 

Moringa leaves have potential for drug development. Moringa leaves 

contain many ingredients such as protein, fiber, fat, carbohydrates, minerals, 

calcium, magnesium, phosphate, iron, sulfur, oxalic acid, vitamin A, choline, 

thiamine, riboflavin, vitamins (B3, C and E). DNA is a substance that contains 

genetics to make proteins or genetic information that can be passed down from 

one generation to another. The aim of this research was to determine the effect of 

sample storage temperature on the content and purity of Moringa leaf DNA 

isolation results using the Wizard® Genomic DNA Purification KIT. This 

research method is laboratory experimental. The content and purity of the 

Moringa leaf DNA isolation results were tested using the UV-Vis 

spectrophotometry Kit method for DNA isolation. The variations in sample 

storage temperature chosen were -20ºC, 3ºC, 10ºC and using a refrigerator. Data 

analysis in this study used the one way ANOVA test method. The results of 

measuring the content and purity of Moringa leaf DNA isolation were obtained at 

a temperature of -20ºC, namely 191.477 ± 50.702 ng/µL and 1.9334 ± 0.087, at a 

temperature of 3ºC, namely 109.538 ± 29.505 ng/µL and 1.9108 ± 0.200, while at 

a temperature of 10ºC, namely 165.737±20.446 ng/µL and 2.153±0.062. The 

optimum temperature for DNA isolation of Moringa oleifera leaves obtained was 

-20ºC with DNA content results of 191.477 ± 50.702 ng/µL, and DNA purity 

results of 1.9334 ± 0.087. 

 

 

Keywords: DNA, Moringa, Temperature, KIT  
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia dikenal sebagai salah satu negara dengan keanekaragaman sumber 

daya alam hayati yang besar serta mempunyai potensi dengan pengembangan 

tanaman obat dalam bidang kesehatan. Salah satu pemanfaatan tanaman obat yang 

bisa digunakan masyarakat sebagai ramuan tradisional adalah daun kelor 

(Moringa oleifera Lam.). Tanaman daun kelor merupakan tanaman dengan bentuk 

daun yang kecil dengan warna hijau yang berasal dari lereng Gunung Himalaya 

atau India Utara, kemudian keberadaannya tumbuh menyebar ke Benua Afrika, 

negara-negara dengan cuaca tropis dan sub tropis seperti Indonesia. Budidaya 

tanaman ini di Indonesia banyak tersebar di daerah Nusa Tenggara Timur dengan 

ketinggian wilayah 700 mdpl serta ciri fisik ketinggian tanaman daun kelor 

berkisar antara 7-11 meter (Ballo dan Nge, 2020).  

Tanaman daun kelor mampu bertahan pada musim kemarau dengan toleransi 

waktu selama ± 6 bulan. Daun kelor juga memiliki banyak kandungan seperti 

protein, serat, lemak, karbohidrat, mineral, kalsium, magnesium, fosfat, besi, 

sulfur, asam oksalat, vitamin A, vitamin B (kolin), vitamin B1 (thiamine), vitamin 

B2 (riboflavin), vitamin B3, vitamin C dan vitamin E. Organel sel tumbuhan 

mempunyai pembuluh yang didalamnya mengandung DNA berupa nukleus, 

mitokondria dan kloroplas. tanaman kelor (Moringa oleifera Lam.) merupakan 

senyawa biologis seperti anti atherosklerotik, hepatoproptektif, anti peroksidatif, 

antiproliferasi, pelindung rusaknya DNA karena agen pengoksidasi, 
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kardioprotektif juga beragam kegunaan medis seperti inhibitor alfa glukosidase 

(Ilsan dkk., 2018). 

Marhaeni (2021) memaparkan bahwa tanaman daun kelor memiliki manfaat 

yang banyak digunakan oleh masyarakat untuk bahan masakan dalam sehari- hari, 

selain itu daun kelor juga bisa digunakan sebagai kesehatan seperti mencegah 

diabetes, mengurangi peradangan, menurunkan kolesterol, melindungi dari 

keracunan arsenik, melawan radikal bebas, tinggi nutrisi, menjaga kesehatan 

prostat, menurunkan berat badan, dan menurunkan kadar asam urat. 

Dalam bidang bioteknologi tanaman daun kelor ini, lebih ke pengembangan 

ilmu untuk pengembangan obat. Dalam teknik analisis molekuler isolasi DNA 

merupakan Langkah pertama yang harus diselesaikan sebelum melanjutkan ke 

Langkah berikutnya yaitu isolasi DNA genom. Prinsip isolasi DNA yang 

memperoleh DNA murni yang tidak tercampur dengan komponen sel, seperti 

protein. DNA memberikan peluang untuk mengembangkan dan mengkarakterisasi 

genetika varietas tanaman. Pendekatan genetik molekuler dengan menggunakan 

penanda DNA telah berhasil mengembangkan kemampuanya mendeteksi gen dan 

sifat tertentu untuk menilai keanekaragaman dan evolusi pada tingkat genetik 

(Hapsari, 2012).  

Isolasi DNA adalah pemisahan molekul DNA dari komponen sel. Isolasi 

DNA ada dua prinsip yaitu, sentrifugasi dan pengendapan. Gaya sentrifugasi dan 

perbedaan berat molekul adalah cara kerjanya sentrifugasi, sedangkan 

pengendapan DNA dipisahkan dari zat lain di dalam sel menjadi prinsip kerja dari 
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presipitasi. Tahapan isolasi secara umum yaitu sentrifugasi, inkubasi dan 

presipitasi (Oktavia et al., 2021).  

Proses isolasi DNA diawali dengan penghancuran dinding dan membran sel. 

Tujuanya yaitu untuk mengeluarkan DNA dari sel. Penghancuran dinding sel 

dapat dilakukan secara kimiawi maupun mekanik. Cara mekanik bisa di lakukan 

dengan cara di blender atau penggerusan menggunakan mortir, sedangkan secara 

kimiawi dapat dilakukan dengan menambahkan bahan- bahan yang dapat merusak 

membrane sel dan nukleus, salah satunya deterjen. Dimungkinkan untuk 

menambahkan deterjen ke pemisahan DNA, karena deterjen ini tidak hanya dapat 

melisiskan membrane sel, tetapi juga mengurangi aktivitas nukleus yang 

merupakan enzim pendegrasi DNA (Wahyuni, 2011).  

Isolasi DNA tumbuhan umumnya merekomendasikan menggunakan nitrogen 

cair selama penggilingan sampel jaringan tanaman. Nitrogen cair berfungsi 

membekukan jaringan sehingga lebih mudah untuk melakukan pelisisan sel secara 

mekanik, yaitu melalui penggerusan. Namun demikian, harga nitrogen cair sangat 

mahal dan membutuhkan ruang pendingin dan tangki penyimpanan khusus 

sehingga nitrogen cair jarang digunakan di negara berkembang. Nitrogen cair 

memiliki keterbatasan yaitu mudah meledak, resiko tinggi, Sehingga sebagai 

pengganti nitrogen cair sampel disimpan di freezer dengan variasi suhu yang telah 

ditentukan (Retnaningati, 2021). Pemilihan pada suhu -20 ºC, 3 ºC dan 10 ºC 

sering digunakan dilaboratorium dimana perbedaan suhu akan ada pengaruh 

dengan adanya kadar dan kemurnian DNA, Karena kadar dan kemurnian DNA 



4 
 

 

 

sangat penting untuk penelitian selanjutnya. Dalam bidang molekuler DNA, jika 

disimpan di suhu 10 ºC (Sinaga, 2017).  

Keberadaan DNA dalam suatu organisme dapat ditentukan dengan dua cara, 

yaitu kadar dengan spektrofotometri dan kemurniannya dengan 

spektrofotometri. Uji kandungan DNA adalah analisis dengan pengujian 

kualitatif untuk mengetahui kandungan atau kemurnian DNA yang terkandung 

dalam larutan sampel atau komposisi bahan yang diketahui mengandung DNA 

plasmid (Dewanata, 2021). 

Pada penelitian ini menggunakan metode KIT ekstraksi DNA (wizard 

genomic DNA purification kit). Metode ini merupakan metode yang dikeluarkan 

oleh promega corporation dan teruji hasilnya. Metode KIT banyak digunakan 

karena kelebihannya yang relatif lebih cepat dan mudah dalam proses 

pengaplikasian dan pengerjaannya karena dalam bentuk KIT komersial (Faradisa 

dkk., 2021). Cara kerja metode KIT cenderung lebih efektif jika dilihat dari 

perolehan nilai hasil kemurnian isolasi DNA (Rahmadani & Fitmawati, 2022). Kit 

terdiri dari beberapa reagen yang berfungsi memisahkan komponen sel dalam 

jaringan tumbuhan (Octavia, 2021). Optimasi dalam prosedur dapat dilakukan 

terhadap suhu dan lama inkubasi yang dapat digunakan dalam proses ekstraksi 

DNA (Retnaningati, 2021). 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu penyimpanan 

terhadap kadar dan kemurnian hasil isolasi DNA daun kelor (Moringa oleifera 

Lam.) dengan menggunakan Wizard® genomic DNA Purification KIT pada suhu 

penyimpanan sampel.  
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1.2 Rumusan Masalah 

1.) Bagaimana kadar dan kemurnian hasil isolasi DNA daun kelor (Moringa 

oleifera Lam.) menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification KIT 

dengan pengaruh suhu penyimpanan sampel? 

2.) Berapakah suhu optimum dalam isolasi DNA daun kelor (Moringa oleifera 

Lam.) dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification KIT? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu penyimpanan 

sampel terhadap kadar dan kemurnian hasil isolasi DNA daun kelor (Moringa 

oleifera Lam.) dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification KIT. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1) Mengidentifikasi pengaruh suhu penyimpanan sampel terhadap kadar DNA 

daun kelor (Moringa oleifera Lam.) yang diisolasi dengan menggunakan 

Wizard® Genomic DNA Purification KIT. 

2) Mengidentifikasi pengaruh suhu penyimpanan sampel DNA terhadap 

kemurnian daun kelor (Moringa oleifera Lam.) yang diisolasi menggunakan 

Wizard® Genomic DNA Purification KIT. 

3) Menganalisis  pengaruh suhu penyimpanan sampel terhadap kadar dan 

kemurnian DNA daun kelor (Moringa oleifera Lam.) dengan menggunakan 

Wizard® Genomic DNA Purification KIT. 



6 
 

 

 

4) Menganalisis suhu optimum penyimpanan sampel dalam isolasi DNA daun 

kelor (Moringa oleifera Lam.) dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA 

Purification KIT. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti 

      Dapat mengetahui pengaruh kadar dan kemurnian DNA pada daun kelor 

(Moringa oleifera Lam.) menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification 

KIT.  

1.4.2 Manfaat Bagi Penelitian Lain      

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar dan acuan dalam penelitian 

selanjutnya untuk pencarian kadar dan kemurnian DNA pada daun kelor (Moringa 

oleifera Lam.) menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification KIT yang 

sederhana dari bahan alam serta dapat digunakan untuk mendapatkan informasi 

dan refrensi.  

1.4.3 Manfaat Bagi Masyarakat        

Peneliti ini diharapkan dapat memberikan informasi serta pengetahuan 

untuk kemajuan dalam bidang kesehatan.  

1.4.4 Manfaat Bagi Institusi Pendidikan  

 Penelitian ini diharapkan dapat memberi kontribusi penambahan ilmu 

pengetahuan, khususnya di bidang kefarmasian terkait kadar dan kemurnian DNA 

pada daun kelor (Moringa oleifera Lam.) menggunakan Wizard® Genomic DNA 

Purification KIT, dapat menjadi bahan bacaan di perpustakaan, serta dapat 

menjadi refrensi bagi mahasiswa lain. 
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1.5 Keaslian Penelitian 

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian 

Nama Penulis 
Tahun 

Terbit 
Judul Penelitian Hasil Penelitian 

Septi Kurniama Sari, 

Muthia Naila Mazieda, 

Dwi Listyorini, dan 

Eko Sri Sulasmi 

(2014) Optimasi Teknik 

Isolasi Dan 

Purifikasi Dna Pada 

Daun Cabai Rawit 

(Capsicum 

Frutescens Cv. 

Cakra Hijau) 

Menggunakan 

Genomic Dna Mini 

Kit (Plant) Geneaid 

 

Metode : Mini Kit (Plant) Geneaid 

Sampel : Daun Cabai Rawit 

Hasil : Hasil penelitian 

menunjukkan Panjang gelombang 

yang digunakan untuk pengukuran 

konsentrasi menggunakan 

spektrofotometer adalah 260 nm 

untuk DNA dan 280 nm untuk 

protein. DNA dinyatakan murni 

jika punya nilai rasio OD260/280 

1,8-2,0 Rasio < 1,8 menunjukkan 

DNA terkontaminasi fenol atau 

protein hasil ekstraksi sedangkan 

rasio > 2,0. konsentrasi DNA yang 

semakin meningkat, yakni 69.9, 

113,4, dan 194,7 µL/mL. 

konsentrasi DNA tinggi diperoleh 

pada perlakuan inkubasi 60°C. 

Dewi Retnaningati 

 

(2020)  Optimasi Metode 

Ekstraksi DNA 

pada Melon 

(Cucumis melo L.) 

Berdasarkan Suhu, 

Lama Inkubasi, dan 

Kondisi Daun 

Optimation of DNA 

Extraction Method 

on Melon (Cucumis 

melo L.) Based on 

Temperature, 

Incubation Time 

and Condition of 

Leaf 

Metode : Ekstraksi  

Sampel : Melon  

Hasil : Hasil penelitian 

menunjukkan yang didinginkan 

terlebih dahulu pada suhu -20°C 

selama semalaman menghasilkan 

DNA dengan konsentrasi dan 

kemurnian yang lebih tinggi 

dibanding DNA hasil ekstraksi dari 

sampel daun segar. perlakuan 

inkubasi pada suhu 65°C selama 

20 menit menghasilkan konsentrasi 

DNA tertinggi yaitu 2707.6 ng/μL, 

sementara perlakuan inkubasi suhu 

70°C selama 10 menit 

menghasilkan DNA dengan 

kemurnian paling tinggi yaitu 1.94. 

dari bahan daun dingin. 

(Nurul Iqsan Oktavia 

Pangesti1, Awalul 

Fatiqin1, Pratiwi 

Erika) 

 

(2020)  Perbandingan 

Antara Kualitas 

DNA Daun 

Menggunakan 

Metode KIT 

(Promega) dan 

Metode Manual 

 

 

Metode : KIT (Promega) dan 

manual.  

Sampel : Daun Sawit 

Hasil : Hasil penelitian 

menunjukkan Pada metode manual 

dengan Panjang gelombang 

λ260/280 tidak menunjukkan nilai 

kemurnian, 1,8 – 2,0. Nilai 

kemurnian DNA tertinggi yaitu 

1,615 pada sampel d1 dan nilai 

kemurnian DNA terendah yaitu 

0,707 pada sampel d14. 

Devi Octavia, Arnia 

Sari Mukaromah, Irfan 

(2021) Isolasi DNA 

Tumbuhan Hasil 

 Metode : KIT.  

Sampel : Tumbuhan  
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Martiansyah, Mimin, S 

Ma’mun, Herman 

Rukmanto 

Eksplorasi Di 

Nusakambangan 

Dengan Metode 

KIT Di 

Laboratorium 

Treub, Kebun Raya 

Bogor. 

 

Hasil : Hasil penelitian 

menunjukkan Jumlah sampel yang 

berhasil diekstraksi DNA nya 

adalah sebanyak 13 sampel dari 

total seluruh sampel 32 sampel. 

Kemurnian DNA dapat dilakukan 

dengan spektrofotometer nanodrop 

2000 (Thermo Fisher Scientific, 

AS). Konsentrasi DNA diharapkan 

akan memperoleh nilai DNA 100-

250ng mL-1 dengan kemurnian 

antara 1,8-2,0 pada rasio 

A260/280. 

(Emilia & Anhar, 

2021) 

(2021) Optimalisasi 

Metode Ekstraksi 

DNA Daun, Kulit 

Kayu Dan Kayu 

Pinus Merkusii 

Jungh. Et De Vriese 

 Metode : ekstraksi CTAB 

Sampel : Daun Kulit Kayu  

Hasil : Memperoleh hasil 

kemurnian DNA yang lebih bagus 

baik pada uji kuantitas maupun uji 

kualitas. Semua metode 

memperoleh nilai optical density 

ratios di luar rentang kemurnian 

(λ260/280= 1.8 – 2.0 ng/µL dan 

λ260/230= 2.0 ng/µL) pada sampel 

kayu, kulit kayu dan sampel daun 

khusus metode DNeasy Plant Mini 

Kit dan memperoleh nilai optical 

density ratios mencapai 1.8-2.0 

ng/µl pada sampel daun dari 

metode CTAB dan metode CTAB 

dengan mercaptoethanol. CTAB 

tidak menunjukkan kemunculan 

pita DNA sedangkan metode 

DNeasy Plant Mini Kit 

menunjukkan pita DNA. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Kelor  

Tanaman kelor memiliki sistematika tanaman seperti, nama daerah, morfologi 

tanaman, kandungan senyawa kimia, dan khasiat tanaman.  

2.1.1 Klasifikasi Tanaman Kelor  

Menurut Isnan, (2017) Klasifikasi tanaman kelor (Moringa oleifera Lam.) 

terdiri atas sebagai berikut:  

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Sub divisi : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledone 

Sub Kelas : Dialypetalae 

Ordo  : Rhocadales (Brassicales) 

Famili  : Moringaceae 

Genus  : Moringa 

Spesies  : Moringa oleifera  

2.1.2 Nama Daerah Tanaman Kelor 

Tanaman kelor dikenal di kalangan daerah di indonesia dengan berbagai 

nama yang berbeda – beda di setiap wilayah, seperti kelor (Jawa, Sunda, Bali, 

Lampung), moronggih (Madura), keloro (Bugis), ongge (Bima), murong atau 

barunggai (Sumatera), hau fo (Timur) dan moltong (Flores) (Marhaeni 2021). 
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2.1.3 Morfologi Tanaman Kelor  

1) Tanaman kelor  

Gambar 2.1 Tanaman Kelor (Dokumen Pribadi) 

 

Daun kelor memiliki daun yang berbentuk majemuk menyirip ganda 2-3 

tempanya tersebar, tanpa daun penumpu, atau daun penumpu mengalami 

metamorfosis berupa kelenjar-kelenjar pada pangkal tangkai daun. Hijau muda 

saat sudah dewasa,bentuk helai daun bulat telur dan memiliki Panjang 1-2 cm, 

lebar 1-2 cm, lunak. Daun kelor muda yang dipetik dari pohon yang kurang lebih 

dari tangkai daun pertama dibawah pucuk hingga sampai tangkai daun ketujuh 

yang masih hijau.  

Daun muda umumnya memiliki kandungan vitamin dan enzim yang tinggi 

karena diperlukan dalam proses pertumbuhan, dan perkembangan dan pembelahan 

sel- sel pada daun. Daun kelor muda juga bisa mengobati penyakit seperti asam 

urat. Tamanan daun kelor di Jawa Timur mempunyai morfologi daun berwarna 

hijau yang tidak lengkap dengan tangkai daun serta helaian daun, daging daun 

cenderung tipis, batang tangkai daun tebal pada pangkal dan ujung pangkal, 

mempunyai bentuk daun bulat dengan unjung tumpul serta tepi daun rata. Batang 

pohon tumbuhan tegak dengan arah tumbuh tegak lurus dengan bentuk kayu bulat, 
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permukaan kasar untuk usia pohon dewasa, untuk kelompok usia pohon muda 

bertekstur permukaan halus dengan percabangan batang tipe monopodial (batang 

selalu tampak jelas yang lebih besar dan panjang) (Ula dkk., 2020).  

2) Batang Tanaman Kelor 

Gambar 2.2 Batang kelor (Dokumentasi pribadi) 

 

Batangnya berbentuk tegak, keputih-putihan, kulit tipis, permukaan kasar, arah 

cabang tegak atau miring, biasanya tumbuh lurus dan memanjang. Arah cabang 

vertikal karena sudut antara batang dan cabang sangat kecil (Laras, 2018). Batang 

daun kelor ini digunakan dalam pakan ternak, sebagai obat sakit perut, batuk dan 

demam (Purba, 2020).  

Menurut Isnan, (2017) Batang tanaman kelor dimanfaatkan sebagai tanaman 

pagar oleh masyarakat yang ditanam dibelakang dan disamping rumah. Ada juga 

orang yang memanfaatkan sebagai tanaman pembatas dan mengoptimalkan 

menggunakan tanah atau bebatuan, bagian yang dapat dimakan adalah cangkang 

dari daun kelor. Kulit kayunya dikikis ke bagian kayunya dan kemudian 

ditaburkan diatas daging atau ikan yang sudah dimasak. Dan ada juga yang 

dimanfaatkan sebagai Batang kelor dimanfaatkan sebagai rubefacient, vesicant, 

menyembuhkan penyakit mata, untuk pengobatan pasien mengigau, mencegah 

pembesaran limpa dan untuk menyembuhkan bisul (Rakhmad, 2022). 
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3) Bunga Tanaman kelor  

Gambar 2.3 Bunga kelor (Hafiz, 2016) 

 

Bunganya muncul di ketiak daun, dengan batang Panjang, kelopak putih agak 

sedikit krem dan bau aneh (Zapino, 2022). Bunga daun kelor ini memiliki Panjang 

sekitar 10-15 cm, 5 kelopak dikelilingi oleh 5 benang sari dan stamidon, daun 

kelor ini berbunga muncul sepanjang tahun (Laras, 2018).  

4) Buah Tanaman Kelor  

Gambar 2.4 Buah kelor (Sotyati, 2016) 

 

Buah kelor dengan Panjang berbentuk segitiga dan Panjang 20-60 cm, buah 

muda berwarna hijau dan coklat tua. Buah kelor menghasilkan biji yang dapat 

dibuat menjadi tepung atau minyak sebagai bahan baku untuk produksi obat dan 

kosmetik yang bernilai (Aminah, 2015). Buah daun kelor ini juga bisa digunakan 

untuk sayuran. 
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5)  Biji Tanaman Kelor  

Gambar 2.5 Biji kelor (Aditya, 2021) 

 

Biji yang berada didalam polong berbentuk bulat dan berwarna coklat 

kehitaman, setiap polong berisi 12-35 biji dan setiap tanaman kelor bisa 

menghasilkan 15.000 hingga 25.000 biji pertahun (Laras, 2018).  Biji daun kelor 

juga bisa menyembuhkan penyakit sakit perut (Purba, 2020). 

6)   Akar Tanaman Kelor  

Gambar 2.6 Akar kelor (Krisnadi, 2015) 

 

Akar tanaman kelor berwarna putih, akar ini bisa membengkak seperti lobak, 

kulit akarnya berasa pedas dan berbau tajam, permukaan dalam berwarna kuning 

pucat dengan garis-garis halus, tidak keras, tidak beraturan, permukaan luar kulit 

cukup halus dan permukaan dalam sedikit berserat. Kayunya berwarna coklat 

muda dan ujungnya berserabut (Laras, 2018). Akar daun kelor ini juga bisa 

menyembuhkan penyakit gondok, kolesterol, batuk, demam, asam urat, dan 

kencing manis (Purba, 2020). 
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2.1.4 Kandungan Senyawa Kimia Tanaman Kelor 

Tanaman daun kelor merupakan salah satu tanaman yang banyak di teliti 

mengandung gizi dan kegunaanya pada bidang Kesehatan di bagian daunya, daun 

kelor kaya nutrisi penting yaitu vitamin, antioksidan, asam amino, anti inflamasi, 

dan asam lemak omega 3 dan 6. Zat yang terkandung didalam daun kelor yang 

bekerja dalam sumber antioksidan yang berupa senyawa aktif alkaloid, tannin, 

saponin, fenol, flavonoid, steroid, glokosida, triterpenoid (Britany, 2021).           

Menurut (Simbolan et al., 2007) di dalam daun kelor mengandung berbagai 

macam asam amino yang berbentuk asam aspartat, asam glutamate, alanin, leusin, 

isoleusin, lisin, venilalanin, triftopan, methionine, histidine. Selain itu daun, akar 

dan kulit batang daun kelor mengandung saponin dan polifenol, sedangkan kulit 

batangnya mengandung alkaloida dan untuk daunya mengandung minyak atsiri.  

2.1.5 Khasiat Tanaman Kelor 

Dari beberapa bagian tanaman kelor berfungsi sebagai antibakteri, 

antimikroba, antioksidan, antitumor, antiinflamasi, antihipertensi, anti-jamur, 

diuretik, stimulan jantung dan peredaran darah, dan juga bisa menurunkan 

kolesterol. Dari seluruh bagian tanaman kelor telah dimanfaatkan sebagai obat-

obatan maupun bahan pangan (Kurniawan, 2020). Tanaman daun kelor ini sering 

digunakan sebagai obat pada bagian biji, daun, kulit kayu.dan Dari beberapa 

literatur yang ada, diketahui daun kelor memiliki khasiat untuk mempercepat 

penyembuhan berbagai penyakit seperti flu dan pilek, kanker, cacingan, 

bronkhitis, radang, dan tiroid. Daun kelor ini juga bisa mencegah virus herpes 

simplek dan HIV/ AIDS (Wulandari, 2018).     
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2.1.6 Tinjauan Tanaman Kelor Dari Sisi Genetika 

Analisis keanekaragaman genetik tanaman kelor (Moringa oleifera Lam.) 

berdasarkan penanda KIT tujuanya adalah untuk mendapatkan keragaman pola 

pita DNA tanaman kelor dan pengelompokan pola pita DNA tanaman berdasarkan 

(Moringa oleifera Lam.) berdasrkan penanda KIT. Analisis keragaman genetika 

bertujuan untuk mencari tahu keanekaragaman genetik dan hubungan-hubungan 

antara tanaman yang akan dipelajari. Panjang pendeknya primer mempengaruhi 

hasil amplifikasi dan kespesifikan pita DNA dan Pita DNA yang dihasilkan tebal 

berbeda dengan Ukuran DNA mempengaruhi keragaman suatu spesies dan sangat 

berpengaruh pada hubungan kekerabatannya (Ballo et al., 2020). 

Keragaman genetika merupakan faktor penting dalam menjaga 

kelangsungan hidup suatu spesies tumbuhan kelor. Penentuan keragaman genetika 

dilakukan untuk melihat hubungan yang relavansi pada sampel daun kelor, 

analisis genetika tanaman dapat ditentukan dengan identifikasi molekuler DNA 

(Danilo Gomes de Arruda, 2021). DNA pada daun kelor merah dan daun kelor 

putih muda memiliki pola pita DNA yang berbeda. Salah satunya pita polimorfik 

pita ini menandakan keragaman suatu populasi. Pada kelor merah memiliki 7 pita 

DNA dan kelor putih memiliki 5 pita DNA. Pola pita DNA yang dihasilkan 

menunjukkan adanya keragaman pola pita DNA antara 2 varietas kelor. Pada 

penelitian yang dilakukan oleh Ballo et al., (2020) diperoleh kemurnian DNA 

kelor merah sebesar 1,667 dan kemurnian kelor putih sebesar 1,00.  
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2.2 Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) 

 Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) merupakan zat yang mengandung genetik 

untuk membuat protein atau informasi genetik yang dapat diturunkan dari satu 

generasi ke generasi lainnya. Sebuah molekul harus melalui empat proses untuk 

dianggap sebagai materi genetik. DNA merupakan heliks ganda Polimer DNA 

yang merupakan dari monomer nukleotida yang terdiri dari deoksiribosa, fosfat, 

dan empat basa organik (adenin, guanin, timin, dan sitosin). Nukleosida adalah 

sekelompok gula deoksiribo yang digabungkan dengan salah satu dari basa (A, G, 

T, dan S). Meskipun nukleotida mengandung gula deoksiribosa atau ribosa, fosfat, 

dan basa nitrogen. Untai DNA juga disebut rantai polinukleotida, yang terdiri dari 

rangkaian nukleotida dengan komponen gula dan fosfat (Dewi, 2017). 

DNA dapat diekstrak oleh sel tumbuhan dan mengandung beberapa 

kontaminan, seperti polisakarida, protein, dan metabolit sekunder, seperti 

polifenol, tanin, dan alkaloid, yang dapat mempengaruhi tingkat kemurnian DNA. 

Dengan adanya kontaminan seperti polisakarida dan poifenol dapat menghambat 

beberapa aktivitas enzim,  seperti DNA polymerase dan enzim restriksi, sehingga 

DNA tidak dapat diamplifikasi (Abdel-Latif dan Osman, 2017). 

2.2.1 Kadar DNA 

Optimalisasi dengan ekstraksi kadar DNA untuk menunjukkan kualitas 

maupun kuantitas baik dan kurang baik ditentukan dari pengaplikasian metode 

isolasi DNA secara maksimal pada tanaman khususnya untuk jenis tanaman 

kehutanan (Farhanah dkk., 2021). Optimasi DNA yang ditandai dengan adanya 

Panjang gelombang 260 nm yang menunjukkan bahwa primer mampu 
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mengaplifikasi gen yang dituju untuk tahapan proses optimasi DNA (Oktavianti 

dkk., 2019). Kesesuaian optimasi kelayakan DNA secara fisik ditunjukkan dengan 

ukuran dan panjang gelombang DNA. Pengukuran kadar DNA dilakukan dengan 

Spektrofotometer UV-Vis (Balladona dkk., 2016).  

2.2.2 Kemurnian DNA  

Kemurnian DNA adalah persyaratan sebuah studi reaksi berantai polimerase 

(PCR) di mana kemurnian DNA 1-2 dan (idealnya 1,8-2,0) dimungkinkan 

amplifikasi. Salah satu indikator dalam penentuan keberhasilan proses ekstraksi 

DNA ditentukan dari tingkat kemurnian DNA yang di pengaruhi berdasarkan 

jenis tumbuhan, kandungan di dalam tumbuhan serta melalui perlakuan suhu dan 

waktu (Sadikin dkk., 2021). 

Pengukuran kemurnian DNA dengan spektrofotometer 

dilakukan pada panjang gelombang 260 nm, sedangkan protein 

diukur pada panjang gelombang 280 nm. Kemurnian larutan DNA dapat dihitung 

melalui perbandingan A260 nm dengan A280 nm. Batas kemurnian yang biasa 

digunakan dalam analisis molekuler pada rasio A260/A280 adalah 1,8 – 2,0 

(Harahap, 2017). 

2.3  Isolasi DNA 

2.3.1 Definisi Isolasi DNA 

Isolasi DNA merupakan sebuah teknik menghilangkan molekul DNA dari 

sel. Isolasi DNA tumbuhan dapat di isolasi dari berbagai organ seperti daun, 

batang, dan akar, namun umumnya bagian yang digunakan adalah daun muda. 

Daun muda dianggap belum banyak mengandung metabolit sekunder yang dapat 
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mengganggu hasil isolasi DNA. Umumnya Teknik isolasi tumbuhan memiliki 

prinsip yang sama, hanya saja perlu dilakukan modifikasi untuk mendapatkan 

hasil yang optimal dari berbagai sampel yang berbeda (Nurafni, 2021).  

Isolasi DNA berguna sebagai salah satu tahapan penting dalam kegiatan 

memperoleh informasi genetik dan analisis genetik. DNA dengan kualitas bagus 

untuk kegiatan seperti penggunaan penanda molekuler, pembuatan Pustaka 

genomik, pengurutan prinsip pemisahan DNA meliputi tiga Langkah- 

Langkahnya, yaitu: lisis (penghancuran) dinding dan membran sel, ekstraksi 

dalam larutan, pemurnian (purification) dan prinsip dasar (Rizko et al.,2020). 

Isolasi DNA adalah mendapatkan DNA murni selain organel sel, karbohidrat, 

protein dan lipid (Murtyaningsih, 2017).  

2.3.2 Mekanisme Kerja Isolasi DNA  

Langkah pertama dalam isolasi DNA adalah penghancuran (lisis) dengan 

Dinding dan membran sel tumbuhan. Lisis juga bisa dilakukan dengan 

penggilingan fisik, freeze-thaw dan homogenisasi dan secara mekanisme kimia 

dengan SDS (Sodium Dedocyl Sulfate). Biasanya ditemukan dalam deterjen 

(Murtyaningsih, 2017). Penguraian tanaman telah dilakukan menggunakan enzim 

pencernaan yang biasanya menggunakan proteinase, yang memecah protein 

dengan cepat menonaktifkan enzim nukleus. Proses diatas menjadi fasilitator 

selama isolasi dan pemurnian DNA (Knebelsberger, 2012). Langkah kedua adalah 

menghilangkan protein dari DNA. Langkah ketiga dilakukan dengan presipitasi 

DNA dengan dua spesies alkohol yaitu isopropanol dan etanol (Puspitaningrum et 

al, 2018). 
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1) Lisis Dinding  

Proses lisis merupakan proses pertama yang menentukan keberhasilan isolasi 

DNA pada tahap lisis yang dapat digunakan dengan cara yang berbeda yaitu 

metode kimia yang menggunakan enzim seperti proteinase K dan SDS, dan 

nitrogen cair (Sabrina dkk, 2022). Tahap lisis ini bertujuan untuk menghancurkan 

sel tanaman dan organelnya, kemudian mengeluarkan DNA dari inti sel tanpa 

merusak DNA. Dua faktor penting yang memerlukan perhatian pada tahap ini, 

yaitu Teknik homogenisasi atau penghancuran jaringan tanaman secara fisik dan 

kimiawi dan komposisi buffer pada ekstraksi sesuai dengan data primer Penelitian 

Michiels et al. yang ditunjukkan tabel 2.1 sebagai berikut (Nugroho dkk., 2022). 

Tabel 2.1 Perbandingan kuantitas dan kualitas DNA tanaman Cichorium intybus yang 

diekstraksi dari daun yang dietiolasi  dan tidak dietiolasi 

Metode Jaringan Sampel 

DNA(µg) 

A260/A280 A260/A230 

Kit Komersil Daun dari tanaman 

berumur 15 hari 

40±6 1,55±0,06 0,89±0,08 

 Daun dari tanaman 

berumur 30 hari 

24±6 1,58±0,09 0,73±0,10 

 Daun yang 

dietiolasi 

53±8 1,77±0,06 0,93±0,03 

CTAB Daun dari tanaman 

berumur 15 hari 

45±7 1,68±0,12 1,23±0,14 

 Daun dari tanaman 

berumur 30 hari 

50±12 1,47±0,05 1,05±0,07 

 Daun yang 

dietiolas 

78±3 1,85±0,09 1,53±0,15 

CTAB yang 

dioptimasi 

Daun dari tanaman 

berumur 15 hari 

47±9 1,87±0,04 1,49±0,07 

 Daun dari tanaman 

berumur 30 hari 

43±4 1,82±0,10 1,38±0,08 

 Daun yang 

dietiolas 

140±13 1,96±0,03 2,14±0,04 

Sumber: Penelitian Michiels et al. (2003) dalam Nugroho dkk., (2022). 

2) Presipitasi        

     Presipitasi (pengendapan) dilakukan dengan memisahkan DNA dari 

kontaminan dengan menambahkan alkohol kloroform Isoamil alkohol. Kloroform 



20 
 

 

 

adalah pelarut organik yang dapat melarutkan protein, lipid, dan molekul lainya 

seperti polisakarida. Penambahan PCI (phenol choloroform Isoamylalcohol) yang 

mengandung fenolik untuk memaksimalkan pengendapan fenol, menjadi senyawa 

yang mampu mengikat protein (Hidayat, 2015). Presipitasi dapat dilakukan 

dengan adanya suhu dingin (-20ºC) dengan tujuan untuk mengendapkan DNA 

(Murtiyaningsih, 2017). 

3) Purifikasi           

Purifikasi merupakan pemisahan DNA dari kontaminan seperti polisakarida, 

protein, senyawa fenolik, pigmen, dan sel debris yang dilakukan dengan 

menambahkan pelarut organik, seperti fenol, dan kloroform, dan isoamil alkohol, 

dengan kombinasi dengan senyawa fenol dan kloroform yang berperan dalam 

mendenaturasi protein, sedangkan isoamil alkohol mencagah pembentukan- 

pembentukan emulsi dan membentuk pengendapan DNA (Kristianto, 2022). 

2.3.3 Metode Isolasi DNA  

Metode isolasi DNA yang digunakan untuk mengisolasi DNA tanaman 

bergantung pada hal ini seperti spesies, morfologi dan fisiologi tumbuhan yang 

diisolasi. Teknik isolasi DNA bisa digunakan dalam tumbuhan yang memerlukan 

beberapa modifikasi pada metode yang sudah ada, misalnya menggunakan 

antioksidan polivinil polipirilindon (PVPP) dan merkaptoetanol juga 

menggunakan nitrogen cair untuk menghancurkan jaringan dan membantu 

memperpanjang pengawet sampel sebelum dibersihkan (Syafaruddin et al., 2011). 

1) Isolasi DNA Metode KIT  
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Metode ekstraksi DNA menggunakan Kit adalah metode yang diterbitkan oleh 

perusahaan Promega dan Kit untuk ekstraksinya. Metode ini telah menunjukkan 

hasil isolasi DNA dari segi kuantitas dan kualitas DNA yang dihasilkan tetapi 

kerugian menggunakan Kit dari prosedur ini diperlukan, biayanya cukup tinggi. 

Hasil isolasi DNA menggunakan DNA extraction Kit dapat menghasilkan isolat 

DNA genomik yang berukuran besar dan berkualitas baik (Mulyani et al., 2011).  

KIT ekstraksi bersedia untuk sampel yang berbeda tergantung pada tujuan 

penggunaan, misalnya untuk ekstraksi jaringan darah, jaringan tanaman dan 

bakteri. Saat ini, Kit ekstraksi komersial yang banyak digunakan oleh para peneliti 

sebagai metode alternatif untuk ekstraksi organik dari sumber genetik yang 

berbeda dengan pelakuan yang berbeda, tidak hanya mudah dan cepat digunakan, 

tetapi juga kualitasnya relatif bersih (Ariyanti, 2019). Metode Kit ini memiliki 

kerugian pada beberapa peneliti yang membandingkan metode ekstraksi yang 

tepat untuk banyak sampel dengan perlakuan yang berbeda dan tidak semua Kit 

komersial mampu mengumpulkan DNA pada konsentrasi tinggi kelebihan Kit 

Promega ini sangat relatif dan dapat menjamin kemurnian dalam isolasi DNA 

sehingga terjamin kualitasnya (Mulyani et al., 2011).  

2) Isolasi DNA Metode Fenol- Kloroform  

Metode ini adalah pemisahan fase cair. pemisahan fenol kloroform umumnya 

dibagi menjadi tiga Langkah, proses lisis sel, isolasi DNA dan Pemurnian DNA. 

Proses lisis sel dengan menambahkan deterjen sodium dodecyl sulfate (SDS) dan 

tambahan proteinase-K untuk pencernaan enzimatik pada tahap awal pemisahan. 

Tambahan peran SDS adalah melarutkan lipid dalam membrane sel dan mengikat 
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protein dan polisakarida pada membrane sel, yang menyebabkan terbuka oleh 

membrane sel. Selain peranya dalam penghancuran sel, penambahan SDS juga 

digunakan untuk mengurangi aktivitas nuclease (enzim yang mendegradasi 

DNA). Enzim Proteinase-K akan memecahkan gugus karboksil asam amino 

dalam ikatan peptida. Proses lisis dalam larutan salt tris EDTA, tris berperan 

sebagai buffer untuk mencegah kerusakan DNA dengan pH dengan rentang 

normal (pH 8) (Hutami et al., 2017). 

3) Isolasi DNA Metode CTAB 

Metode CTAB merupakan metode yang paling banyak digunakan dan metode 

yang paling dimodifikasi. Metode CTAB telah banyak dipilih untuk 

mengoptimalkan ektstraksi DNA karena umumnya digunakan untuk 

mengekstraksi tumbuhan yang kaya akan polisakarida dan metabolit sekunder 

lainya (Metabolites, 2022). Metode CTAB ini menghasilkan kelompok DNA 

dengan ketebalan dan dapat memisahkan DNA dari polisakarida karena perbedaan 

kelarutan. Metode ini memiliki keunggulan yaitu pita DNA yang dihasilkan lebih 

tebal dibandingkan dengan menggunakan metode ekstraksi fenol dan tanpa fenol 

(Triani, 2020). 

4) Isolasi DNA Metode EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid) 

EDTA berperan untuk melemahkan kekuatan dinding sel sehingga dapat ion 

magnesium yang merupakan faktor enzim nucleus. Ion magnesium merupakan 

cara kerja untuk mempertahankan integritas sel dan aktivitas enzim nucleus. 

EDTA akan mengikat ion magnesium agar aktivitasnya menurun (Liana, 2017). 
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2.3.4 Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Isolasi DNA  

Proses isolasi DNA dipengaruhi oleh beberapa faktor mulai dari umur 

jaringan, jenis jaringan serta proses persiapan jaringan yang digunakan untuk 

tahapan sebelum isolasi DNA dan pengoptimalan homogenesasi jaringan 

(Asmania dan Herman, 2022). Perlakuan pada konsentrasi DNA dibagi menjadi 

tiga jenis, yaitu perlakuan suhu dan perlakuan waktu Interaksi antara inkubasi 

dan suhu dan masa inkubasi. Ketiga faktor tersebut menunjukkan pengaruh yang 

nyata dalam perubahan suhu terhadap konsentrasi DNA. Sedangkan dalam 

proses lama inkubasi tidak berpengaruh secara signifikan, dan untuk interaksi 

antara lama suhu dan inkubasi tidak berpengaruh nyata terhadap konsentrasi 

(Langga et al., 2012).  

Faktor penghambat isolasi DNA yang dihasilkan selama ekstraksi DNA 

dapat disebabkan oleh beberapa faktor seperti faktor suhu inkubasi, jika suhu 

terlalu tinggi maka DNA akan rusak, dan jika suhu terlalu rendah maka membran 

sel tidak akan rusak, faktor lainya adalah waktu inkubasi, jika waktu inkubasi 

DNA terlalu lama dapat merusak DNA, dan terlalu sebentar tidak dapat merusak 

jaringan membran sel dan jaringan (Emilia & Anhar, 2021). 

2.4 Spektrofotometri UV -Vis 

2.4.1 Definisi Spektrofotometri UV -Vis  

Spektrofotometri adalah metode analitik yang didasarkan pada pengukuran 

penyerapan cahaya monokromatik oleh strip larutan berwarna pada panjang 

gelombang tertentu menggunakan monokromator prismatik atau kisi difraksi 

dengan detektor tabung cahaya. Seperti spektrometri, spektrofotometri adalah 
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metode berbasis spektroskopi untuk mengukur jumlah zat. Namun lebih tepatnya 

pada panjang gelombang tertentu, misalnya UV (ultraviolet), tampak dan 

inframerah. Spektrofotometri termasuk dalam spektroskopi elektromagnetik. Alat 

yang digunakan dalam spektrofotometri disebut spektrofotometer. Alat ini 

berjenis fotometer, alat yang digunakan untuk mengukur intensitas cahaya.  

Spektrofotometer dapat mengukur intensitas sebagai fungsi warna, atau 

lebih tepatnya sebagai fungsi panjang gelombang. Inilah sebabnya spektrometer 

UV-Vis disebut spektrofotometer UV-Vis, bukan spektrometer UV-Vis. 

Sebenarnya, tidak salah menggunakan istilah spektrometer untuk emisi UV. 

Namun kurang tepat, kata spektrometer memiliki arti yang lebih luas dari 

spektrofotometer (Bambang, 2017). 

Konsentrasi, kemurnian (rasio A260/A280), dan rasio absorbansi pada 260–

280 nm diukur dengan Thermo Scientific NanoDrop™1000 Spectrophotometer 

(Thermo Scientific, Jerman) menggunakan 1 µL setiap sampel. Spektrum direkam 

untuk rentang 220 –750 nm. Spektrofotometer UV-VIS adalah instrumen utama, 

sehingga harus dikalibrasi. Kalibrasi instrumen spektrofotometer meliputi: akurasi 

panjang gelombang, akurasi fotometrik, resolusi, hamburan cahaya, stabilitas 

baseline, kelancaran baseline, dan akurasi detektor (Irawan, 2019).  

2.4.2 Mekanisme Kerja Spektrofotometri UV-Vis  

Spektrofotometri UV-Vis bekerja saat cahaya monokromatik melalui 

medium (larutan), kemudian sebagian cahaya diserap (I), sebagai refleksi (lr) dan 

emisi parsial (It). Penerapan rumus di gunakan kurva untuk membuat pengukuran 

kuantitatif dengan cara komparatif. Hubungan konsentrasi alat seri dengan solusi 
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kalibrasi untuk analisis satu elemen, kuantitatif dan kualitatif tingkat rendah 

dalam pengujian Secara kualitatif berdasarkan puncak yang dihasilkan oleh 

spektrum dari Penentuan simultan unsur-unsur tertentu pada panjang gelombang 

tersebut kuantifikasi berdasarkan nilai absorbansi yang dihasilkan oleh spektrum 

yang ada Senyawa kompleks menurut unsur yang dianalisis. Adapun bagian 

bawah Pengukuran spektrofotometri yang digunakan adalah hukum Lambert-Beer 

yaitu, ketika cahaya monokromatik dilewatkan melalui suatu media yang 

transparan, maka intensitas cahaya yang ditransmisikan sebanding dengan tebal 

dan kepekaan media larutan yang digunakan (Yanlinastuti dan Fatimah, 2016) 
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BAB 3 KERANGKA KONSEP 

3.1 Kerangka Konsep 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

: Yang diteliti 

 : Tidak diteliti 

Gambar 3.1 Kerangka Konsep 

Tanaman kelor 

   Daun  Batang  Bunga   Akar  Biji  Buah 

Genomik 

Isolasi DNA 

Uji kemurnian dengan 

spektrofotometri UV -Vis 

 

Uji kadar dengan 

spektrofotometri UV -Vis 

Pemilihan jenis 

tanaman 

Suhu penyimpanan 

tanaman sebelum 

isolasi DNA 

Perlakuan 

homogenisasi 

tanaman  

Phenolchloroform 

KIT 

CTAB 

Faktor 

Pengaruh 

Isolasi DNA 

Umur tanaman 
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3.2 Hipotesis Penelitian  

Hipotesis merupakan pernyataan yang sangat singkat yang mengikuti dari 

dasar teori dan memberikan jawaban tentatif terhadap suatu masalah. Hipotesis 

dikembangkan berdasarkan teori yang relavan, logika kausal berdasarkan teori 

yang ada, dan penelitian sebelumnya. Dalam pembuatan hipotesis dilakukan oleh 

peneliti yang benar dengan menentukan tehnik dengan menguji hipotesis yang 

ada. Dengan demikian hipotesis yang dibutuhkan oleh peneliti yaitu kuantitatif. 

Hipotesis dalam penelitian ini yaitu:  

Ho: Tidak ada pengaruh suhu penyimpanan sampel terhadap isolasi DNA  

HI: Ada pengaruh suhu penyimpanan sampel terhadap isolasi DNA   
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BAB 4 METODE PENELITIAN 

4.1 Desain Penelitian 

Pada penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium, 

Penelitian eksperimental laboratorium adalah penelitian yang digunakan untuk 

mengetahui hubungan sebab akibat dari variabel bebas dan variabel kontrol, 

dimana variabel bebas kontrol dikendalikan supaya dapat menentukan pengaruh 

yang dapat ditimbulkan pada variabel terikat (Ratminingsih, 2010). 

Penelitian eksperimental laboratorium ini untuk mengetahui pengaruh suhu 

penyimpanan terhadap kadar dan kemurnian DNA daun kelor (Moringa oleifera 

Lam.) menggunakan Wizard® genomic DNA purification KIT.  

4.2 Populasi dan Sampel 

4.2.1 Populasi Penelitian 

Populasi adalah area generalisasi yang terdiri dari objek atau subjek yang 

mempunyai kuantitas dan karakteristik tertentu yang telah diidentifikasi oleh 

peneliti untuk dipelajari dan kemudian ditarik kesimpulannya (Junaidi, 2019). 

Populasi dalam penelitian ini menggunakan daun kelor (Moringa oleifera Lam.) 

yang didapatkan dari lingkungan sekitar daerah Mojomulyo, Puger termasuk 

wilayah dataran rendah (Sofyani et al., 2022). 

4.2.2 Sampel Penelitian 

Sampel adalah bagian kelompok dari populasi yang dipilih untuk digunakan 

dalam penelitian (Amirullah, 2015). Sampel dalam penelitian ini adalah daun 

kelor muda (Moringa oleifera Lam.). 
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4.3 Variabel Penelitian 

Variabel penelitian merupakan atribut atau karakteristik dari orang, objek 

atau kegiatan yang mempunyai variasi tertentu yang telah diidentifikasi oleh 

peneliti untuk dipelajari dan ditarik kesimpulannya (Nasution, 2017). 

4.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas (variable independent) adalah variabel yang mempengaruhi 

atau menjadi sebab perubahannya atau timbulnya variabel dependen/terikat 

(Sugiono, 2016). Variabel bebas pada penelitian ini adalah suhu penyimpanan 

sampel. 

4.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat (variable dependent) merupakan variabel yang dipengaruhi 

atau menjadi akibat dari adanya variabel bebas (Sugiono, 2016). Variabel terikat 

pada penelitian ini adalah kadar dan kemurnian DNA daun kelor. 

4.4 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas dr. Soebandi.  

4.5  Waktu Penelitian 

        Waktu penelitian yang dilaksanakan oleh peneliti dalam rentan waktu bulan 

Mei– Juni 2023. 

4.6 Definisi Operasional 

Menurut Sugiyono (2015) definisi operasional merupakan variabel penelitian 

atribut atau ciri dan nilai dari suatu objek atau kegiatan yang memiliki variasi 

tertentu yang ditetapkan oleh peneliti untuk dipelajari dan kemudian ditarik 

kesimpulanya. 
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Tabel 4.1 Definisi Operasional 

No. Variabel Definisi Alat ukur Cara ukur Skala 

data 

Hasil ukur 

1. 1 Suhu  Suhu merupakan 

parameter yang 

mempengatuhi 

hasil dari 

metode isolasi 

DNA 

Termometer Setting pada 

suhu -20ºC, -

3ºC, dan 10ºC 

Nominal  

 

Temperatur 

2. Kadar 

DNA  

 

Kadar DNA 

merupakan hasil 

yang 

menunjukkan 

kualitas maupun 

kuantitas baik 

dan kurang baik 

dari 

pengaplikasian 

metode isolasi 

DNA 

Spektrofotometri 

UV- Vis 

Menggunakan 

blanko 

ddH2O dan 

Panjang 

gelombang 

260 nm dan 

280 nm  

Rasio Nilai 

Absorbansi  

3. Kemurnian 

DNA  

Kemurnian 

DNA 

merupakan hasil 

yang 

menunjukkan 

keberhasilan 

proses ekstraksi 

DNA ditentukan 

dari tingkat 

kemurnian DNA 

Spektrofotometri 

UV-Vis  

Menggunakan 

blanko 

ddH2O pada 

Panjang 

gelombang 

260 nm dan 

280 nm  

Rasio  Nilai 

Absorbansi 

 

4.7 Teknik Pengumpulan Data  

4.7.1 Determinasi Tanaman  

Determinasi daun kelor dilakukan di Fakultas Farmasi, Universitas Ahmad 

Dahlan untuk memastikan bahwa sampel yang diuji benar merupakan spesies 

Moringa oleifera Lam. 

4.7.2 Preparasi Sampel 

Penggunaan sampel pada penelitian ini adalah daun kelor yang masih muda, 

sampel dimasukkan ke dalam kantong plastik dan diberi label. Sampel daun kelor 

yang sudah dibekukan (biobase) pada suhu -20ºC, dibekukan (biobase) suhu 3ºC, 
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dibekukan (polytron) suhu 10ºC selama 24 jam. Pada saat penelitian, sampel tanpa 

tulang ditimbang hingga 700 mg, digerus hingga halus (Retnaningati, 2021). 

4.7.3 Isolasi DNA  

Sampel yang sudah dipreparasi ditambahkan 700 mg sampel bubuk daun 

kelor Moringa oleifera ke dalam tabung mikrotube 1,5 mL. Selanjutnya 

Ditambahkan 600 µL Nuclei Lysis Solution, kemudian vortex 1-3 detik. Sampel 

diinkubasi dengan suhu 65ºC selama 15 menit, ditambahkan 3 µL Larutan RNAse 

dan dicampurkan pada sampel dengan cara membalik tabung 2 kali. Kemudian 

sampel campuran diinkubasi pada suhu 37ºC selama 15 menit, selanjutnya  

Sampel dibiarkan sampai dingin selama 5 menit, setelah itu ditambahkan 200 µL 

larutan Protein Precipitation Solution, dan vortex dengan kecepatan tinggi selama 

20 detik. Selanjutnya sampel Disentrifugasi pada kecepatan 13.000 selama 3 

menit. Hasil protein endapan akan membentuk pelet yang rapat. Kemudian 

keluarkan supernatan yang mengandung DNA dengan hati-hati dan dipindahkan 

ke tabung microcentrifuge 1,5 mL, yang berisi 600 µL isopropanol. Kemudian 

sampel dicampurkan dengan larutan secara perlahan dengan membolak-balik 

sampai terbentuk untai DNA yang menyerupai benang.  

Sampel disentrifuge dengan kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit pada 

suhu 3ºC, kemudian memisahkan supernatan dengan hati-hati, dengan 

menambahkan 600 µL etanol 70% dan membalikkan tabung beberapa kali untuk 

mencuci DNA. Setelah itu etanol dipisahkan dengan hati-hati dengan bantuan 

pipet pasteur, membalikkan tabung di atas kertas dan dikeringkan pelet selama 15 

menit. Ditambahkan 100 µL larutan rehidrasi DNA dengan menginkubasi pada 
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suhu 65ºC selama 1 jam. Dicampurkan larutan secara bertahap atau rehidrasi 

DNA dengan menginkubasi pada ruangan suhu 4ºC selama 1x24 jam. Kemudian 

DNA disimpan pada suhu 3 ºC. 

4.7.4 Pengukuran Kadar DNA  

Sampel yang sudah didapatkan dilakukan pengukuran kadar dan kemurnian 

DNA menggunakan alat spektrofotometri UV-Vis. Dengan cara mengambil 

sampel DNA sebanyak 70 µL kemudian aquabides diukur sebanyak 930 µL. 

sampel dimasukkan ke dalam kuvet, dan dicampurkan larutan hingga homogen. 

Dilakukan pengukuran absorbansi sampel pada panjang gelombang 260 nm dan 

panjang gelombang 280 nm hingga A = 0,00. Jumlah DNA ditentukan dengan 

mengasumsikan bahwa 1 Abs 280nm = 50 µg DNA. Tahap ini untuk mengetahui 

kemurnian DNA genom. Pengaruh suhu kadar dan kemurnian DNA diamati 

dengan spektrofotometri UV-Vis.  

Kemudian dihitung nilai kadar dan konsentrasinya dengan menggunakan 

rumus (Mulyani, 2011).   

Rumus:  

  Konsentrasi DNA (μg/ml)  = [Absorbansi λ pada A260 × Faktor C] 

Keterangan:  

Faktor C  = 50 µg/mL (konversi unit dari DNA untai ganda)  

A260  = Nilai absorbansi pada  260 nm 

 A280  = Nilai selain DNA pada  280 nm  

Abs  = Absorbansi 
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4.7.5 Kemurnian DNA  

Kemurnian DNA dengan menggunakan alat spektrofotometri UV-Vis. 

Kemurnian DNA dengan cara Dimasukkan blanko ddH2O pada spektrofotometri 

kemudian tutup Kembali dan tekan power untuk mengkalibrasi, setelah 

mengkalibrasi blanko ddH2O dikeluarkan dan dimasukkan sampel 70 µL ke dalam 

lubang kuvet yang sudah bersih. Blanko dimasukkan ke dalam alat, tekan tombol 

yang menunjukkan proses untuk pembacaan sampel. Untuk mengetahui 

kemurnian DNA dapat dilakukan dengan cara menghitung rasio absorbansi 

dengan rumus (Mustafa et al., 2016) :  

 

4.8 Analisa Data  

Data yang dianalisis yaitu data hasil kadar dan kemurnian dengan suhu -20 

ºC, 3 ºC, 10 ºC menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Analisis data pada 

peneliti ini menggunakan metode uji one way ANOVA dengan persyaratan 

(sig<0,05) yaitu ada perbedaan signifikan jika dalam uji normalitas dan uji 

homogenitas (p>0,05) dalam data berdistribusi normal dan homogen (Delacre et 

al., 2020). Metode ini digunakan untuk membandingkan antara suhu penyimpanan 

dengan kadar dan kemurnian DNA. Uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk 

dan uji homogenitas menggunakan uji (Fisher) F (Rahma, 2018). Selanjutnya 

dilakukan uji post Hoc (Payadnya & Jayantika, 2018).  
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BAB 5 HASIL PENELITIAN 

5.1 Determinasi Tanaman  

Determinasi daun kelor dilakukan di Fakultas Farmasi, Universitas Ahmad 

Dahlan. Hasil determinasi tanaman menunjukkan bahwa benar tanaman yang 

digunakan adalah bagian daun kelor (Moringa oleifera Lam.). Daun kelor 

termasuk golongan suku Moringaceae, dengan nomer surat keterangan sebagai 

berikut No: 249/Lab.Bio/B/V/2023. Dan hasil determinasi dapat dilihat pada 

lampiran 1. 

5.2 Kadar DNA  

Kadar DNA menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification Kit 

dilakukan dengan 15 replikasi dan diuji dengan spektrofotometri UV-Vis. Kadar 

DNA yang diperoleh dari hasil penelitian ini pada suhu -20 ºC dengan nilai 

251,68 ng/µL, pada suhu 3 ºC didapatkan nilai 154,44 ng/µL, suhu 10 ºC dengan 

nilai 195,91 ng/µL. Nilai rata- rata kadar DNA dengan perbedaan suhu -20 ºC, 

suhu 3 ºC dan suhu 10 ºC, yaitu 191,477±50,702 ng/µL, 109,538±29,505 ng/µL 

dan 165,737±20,446 ng/µL. Hasil rerata pada pengukuran kadar DNA dapat 

dilihat pada tabel 5.1 sebagai berikut. 

 

 

 

 

 

 



35 

 

 

 

Tabel 5. 1 Hasil Kadar DNA 

Replikasi  Suhu ºC  A260 nm Kadar DNA 

(ng/µL) 

Rata-rata ± SD 

(ng/µL) 

1 -20 0,174 124,41  

 

191,477±50,702 

2 -20 0,239 170,885 

3 -20 0,225 160,875 

4 -20 0,349 249,535 

5 -20 0,352 251,680 

1 3 0,087 62,205  

 

109,538±29,505 

2 3 0,144 102,96 

3 3 0,216 154,44 

4 3 0,156 111,54 

5 3 0,163 116,545 

1 10 0,274 195,91  

 

165,737±20,446 

2 10 0,231 165,165 

3 10 0,252 180,18 

4 10 0,202 144,43 

5 10 0,200 143,000 

 

Keterangan: 

SD : Standar Deviasi 

Selanjutnya dilakukan uji normalitas dan homogenitas.  

Tabel 5. 2 Uji Normalitas 

Normalitas 

 

 

Kadar DNA 

 

Penyimpanan suhu Shapiro Wilk 

Statistic df Sig 

Suhu -20 ºC 0,819 5 0,114 

Suhu 3 ºC 0,937 5 0,648 

Suhu 10 ºC 0,788 5 0,065 

 

Berdasarkan tabel 5.2 interpretasi uji normalitas pada kadar DNA tersebut 

memperoleh nilai dengan signifikan p>0,05 yang artinya berdistribusi normal. 
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Hasil menunjukkan kadar DNA pada suhu -20 ºC berdistribusi normal dengan sig 

(p)=0,114, sig p>0,05, sedangkan pada suhu 3 ºC berdistribusi normal yaitu 

p=0,648, pada suhu 10 ºC berdistribusi normal yaitu p= 0,065. Selanjutnya 

dilakukan uji homogenitas. 

Tabel 5. 3 Uji Homogenitas 

Homogenitas  Levene 

statistic 

df1 df2 Sig 

Based on trimmed 

mean  

2,330 2 12 0,140 

 

Berdasarkan tabel 5.3 interpretasi uji homogenitas pada kadar DNA tersebut 

memperoleh nilai dengan signifikan p>0,05 yang artinya berdistribusi normal. 

Hasil homogenitas sampel dengan kadar DNA menunjukkan distribusi homogen 

dengan (sig) p: kadar DNA 0,140, sig homogen p>0,05. Sehingga data kadar 

DNA berdistribusi homogen. 

Tabel 5. 4 Uji One Way Anova 

ANOVA 

Kadar DNA   

 Sum of 

Squares 

Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 41303553732

.933 

2 20651776866

.467 

5.635 0.019 

Within Groups 43980274826

.800 

12 3665022902.

233 

  

Total 85283828559

.733 

14    

 

Berdasarkan hasil analisis  uji One Way ANOVA pada tabel 5.4 menunjukkan 

bahwa kadar DNA mempunyai nilai sig. 0,019  sig p<0,05. Berdasarkan hasil 

tersebut maka dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh suhu terhadap semua 

kelompok yaitu pengaruh suhu. 
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Tabel 5. 5 Hasil Data LSD 

(I) Perbedaan suhu 

 

Sig 

Suhu -20 ºC 

 

Suhu 3 0.024 

Suhu 10 0.008 

Suhu 3 ºC Suhu -20 0.024 

Suhu 10 0.587 

Suhu 10 ºC Suhu -20 0.008 

Suhu 3 0.587 

 

Dapat disimpulkan dari data LSD terdapat pengaruh suhu terhadap kadar 

DNA pada suhu -20 ºC dan suhu 10 ºC. 

5.3 Kemurnian DNA 

Tabel 5. 6 Hasil kemurnian DNA 

  

Replikasi  

Suhu 

ºC 

Abs 

260 

nm 

A280 

nm 

Hasil 

Kemurnian  

Rata-rata ± SD  

1 -20 0,174 0,086 2,023  

 

1,9334±0,087 
2 -20 0,239 0,117 2,042 

3 -20 0,225 0,117 1,923 

4 -20 0,349 0,191 1,827 

5 -20 0,352 0,190 1,852 

1 3 0,087 0,036 2,416  

 

2,153±0,200 
2 3 0,144 0,066 2,181 

3 3 0,216 0,120 1,800 

4 3 0,156 0,073 2,136 

5 3 0,163 0,073 2,232 

1 10 0,274 0,150 1,826  

 

1,9108±0,062 
2 10 0,231 0,121 1,909 

3 10 0,252 0,133 1,894 

4 10 0,202 0,106 1,905 

5 10 0,200 0,099 2,020 

 

Kemurnian DNA dapat dilihat dengan skala rasio dengan absorbansi 

(A260/A280). Kemurnian DNA yang diperoleh dari hasil penelitian ini pada suhu -

20 ºC berkisaran antara 1,8- 2,0, pada suhu 3 ºC dengan nilai 1,8- 2,4, sedangkan 

suhu 10 ºC dengan nilai 1,8-1,9. Nilai rata- rata kemurnian DNA dengan pengaruh 
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suhu -20 ºC, suhu 3 ºC dan suhu 10 ºC, yaitu 1,9334±0,087, 2,153±0,200 dan 

1,9108±0,062.  

 Selanjutnya dilakukan uji normalitas dan homogenitas.  

Tabel 5. 7 Uji Normalitas 

Normalitas 

 

Kemurnia

n DNA 

Perbedaan 

suhu 

Shapiro-Wilk 

Statistic Df Sig. 

Suhu -20 ºC 0.822 5 0.121 

Suhu 3ºC 0.830 5 0.138 

Suhu 10ºC 0.947 5 0.717 

 

Berdasarkan tabel 5.7 interpretasi uji normalitas pada kemurnian DNA 

tersebut memperoleh nilai dengan signifikan p>0,05 yang artinya berdistribusi 

normal. Hasil menunjukkan kemurnian DNA pada suhu -20 ºC berdistribusi 

normal dengan sig (p)=0,121, sig p>0,05, sedangkan pada suhu 3 ºC berdistribusi 

normal yaitu p=0,138, pada suhu 10 ºC berdistribusi normal yaitu p= 0,717. 

Selanjutnya dilakukan uji homogenitas. 

Tabel 5. 8 Uji Homogenitas 

 

Berdasarkan tabel 5.8 interpretasi uji homogenitas pada kemurnian DNA 

tersebut memperoleh nilai dengan signifikan p>0,05 yang artinya berdistribusi 

normal. Hasil homogenitas sampel dengan kemurnian DNA menunjukkan 

distribusi homogen dengan (sig) p: kemurnian DNA 0,197, sig homogen p>0,05. 

Sehingga data kemurnian DNA berdistribusi homogen. 

 

 

 

Homogenitas Levene 

Statistic 

df1 df2 Sig. 

Based on trimmed mean 1,863 2 12 0,197 
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Tabel 5. 9 Uji One Way Anova 

ANOVA 

Replikasi Kemurnian   

 Sum of 

Squares 

Df Mean 

Square 

F Sig. 

Between 

Groups 

3,576 2 1,788 10,143 0,003 

Within 

Groups 

2,116 12 0,176   

Total 5,692 14    

 

Pada uji one way anova diperoleh dengan nilai signifikan p=0,003 sig 

p<0,05 yang artinya terdapat pengaruh suhu signifikan. 

Tabel 5. 10 Hasil LSD Kemurnian 

(I) Perbedaan suhu 

 

Sig 

Suhu -20 ºC 

 

Suhu 3 ºC 0,021 

Suhu 10 ºC 0,001 

Suhu 3 ºC Suhu 10 ºC 0,021 

Suhu -20 ºC 0,095 

Suhu 10 ºC Suhu 3 ºC 0,001 

Suhu -20 ºC 0,095 

 

Nilai kemurnian DNA menggunakan uji one way anova didapatkan  hasil 

nilai  Least Significant Difference (LSD)  pada suhu -20 ºC terhadap suhu 3 ºC 

adalah 0,001 sehingga p <0,05, hal ini menunjukkan bahwa terdapat pengaruh 

suhu. Hasil LSD suhu -20 ºC terhadap suhu 10 ºC adalah 0.095 sehingga p >0,05, 

hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh suhu. Sedangkan nilai LSD 

pada suhu 3 ºC terdapat pengaruh suhu terhadap suhu 10 ºC adalah 0,021 <0,05, 

suhu 3 ºC terdapat pengaruh suhu pada suhu -20 ºC adalah 0.001 <0,05.  Hasil 

LSD pada suhu 10 ºC terdapat pengaruh suhu dengan suhu 3ºC adalah 0.021 
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<0,05, dan suhu 10 ºC tidak terdapat pengaruh suhu terhadap suhu -20 ºC adalah 

0,095>0,05.  
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BAB 6 PEMBAHASAN 

6.1 Pengukuran Kadar DNA 

Hasil kadar DNA diperoleh dengan nilai rata-rata dengan perbedaan suhu 

penyimpanan -20 ºC, suhu 3 ºC dan suhu 10 ºC. Pada suhu -20 ºC didapatkan nilai 

rata-rata yaitu 191,477±50,702 ng/µL, pada suhu 3 ºC didapatkan nilai rata-rata 

109,538±29,505 ng/µL dan suhu 10 ºC yaitu 165,737±20,446 ng/µL. Hasil kadar 

DNA pada suhu -20 ºC replikasi ke 4 lebih tinggi disebabkan adanya faktor yang 

berpengaruh karena pada saat presipitasi pengambilan supernatan terjadi 

pengendapan DNA (Emilia, 2021). Menurut Retnaningati (2020) diperoleh nilai 

kadar DNA dengan nilai 2707,6 ng/µL, dimana hasil dari kadar DNA lebih tinggi 

dibandingkan penelitian yang dilakukan. Hal tersebut dikarenakan pengaruh 

lamanya waktu inkubasi. 

Pada penelitian ini kadar DNA didapatkan hasil yang rendah dibandingkan 

dengan suhu 10 ºC karena adanya faktor lama penyimpan pada suhu -20 ºC 

selama 24 jam. Sehingga dapat dipengaruhi oleh faktor pada saat pengambilan 

supernatan yang tidak maksimal sehingga DNA genom banyak yang terbuang. 

Dapat dinyatakan bahwa semakin lama penyimpanan suhu maka terjadi 

penurunan kadar DNA (Toetik Koesbardiati, 2015).  

Kadar DNA pada perlakuan ini menggunakan suhu penyimpanan sampel 

yang digunakan sebagai pengganti nitrogen cair dalam teknik penggerusan yaitu 

daun yang didinginkan terlebih dahulu (Ferniah, 2013). Proses isolasi DNA 

tanaman biasanya menyarankan menggunakan nitrogen cair selama penggerusan 
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sampel pada jaringan tanaman. Nitrogen cair berfungsi untuk membekukan 

jaringan sampel sehingga lebih mudah untuk melakukan lisis sel secara mekanik, 

yairu penggerusan. Namun kelebihan dari nitrogen cair ini harganya cukup mahal 

sehingga membutuhkan ruang pendingin dan tangki khusus untuk penyimpanan 

nitrogen cair. metode yang lain, dengan perlakuan pendinginan sampel daun 

tanaman, mengakibatkan perubahan warna daun, sehingga memudahkan pelisisan 

sel secara mekanik. Perlakuan ini dapat meningkatkan jumlah perolehan hasil 

isolasi DNA dari sampel daun (Retnaningati, 2020).  

Kadar DNA adalah faktor penting dalam analisis DNA terutama terhadap 

keberhasilan amplifikasi pada sampel-sampel DNA. Optimasi DNA yang ditandai 

dengan adanya Panjang gelombang 260 nm yang menunjukkan bahwa primer 

mampu mengaplifikasi gen yang dituju untuk tahapan proses optimasi DNA 

(Oktavianti dkk., 2019). Kesesuaian optimasi kelayakan DNA secara fisik 

ditunjukkan dengan ukuran dan panjang gelombang DNA. Pengukuran kadar 

DNA dilakukan dengan Spektrofotometer UV-Vis (Balladona dkk., 2016).  

Salah satu penyebab yang mempengaruhi konsentrasi DNA jaringan daun 

yang digunakan untuk isolasi DNA juga berpengaruh terhadap jumlah DNA yang 

didapatkan, secara umum daun muda cenderung digunakan dalam isolasi DNA 

karena mudah dalam mendapatkan DNA dengan kadar yang tinggi. Daun muda 

mempunyai aktifitas pembelahan yang tinggi, pada proses pembelahan DNA akan 

mengalami replikasi, sehingga jumlah DNA akan mengganda dengan demikian 

konsentrasi DNA yang ada pada daun muda relatif tinggi (Retnaningati, 2020). 

Kadar DNA pada sampel yang didinginkan lebih tinggi pada sampel yang 
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dibekukan. Pembekuan jaringan berperan untuk menghindari degradasi DNA 

(Sari, 2014). 

Analisis pengukuran kadar DNA dilakukan dengan program stastik perangkat 

lunak IBM SPSS stastik 26, yang dirancang agar lebih mudah dan cepat. Tujuan 

analisis stastik adalah untuk mengetahui apakah ada perbedaan penyimpanan suhu 

antara tiga kelompok. Sebelum melakukan uji hipotesis, maka dilakukan 

pengujian normalitas dan homogenitas (Palupi & Prasetya, 2022).  

Uji normalitas digunakan untuk menguji suatu data yang berdistribusi normal 

atau tidak. Uji normalitas merupakan salah satu persyaratan sebelum melakukan 

uji hipotesis. Pada pembacaan uji normalitas menggunakan Shapiro wilk 

menggunakan spss stastik. Jika nilai signifikan yang diperoleh <0,05 (p>0,05), 

maka data dikatakan berdistribusi normal. Dan jika angka signifikan yang 

diperoleh p<0,05, maka data tidak berdistribusi normal (Jayantika, 2018) 

Setelah data memenuhi distribusi normal, maka dilakukan uji homogenitas 

yang dilakukan dengan tujuan untuk menguji kesamaan variasi antar kelompok 

sampel. Uji homogenitas menggunakan uji F, dan uji homogenitas data hasil 

perhitungan menggunakan spss dengan sig 0,05. Jika angka signifikan > 0,05 

maka data dikatakan homogen. Sedangkan jika angka signifikan < 0,05 data bisa 

dikatakan tidak homogen.  

Kemudian dilakukan uji one way anova yang bertujuan untuk 

membandingkan empat kelompok kategori untuk menentukan apakah ada 

perbedaan diantara keempat kelompok tersebut. Dasar keputusan dalam anova. 
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Jika nilai (sig) > 0,05 maka data dianggap tidak berbeda, jika nilai signifikan (sig) 

< 0,05 maka data dianggap berbeda (Mukrimaa et al., 2016).  

Data kadar DNA pada daun kelor yang diuji normalitas dengan menggunakan 

Shapiro wilk, suhu -20 ºC, 3 ºC, 10 ºC dengan nilai (sig) pada suhu -20 ºC yaitu 

0,114>0,05, pada suhu 3 ºC dengan nilai (sig) 0,648> 0,05, sedangkan suhu 10 ºC 

didapatkan dengan nilai (sig) 0,065> 0,05 dapat diuraikan berdasarkan data yang 

didapatkan yaitu berdistribusi normal.  

Selanjutnya melakukan uji homogenitas dengan hasil yang didapatkan yaitu 

dengan sig yaitu 0,140> 0,05 maka dari data tersebut dapat dikatakan bahwa 

semua data dari suhu yang berbeda dapat dikatakan homogen. kemudian 

dilanjutkan dengan uji one way anova dari uji tersebut, dan didapatkan nilai sig 

(0,019)<0,05  dari uji tersebut dapat diuraikan bahwa dari data kadar DNA pada 

suhu -20 ºC, 3 ºC, dan 10 ºC dapat dikatakan memiliki pengaruh terhadap 

penyimpanan suhu. sehingga dapat diuraikan bahwa hasil uji analisis one way 

anova yaitu sig (0,019)<0,05  dapat di baca H1 diterima sehingga ada pengaruh 

suhu penyimpanan sampel terhadap isolasi DNA, sedangkan H0 ditolak sehingga 

tidak ada pengaruh suhu penyimpanan sampel terhadap isolasi DNA.  

Analisis Data kadar DNA yang di uji menggunakan Uji LSD adalah terdapat 

perbedaan kadar DNA yang signifikan antara suhu -20 ºC dan 10 ºC dengan nilai 

0,008<0,05. Suhu 3 ºC dan suhu -20 ºC Dapat diuraikan bahwa pada uji LSD 

menunjukkan perbedaan signifikan 0,024<0,05, suhu 10 ºC dan suhu -20 ºC 

terdapat perbedaan kadar DNA yang signifikan dengan nilai 0,008<0,05. Ketiga 

suhu ada pengaruh suhu yang artinya penyimpanan suhu yang berbeda-beda yang 
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mempengaruhi kadar DNA daun kelor. Ada perbedaan signifikan hubunganya 

dengan suhu yang rendah terdapat pada suhu -20 ºC sehingga kadar DNA yang 

didapatkan semakin tinggi. Jika suhu terlalu tinggi dapat merusak DNA, jika suhu 

terlalu rendah akan mengakibatkan membran sel tidak hancur (Emilia, 2021). 

6.2 Kemurnian DNA  

        Menurut Murtiyaningsih (2017) kemurnian DNA dapat diukur dengan 

spektrofotometri UV-Vis. Sehingga dapat digunakan untuk mengetahui 

kemurnian DNA hasil isolasi DNA. kemurnian DNA dapat dihitung dengan 

panjang gelombang A260 nm /A280 nm.  

Berdasarkan penelitian ini didapatkan nilai rata-rata kemurnian DNA dengan 

hasil sampel pada suhu -20 ºC 1,9334± 0,087, sedangkan suhu 3 ºC didapatkan 

nilai kemurnian 2,153± 0,200, selanjutnya suhu 10 ºC didapatkan nilai kemurnian 

1,9108±0,062. Berdasarkan hasil dari ketiga suhu tersebut memiliki kemurnian 

yang mencukupi atau memenuhi syarat. Hasil kemurnian dapat dikatakan murni 

jika nilai rasio A260 nm /A280 nm yaitu 1,8-2,0. Jika nilai rasio A260 nm /A280  

kurang dari 1,8 dapat dikatakan bahwa kemurnian DNA yang dihasilkan 

terkontaminasi seperti protein/fenol dan pelarut yang digunakan terlalu banyak. 

Sedangkan jika nilai rasio A260 nm /A280 nm lebih dari 2,0 maka kemurnian DNA 

yang dihasilkan menunjukkan terkontaminasi oleh RNA (Sari, 2014).  

Pada penelitian ini dari hasil kemurnian DNA dapat disimpulkan bahwa pada 

suhu -20 ºC dengan nilai 2,0 dapat dikatakan murni atau memenuhi syarat, suhu 3 

ºC dengan nilai 2,4 yang artinya kurang murni dengan adanya terkontaminasi 

RNA yang disebabkan dengan adanya sisa-sisa etanol pada saat pengeringan yang 
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tidak sempurna, faktor lain yang menyebabkan DNA tidak murni adalah adanya 

sisa kandungan metabolit sekunder pada organ tanaman yang diekstrak 

(Fatchiyah, 2009). Suhu 10 ºC didapatkan nilai 2,0 yang artinya murni atau 

memenuhi syarat. Penelitian ini sejalan dengan penelitian Retnaningati (2020) 

dengan suhu -20 ºC selama 10 jam yang diperoleh kemurnian DNA dengan nilai 

1,93. Pada penelitian ini kemurnian DNA didapatkan hasil yang sudah memenuhi 

persyaratan pada suhu penyimpanan -20 ºC selama 24 jam dengan nilai 

1,9334±859.  

Data kemurnian DNA pada daun kelor yang diuji normalitas dengan 

menggunakan Shapiro wilk adalah suhu -20 ºC, 3 ºC, 10 ºC dengan nilai (sig) 

pada suhu -20 ºC yaitu 0,121>0,05, pada suhu 3 ºC dengan nilai (sig) 0,138> 0,05, 

sedangkan suhu 10 ºC didapatkan dengan nilai (sig) 0,717> 0,05 dapat diuraikan 

berdasarkan data yang didapatkan yaitu berdistribusi normal.  

Selanjutnya melakukan uji homogenitas dengan hasil yang didapatkan yaitu 

dengan (sig) yaitu 0,197> 0,05 maka dari data tersebut dapat dikatakan bahwa 

semua data dari suhu yang berbeda dapat dikatakan homogen.  

kemudian dilanjutkan dengan uji one way anova dari uji tersebut, dan 

didapatkan nilai sig (0,003)<0,05  dari uji tersebut dapat diuraikan bahwa dari 

data kemurnian DNA pada suhu -20 ºC, 3 ºC, dan 10 ºC dapat dikatakan memiliki 

pengaruh terhadap suhu penyimpanan. Maka dapat diuraikan bahwa hasil uji 

analisis one way anova yaitu sig (0,003)<0,05  dapat di baca H1 diterima sehingga 

ada pengaruh suhu penyimpanan sampel terhadap isolasi DNA, sedangkan H0 
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ditolak sehingga tidak ada pengaruh suhu penyimpanan sampel terhadap isolasi 

DNA.  

Setelah didapatkan hasil uji LSD yang menunjukkan perbedaan signifikan 

terhadap Suhu 3 ºC yaitu berbeda signifikan dengan kelompok suhu 10 ºC dan -20 

ºC. Suhu -20 ºC terhadap suhu 3 ºC adalah 0,001 sehingga p <0,05, hal ini 

menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan. Hasil LSD suhu -20 ºC 

terhadap suhu 10 ºC adalah 0.095 sehingga p >0,05, hal ini menunjukkan bahwa  

tidak memiliki perbedaan signifikan. Sedangkan nilai LSD pada suhu 3 ºC 

terdapat perbedaan signifikan terhadap suhu 10 ºC adalah 0,021 <0,05, suhu 3 ºC 

terdapat perbedaan signifikan pada suhu -20 ºC adalah 0.001 <0,05. Hasil LSD 

pada suhu 10 ºC terdapat perbedaan signifikan dengan suhu 3ºC adalah 0.021 

<0,05, dan suhu 10 ºC tidak terdapat perbedaan signifikan terhadap suhu -20 ºC 

adalah 0,095>0,05. Ada perbedaan signifikan, terhadap Pengaruh suhu 

penyimpanan pada suhu 3 ºC terdapat  kemurnian yang tinggi yang menyebabkan 

isolasi DNA tidak murni sehingga menyebabkan adanya pengotor yaitu RNA 

(Fatchiyah, 2009).  
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN 

7.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian mengenai pengaruh suhu penyimpanan terhadap 

kadar dan kemurnian DNA daun kelor (Moringa oleifera Lam.) menggunakan 

Wizard® Genomic DNA Purification Kit, maka dapat disimpulkan bahwa: 

1.) Kadar DNA dengan suhu penyimpanan sampel pada daun kelor (Moringa 

oleifera Lam.) menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification Kit 

diperoleh pada suhu -20 ºC didapatkan kadar DNA sebesar 191,477±687 

ng/µL, suhu 3 ºC didapatkan kadar DNA sebesar 109,538±989 ng/µL, dan 

suhu 10 ºC didapatkan kadar DNA sebesar 165,737±859 ng/µL.  

2.) Kemurnian DNA dengan suhu penyimpanan sampel pada daun kelor 

(Moringa oleifera Lam.) menggunakan Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit diperoleh pada suhu -20 ºC didapatkan kemurnian DNA 

sebesar 1,9334±859, suhu 3 ºC didapatkan kemurnian DNA sebesar 

2,153±224, dan suhu 10 ºC didapatkan kemurnian DNA sebesar  

1,9108±269. 

3.) Suhu penyimpanan pada daun kelor ada pengaruh signifikan terhadap 

kadar dan kemurnian DNA dengan hasil uji One Way Anova diperoleh 

nilai sig < 0,05 yang artinya terdapat pengaruh yang signifikan. 

4.) Suhu optimum untuk penyimpanan sampel daun kelor (Moringa oleifera 

Lam.) menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification Kit adalah suhu 
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-20 ºC dengan hasil kadar DNA sebesar 191,477±687 ng/µL, dan hasil 

kemurnian DNA sebesar 1,9334±859. 

7.2 Saran 

1) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait isolasi DNA menggunakan 

metode seperti RAPD yaitu salah satu teknik yang paling banyak 

digunakan dalam perkembangan penanda molekuler dan kelibihanya 

mampu menghasilkan karakter yang relative tidak terbatas jumlahnya, 

bahan- bahan yang digunakan relatif murah, mudah dalam preparasi dan 

memberikan hasil lebih cepat.  

2) perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait isolasi DNA menggunakan 

sampel yang lain seperti daun sirih, kemangi,daun sirih cina. Jika 

menggunakan sampel yang sama bisa mengambil sampel yang sama bisa 

mengambil yang tua atau yang segar. Daun yang tua yang dijadikan 

sebagai sampel isolasi DNA banyak mengandung senyawa polisakarida 

dan polifenol. Sedangan daun yang muda lebih memudahkan dalam 

penggerusan karena memiliki tekstur yang lebih lunak. 

3) Perlu dilakukan optimasi kadar yang berbeda menggunakan elektroforesis.
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LAMPIRAN 
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Lampiran 2. Isolasi DNA  
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Proses Vortex 

untuk 
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jaringan 

 

Proses inkubasi 

pada suhu 65ºC 
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menit 
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dan inkubasi 

pada suhu 37 ºC 
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Lampiran 3. Pengukuran kadar  dan kemurnian  

 

 

 

 

 

Pengecekan kadar dan 

kemurnian 
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a. Perhitungan kadar  

 

Replikasi  A260 nm A280 nm Konsentrasi 

(ng/µl) 

Kemurnian  

Replikasi 1 suhu -20oC 0,174 0,086 124,41 2,023 

Replikasi 2 suhu -20oC 0,239 0,117 170,885 2,042 

Replikasi 3 suhu -20oC 0,225 0.117 160,875 1,923 

Replikasi 4 suhu -20oC 0,349 0.191 249,535 1,827 

Replikasi 5 suhu -20oC 0,352 0.190 251,68 1,852 

Replikasi 1 suhu 3oC 0,087 0,036 62,205 2,416 

Replikasi 2 suhu 3oC 0,144 0.066 102,96 2,181 

Replikasi 3 suhu 3oC 0,216 0.120 154,44 1,8 

Replikasi 4 suhu 3oC 0,156 0.073 111,54 2,136 

Replikasi 5 suhu 3oC 0,163 0.073 116,545 2,232 

Replikasi 1 suhu 10oC 0,274 0.150 195,91 1,826 

Replikasi 2 suhu 10oC 0,231 0.121 165,165 1,909 

Replikasi 3 suhu 10oC 0,252 0.133 180,18 1,894 

Replikasi 4 suhu 10oC 0,202 0.106 144,43 1,905 

Replikasi 5 suhu 10oC 0,200 0.099 143 2,020 

 

Faktor Pengenceran :  

 

Konsentrasi = Abs260nm x Faktor Pengenceran x 50 µg 

Replikasi 1 suhu -20oC = 0.174 x 14.3 µg x 50 µg = 124,41 

Replikasi 2  suhu -20oC = 0.239 x 14.3 µg x 50 µg = 170,885 

Replikasi 3  suhu -20oC = 0.225 x 14.3 µg x 50 µg = 160,875 

Replikasi 4 suhu -20oC = 0.349 x 14.3 µg x 50 µg = 249,535 

Replikasi 5 suhu -20oC = 0.352 x 14.3 µg x 50 µg = 251,68  

Replikasi 1 suhu 3oC = 0,087 x 14.3 µg x 50 µg = 62,205 

Replikasi 2 suhu 3oC = 0.144 x 14.3 µg x 50 µg = 102,96 
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Replikasi 3 suhu 3oC = 0.216 x 14.3 µg x 50 µg =  154,44 

Replikasi 4 suhu 3oC = 0.156 x 14.3 µg x 50 µg = 111,54 

Replikasi 5 suhu 3oC = 0.163 x 14.3 µg x 50 µg = 116,545 

Replikasi 1 suhu 10oC = 0.274 x 14.3 µg x 50 µg = 195,91 

Replikasi 2 suhu 10oC = 0.231 x 14.3 µg x 50 µg = 165,165 

Replikasi 3 suhu 10oC = 0.252 x 14.3 µg x 50 µg = 180,18 

Replikasi 4 suhu 10oC = 0.202 x 14.3 µg x 50 µg = 144,43 

Replikasi 5 suhu 10oC = 0,200 x 14.3 µg x 50 µg = 143 
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b. Perhitungan kemurnian 

 

Replikasi  A260 nm A280 nm Konsentrasi 

(ng/µl) 

Kemurnian  

Replikasi 1 suhu -20oC 0,174 0,086 124,41 2,023 

Replikasi 2 suhu -20oC 0,239 0,117 170,885 2,042 

Replikasi 3 suhu -20oC 0,225 0.117 160,875 1,923 

Replikasi 4 suhu -20oC 0,349 0.191 249,535 1,827 

Replikasi 5 suhu -20oC 0,352 0.190 251,68 1,852 

Replikasi 1 suhu 3oC 0,087 0,036 62,205 2,416 

Replikasi 2 suhu 3oC 0,144 0.066 102,96 2,181 

Replikasi 3 suhu 3oC 0,216 0.120 154,44 1,8 

Replikasi 4 suhu 3oC 0,156 0.073 111,54 2,136 

Replikasi 5 suhu 3oC 0,163 0.073 116,545 2,232 

Replikasi 1 suhu 10oC 0,274 0.150 195,91 1,826 

Replikasi 2 suhu 10oC 0,231 0.121 165,165 1,909 

Replikasi 3 suhu 10oC 0,252 0.133 180,18 1,894 

Replikasi 4 suhu 10oC 0,202 0.106 144,43 1,905 

Replikasi 5 suhu 10oC 0,200 0.099 143 2,020 

 

Rasio Kemurnian :  

 

Replikasi 1 suhu -20oC =  

Replikasi 2  suhu -20oC = =  

Replikasi 3  suhu -20oC = =  

Replikasi 4 suhu -20oC =  

Replikasi 5 suhu -20oC = =  

Replikasi 1 suhu 3oC = =  
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Replikasi 2 suhu 3oC = =  

Replikasi 3 suhu 3oC = =  

Replikasi 4 suhu 3oC = =  

Replikasi 5 suhu 3oC = =  

Replikasi 1 suhu 10oC = =  

Replikasi 2 suhu 10oC = =  

Replikasi 3 suhu 10oC = =  

Replikasi 4 suhu 10oC = =  

Replikasi 5 suhu 10oC = =  
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Lampiran 4. Analisis Data Kadar DNA  

a. Uji Normalitas 

 

 

b. Uji Homogenitas 

 

 

c. Uji One Way Anova 
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d. Post Hoc Test 
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Lampiran 5. Analisis Data Kemurnian DNA 

a. Uji Normalitas 

 

 

b. Uji Homogenitas 

 

c. Uji One Way Anova 
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d. Post Hoc Test 

 


