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ABSTRAK

DETEKSI GEN ZEIN JAGUNG (Zea mays) SEBAGAI BAHAN LAIN PADA

SERBUK KOPI ARABIKA (Coffea arabica) MENGGUNAKAN PCR GEL-BASED

Oleh :

Jeane Luthfiyyah
11161090

Kopi arabika (Coffea arabica) merupakan kopi yang berkualitas tinggi serta banyak
dikonsumsi di dunia dan membuatnya rentan terhadap pemalsuan produk serbuk kopi
arabika menggunakan bahan yang lebih murah salah satunya jagung (Zea mays).
Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi gen Zein jagung pada serbuk kopi arabika
yang ada diperdagangan menggunakan PCR Gel-based. Sampel yang digunakan pada
penelitian ini yaitu sampel kontrol : jagung (Zea mays) segar, biji kopi (Coffea arabica)
segar, dan sampel uji : empat sampel serbuk kopi arabika (Coffea arabica) yang ada
diperdagangan. Pada penelitian ini teknik PCR dilakukan secara simpleks
menggunakan pasangan primer yaitu gen Zein jagung dan gen ClpP sebagai perwakilan
kopi arabika. Hasil dari penelitian ini yaitu diduga pita yang ditunjukkan keempat
sampel uji menandakan keberadaan gen Zein, namun diduga hanya dua sampel uji
yang menunjukkan terhadap gen ClpP. Kesimpulannya metode PCR Gel-Based dapat
digunakan dalam mendeteksi gen Zein jagung (Zea mays) pada serbuk kopi arabika
(Coffea arabica) yang ada diperdagangan, dengan hasil elektroforesis gel yang
didapatkan yaitu diduganya keberadaan gen Zein pada semua sampel uji (serbuk kopi
arabika yang ada diperdagangan) yang artinya keempat sampel uji tersebut diduga
mengandung bahan lain yaitu jagung.

Kata Kunci : Coffea arabica, gen Zein, PCR Gel-Based, Zea mays



ABSTRACT

DETECTION OF ZEIN GENE IN CORN (Zea mays) AS ANOTHER MATERIAL IN ARABIKA
COFFEE POWDER (Coffea arabica) WITH GEL-BASED PCR METHOD

By :

Jeane Luthfiyyah
11161090

Arabica coffee (Coffea arabica) is a high-quality coffee and widely consumed in the
world and makes it vulnerable to counterfeiting of the arabica coffee powder products
using a cheaper material one of which is corn (Zea mays). This study aims to detect the
Zein gene in corn on the arabica coffee powder with the Gel-based PCR method. The
samples used in this study were the sample controls: raw corn (Zea mays), raw coffee
beans (Coffea arabica), and test samples: four samples of arabica coffee powder
(Coffea arabica) on the market. In this research, the PCR technique was conducted in
simplex using the primer pair the Zein gene in corn, and the CIpP gene as the arabica
coffee representative. The result of this study is suspected that the band shown by the
four test samples signifies the existence of the Zein gene, but suspected only two test
samples showed against the CIpP gene. In conclusion, the Gel-Based PCR method can
be used in detecting the Zein gene in corn (Zea mays) on the Arabica coffee powder
(Coffea arabica) on the market, with the results of the Gel electrophoresis obtained
that is the suspected existence of the Zein gene in all test samples (arabica coffee
powder on the market) which means that the four test samples are suspected to contain
another ingredient of corn.

Keywords: Coffea arabica, PCR Gel-Based, Zea mays, Zein gene
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BAB I. PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Kopi arabika (Coffea arabica) merupakan jenis kopi yang memiliki kualitas tinggi dan
banyak dikonsumsi di dunia. Di Indonesia sendiri kopi arabika hanya dapat tumbuh di
dataran yang memiliki ketinggian lebih dari 1000 mdpl (Prastowo et al., 2010).
Menurut (USDA Foreign Agricultural Service, 2019) Indonesia adalah negara produsen
kopi terbesar ke-4 di dunia. Sehingga para produsen kopi arabika Indonesia diharuskan
dapat mempertahankan kualitas produk tersebut.

Namun disisi lain pemalsuan kopi arabika rentan terjadi dikalangan produsen yang
memaksimalkan  keuntungan dengan mengurangi biaya produksi dibandingkan
menjaga kualitas produk. Menurut penelitian ada beberapa bahan lain yang lebih murah
dan biasa digunakan sebagai adulterant pada kopi, diantaranya kedelai, gandum
(Nogueira & Do Lago, 2009; Oliveira et al., 2009; Pauli et al., 2014), jagung, beras
(Ferreira et al., 2016), dan sekam (Reis et al., 2013). Karena Indonesia merupakan
produsen jagung terbesar di Asia Tenggara (Asean, 2016), sehingga memungkinkan
terjadinya pemalsuan produk kopi arabika menggunakan jagung.

Penelitian sebelumnya telah melakukan pendekatan metode secara fisik, kimia, dan
biologi dalam mendeteksi adulterant pada kopi. Dalam metode fisik ada beberapa
teknik deteksi yang digunakan yaitu infrared (Reis et al., 2013), digital image
processing (Sano et al., 2003), Mass spectroscopy (Garrett et al., 2012), thermal lens
(Fontes et al., 2001), photothermal (Fontes et al., 2006), dan *H NMR spectroscopy (de
Moura Ribeiro et al., 2017). Dalam metode spektrometri tersebut salah satunya infrared
memiliki keunggulan praktis karena cepat dan tidak memerlukan persiapan sampel
sebelumnya. Namun dalam metode spektrometri juga memiliki kekurangan yaitu
membutuhkan analisis statistik yang rumit dan diperlukannya keahlian khusus. Dan
untuk metode secara kimia diantaranya menggunakan HPLC-HPAEC-PAD
(Domingues et al., 2014), HPLC-UV (Ndufez et al., 2020), HPLC with fluorescence
(Alves et al., 2009), SPME-GC-MS (Toci & Farah, 2014). Keuntungan dari metode
kromatografi tersebut berdasarakan screening kimia yang dilakukan pada sempel

memungkinkan identifikasi senyawa penanda potensial adulterant. Akan tetapi metode



kromatografi tersebut merupakan teknologi yang sangat mahal dan membutuhkan
keahlian khusus (Habza-Kowalska et al., 2019).

Metode alternatif lainnya yang digunakan untuk deteksi adulterant pada kopi selain
metode secara fisik dan kimia, ada juga metode secara biologi dengan pendekatan
molekular yaitu teknik PCR (Ferreira et al., 2016). Pada saat ini, PCR merupakan
teknik alternatif yang sensitif dan spesifik untuk mendeteksi adulterant pada suatu
produk makanan (Habza-Kowalska et al., 2019). Karena PCR adalah teknik berbasis
DNA maka diperlukan informasi gen marker target untuk dapat mengidentifikasi
keberadaan target pada sampel. Dan gen Zein merupakan gen yang hanya dapat
ditemukan pada jagung (Anderson & Lamsal, 2011). Oleh karena itu, tujuan dari
penelitian yang dilakukan adalah untuk mendeteksi gen marker Zein jagung (Zea mays)
pada serbuk kopi (Coffea arabica) yang ada diperdagangan menggunakan PCR Gel-

Based.

1.2. Rumusan masalah

Apakah metode PCR Gel-Based dapat digunakan dalam mendeteksi gen Zein jagung

(Zea mays) pada serbuk kopi arabika (Coffea arabica) yang ada diperdagangan.

1.3. Tujuan dan manfaat penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendeteksi gen Zein jagung (Zea mays) pada
serbuk kopi arabika (Coffea arabica) yang ada diperdagangan menggunakan PCR Gel-
Based. Dan penelitian ini diharapkan mempunyai manfaat dalam pengembangan
deteksi jagung pada serbuk kopi arabika menggunakan PCR.

1.4. Hipotesis penelitian
Metode PCR Gel-Based dapat digunakan dalam mendeteksi keberadaan gen Zein

jagung (Zea mays) pada serbuk kopi arabika (Coffea arabica) yang ada diperdagangan.



1.5. Tempat dan waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2019 sampai Maret 2020, yang
bertempat di Laboratorium Bhakti Kencana University, JI. Soekarno Hatta No. 754 -
Jawa Barat.



BAB Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kopi Arabika (Coffea arabica)

Kopi adalah salah satu komoditas utama yang memiliki wilayah yang cukup luas di
Indonesia dan komoditas ekspor yang menjanjikan. Indonesia adalah negara dengan
produsen kopi terbesar ke-4 di dunia (USDA Foreign Agricultural Service, 2019). Ada
dua jenis kopi yang banyak dibudidayakan di Indonesia yaitu kopi arabika (Coffea
arabica) dan kopi robusta (Coffea canephora). Kopi arabika (Coffea arabica)
merupakan jenis kopi yang memiliki kualitas tinggi dan banyak dikonsumsi. Di
Indonesia sendiri kopi arabika hanya dapat tumbuh di dataran yang memiliki ketinggian
lebih dari 1000 meter diatas permukaan laut (mdpl). (Prastowo et al., 2010)

Gambar 2.1. Buah kopi arabika (Coffea arabica) (Lim, 2013)

2.1.1. Klasifikasi

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas . Asteridae



Ordo : Rubiales

Famili : Rubiaceae
Genus : Coffea L.
Spesies : Coffea arabica L.

(USDA, 2019a)

2.1.2. Kandungan Senyawa Kopi (Coffea arabica)

Kopi hijau merupakan kopi yang telah di kupas namun belum di panggang
(International Coffee Agreement). Kopi hijau adalah sumber antioksidan alami yang
memungkinkan melindungi tubuh dari radikal bebas. Kopi hijau arabika mengandung
6-7% senyawa polifenol yang merupakan senyawa antioksidan. Senyawa polifenol
utama dalam kopi hijau adalah asam klorogenat dengan kadarnya pada kopi arabika
yaitu 6-7%. (Perdani et al., 2019)

Selain asam klorogenat kopi juga mengandung beberapa senyawa diantaranya kafein,
trigonelin, karbohidrat, lemak, asam amino, asam organik, aroma volatile dan mineral
(Farhaty & Muchtaridi, 2014). Senyawa aktif paling berlimpah yang ditemukan dalam
kopi yaitu kafein (Hall et al., 2015). Kafein merupakan senyawa metabolit sekunder
dari biji kopi dan termasuk kedalam senyawa alkaloid derivate xantin yang

mengandung gugus metil (Srikandi & Sutamihardja, 2012).

OH

Gambar 2.2. Struktur Asam Klorogenat (Hall et al., 2015)
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Gambar 2.3. Struktur Kafein (Hall et al., 2015)

2.1.3. Khasiat Kopi (Coffea arabica)

Kopi banyak mengandung senyawa aktif secara biologis diantaranya polifenol dan
alkaloid. Alkaloid yang banyak ditemukan pada kopi yaitu kafein, yang memiliki efek
antiinflamasi dan imunosupresan. Sedangkan senyawa polifenol memiliki banyak efek
biologis diantaranya efek menguntungkan pada gangguan kardiovaskular dan
metabolisme, peradangan dan kanker, stres oksidatif, iskemia serebral, obesitas dan
fungsi otak. (Hall et al., 2015)

Terkait dengan otak, polifenol telah terbukti mencegah peradangan saraf (Streit et al.,
2004), serta senyawa ini memiliki sifat antioksidan dan kemampuan untuk memodulasi

tingkat neurotransmitter seperti serotonin dan noradrenalin (Pathak et al., 2013).

2.2. Jagung (Zea mays)

Jagung termasuk kedalam kelompok rumput dengan famili poaceae atau rumput sejati.
Jagung adalah tanaman tahunan dengan metabolisme C4, yang membuatnya efisien
dalam fiksasi karbon. Tanaman ini memiliki produksi global terbesar dari setiap spesies
tanaman, sekitar 800 juta ton diproduksi diseluruh dunia pada tahun 2013 dan

menyumbang 32% dari total produksi sereal. (Scott & Emery, 2015)



Gambar 2.5. Buah Zea mays (Parle & Dhamija, 2013)

2.2.1. Klasifikasi

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas . Liliopsida
Subkelas : Commelinidae

Ordo : Cyperales



Famili : Poaceae
Genus : Zea L.
Spesies : Zeamays L.

(USDA, 2019h)

2.2.2. Kandungan Senyawa Jagung (Zea mays)

Jagung mengandung beberapa senyawa diantaranya yaitu a-karoten dan f-karoten yang
termasuk kedalam kelas karoten golongan karotenoid (Luo & Wang, 2012), serta

terdapat senyawa fenolik pada batang jagung (Jung et al., 2014).
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Gambar 2.6. Struktur kimia karoten pada jagung (Luo & Wang, 2012)

2.2.3. Khasiat Jagung (Zea mays)

Dalam beberapa studi tanaman jagung memiliki potensi pada aktivitas farmakologis
seperti  antioksidan, anti-inflamasi dan efek penghambatan melanogenesis
(Ebrahimzadeh et al., 2008; Kim et al., 2010; Wang et al., 2010). Dan untuk senyawa -
karoten dan (-karoten memiliki aktivitas provitamin A dan aktivitas pencegahan kanker
(Luo & Wang, 2012).

2.2.4. Gen Marker Jagung (Zea mays)

Salah satu gen marker yang sering digunakan dalam penelitian tentang identifikasi

jagung adalah gen Zein. Zein merupakan protein yang hanya ditemukan dalam jagung.



Zein, protein tipe prolamin yang kebanyakan ditemukan di endosperma yang
menyediakan nitrogen untuk pertumbuhan jagung kernel selama perkecambahan.
(Anderson & Lamsal, 2011)

2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah metode revolusioner yang dikembangkan
oleh Kary Mullis pada 1980-an. PCR didasarkan pada penggunaan kemampuan DNA
polimerase untuk mensintesis untai DNA komplementer baru pada template. Karena
DNA polimerase hanya dapat menambahkan nukleotida ke dalam kelompok 3'-OH
yang sudah ada sebelumnya, ia membutuhkan primer yang dapat menambahkan
nukleotida pertama. Persyaratan ini memungkinkan untuk menggambarkan wilayah
urutan template tertentu yang ingin diperkuat oleh peneliti. Pada akhir reaksi PCR,

urutan spesifik akan terakumulasi dalam miliaran salinan (amplikon). (NCBI, 2017)

2.3.1. Komponen PCR
Templat DNA

DNA sampel yang berisi urutan target. Pada awal reaksi, suhu tinggi digunakan pada

molekul DNA untai ganda asli untuk memisahkan untaian. (NCBI, 2017)
DNA polymerase

Sejenis enzim yang mensintesis untaian DNA baru yang saling melengkapi dengan
urutan target. Enzim yang paling umum digunakan adalah TagDNA polimerase (dari
Thermus aquaticus) (NCBI, 2017)

Primer

Potongan pendek DNA untai tunggal yang melengkapi urutan target. Polimerase mulai

mensintesis DNA baru dari ujung primer. (NCBI, 2017)
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Nukleotida (dNTPs)

Unit tunggal dari basis A, T, G, dan C, yang pada dasarnya adalah "blok bangunan™
untuk untai DNA baru. (NCBI, 2017)

Buffer PCR dan MgCl,

Dalam reaksi PCR dibutuhkan kondisi pH tertentu, maka dari itu untuk melakukan
proses PCR diperlukan buffer PCR. Buffer PCR berfungsi untuk menjamin pH
medium. Dan selain buffer, dalam reaksi PCR pun diperlukan adanya ion Mg**, ion
tersebut berasal dari MgCl,. MgCl; ini berperan sebagai kofaktor yang memiliki fungsi
dalam menstimulasi aktivitas DNA polymerase, dan adanya MgCl, ini akan
meningkatkan interaksi primer dengan templat yang membentuk komplek larut dengan
dNTP (senyawa antara). Konsentrasi MgCl, juga berpengaruh pada proses PCR yaitu
pada spesifisitas dan perolehan proses. (Handoyo & Rudiretna, 2000)

2.3.2. Tahapan PCR
Tahapan dasar PCR yaitu :

1. Denaturasi (96°C): Reaksi panas yang kuat dengan tujuan untuk memisahkan,
atau mendenaturasi untai DNA, sehingga menjadi untai tunggal.

2. Annealing (55-65°C): Reaksi pendinginan dengan tujuan primer dapat
menempel pada untai tunggal DNA template.

3. Ekstensi (72°C): Menaikkan suhu reaksi dengan tujuan Tag polimerase
memperpanjang primer dengan adanya bantuan dari dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP dan dTTP) dan buffer yang sesuai, yang kemudian terjadinya sintesis
untaian DNA baru.

(Academy, 2019)
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Gambar 2.7. Tahapan PCR (NCBI, 2017)

Siklus pada proses yang ditunjukkan pada Error! Reference source not found. yang
mumnya memakan waktu 2 - 4 jam, tergantung pada panjang wilayah DNA yang
disalin. Jika reaksinya efisien (bekerja dengan baik), wilayah target dapat berubah dari

hanya satu atau beberapa salinan menjadi miliaran.

2.3.3. Elektroforesis Gel

Hasil reaksi PCR biasanya divisualisasikan menggunakan elektroforesis gel. Gel
elektroforesis adalah teknik di mana fragmen DNA ditarik melalui matriks gel oleh arus
listrik, dan memisahkan fragmen DNA sesuai dengan ukuran. Standar, atau tangga
DNA, biasanya disertakan sehingga ukuran fragmen dalam sampel PCR dapat
ditentukan. (Khan Academy, 2019)

Fragmen DNA dengan panjang yang sama membentuk "pita” pada gel, yang dapat
dilihat oleh mata jika gel tersebut diwarnai dengan pewarna pengikat DNA. Misalnya,
reaksi PCR yang menghasilkan fragmen pasangan basa 400 akan terlihat seperti pada
gambar 2.8.



500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

1.0MA ladder
2. Result of PCR Reaction

Gambar 2.8. Interpretasi elektroforesis gel pada 400 bp (Academy, 2019)
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BAB I1l. METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian yang menggunakan pendekatan kualitatif
dengan metode eksperimental. Penelitian ini didesain untuk pengembangan deteksi
gen marker jagung (Zea mays) pada kopi (Coffea arabica) dengan menggunakan
PCR Gel-Based.

Penyiapan bahan untuk sampel yaitu kopi arabika dalam bentuk biji kopi segar,
jagung segar dan serbuk kopi arabika kemasan yang ada di perdagangan.

Tahapan pertama adalah analisis molekular yaitu pemilihan primer yang didapat
dari jurnal referensi dan dievaluasi menggunakan NCBI BLAST software berbasis

web dan SnapGene software.

Tahapan kedua yaitu isolasi DNA menggunakan 2 jenis Kit yaitu untuk biji kopi
segar dan jagung segar menggunakan Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega) (Promega Corporation, 2019), sedangkan pada sampel serbuk kopi
kemasan menggunakan DNeasy mericon Food Kit (Edition, 2014). Hasil isolasi
DNA yaitu dalam bentuk DNA murni disimpan pada suhu -20° C.

Tahapan ketiga adalah amplifikasi DNA dengan PCR dan elektroforesis gel agarose

dengan hasil berupa pita pada base pair tertentu sebagai analisis kualitatif.

13



BAB IV. PROSEDUR PENELITIAN

Gambar 4.1 Bagan alir prosedur kerja

4.1. Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu jagung (Zea mays) segar, biji kopi
(Coffea arabica) segar, dan 4 sampel serbuk kopi (Coffea arabica) yang ada di
perdagangan. Sampel tersebut didapatkan dengan pembelian secara langsung dari
supermarket dan toko online.

4.2. Preparasi Primer

Pemilihan primer dilakukan dengan beberapa tahap yaitu tahap studi literatur, evaluasi
primer dan dilanjutkan dengan pemesanan primer. Studi literatur dalam penelitian ini
merujuk pada salah satu jurnal yang kemudian dari hasil yang telah dipilih dilakukan
evaluasi primer yaitu dengan dimasukannya informasi primer yang didapat ke program
tool NCBI BLAST (online) yang selanjutnya tahap evaluasi oleh SnapGene software

setelah itu dari urutan primer yang terpilih dicari informasi tentang panjang primer,

14
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%GC, dan melting temperature (Tm) yang kemudian dianalisis dan selanjutnya

dilakukan pemesanan primer.

Tm adalah suhu di mana separuh dupleks DNA akan berdisosiasi menjadi untai tunggal
dan menunjukkan stabilitas dupleks. %GC merupakan nilai yang menunjukkan jumlah
G dan C pada primer sebagai persentase dari total basis. Panjang primer menurut
Integrated DNA Technologies (IDT) berada pada range 18-30 basa dengan amplikon
70-50 bp. (Prediger, 2013)

4.3. lsolasi DNA
4.3.1. Sampel Kontrol

Pada penelitian ini isolasi DNA dari sampel kontrol menggunakan Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega). Isolasi dari masing-masing sampel segar dilakukan
dengan cara yaitu sampel dimasukkan ke dalam mortir dan ditambahkan nitrogen cair,
digerus hingga halus. Selanjutnya 40 mg dari masing-masing sampel ditimbang dan
dimasukkan kedalam tabung mikrosentrifuga 1,5 mL steril kemudian ditambahkan 600
ML Nuclei Lysis Solution, divortex selama 1-3 detik dan diinkubasi pada suhu 65°C
selama 15 menit. Ditambahkan 3 pL RNase Solution kedalam sel lisat dan tabung
dibolak balikkan sebanyak 2-5 kali. Kemudian campuran tersebut diinkubasi pada suhu
37°C selama 15 menit, dan dibiarkan pada suhu ruang selama 5 menit. Selanjutnya 200
pL Protein Precipitation Solution ditambahkan dan divortex dengan kecepatan tinggi
selama 20 detik. Sampel Disentrifuga pada 14.500 x g selama 3 menit. Supernatan
dipindahkan pada tabung mikrosentrifuga 1,5 mL steril baru yang sudah diisi 600 pL
isopropanol dan dikocok secara perlahan. Disentrifuga pada 14.500 x g selama 1 menit
pada suhu ruang. Supernatan diambil dan ditambahkan 600 pL 70% etanol, tabung
dibolak balikkan secara perlahan beberapa kali untuk mencuci DNA. Kemudian
disentrifuga pada 14.500 x g selama 1 menit pada suhu ruang. Etanol diambil secara
perlahan dan pelet dikeringkan dengan cara tabung dibuka dan dibalikkan pada tisu
kering dan bersih selama 15 menit. Selanjutnya 100 uL DNA Rehydration Solution
ditambahkan dan diinkubasi pada suhu 4°C semalaman.
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4.3.2. Sampel Uji

Pada sampel uji, isolasi DNA yang digunakan berbeda dengan sampel kontrol yaitu
menggunakan DNeasy mericon Food Kit (QIAGEN®). Isolasi DNA dari sampel serbuk
yaitu dengan 0,2 gram sampel dimasukkan kedalam tabung mikrosentrifuga 1,5 mL
steril, ditambahkan 0,5 mL Food Lysis Buffer, ditambahkan 10 pL proteinase K dan
vortex selama 15 detik sampai homogen. Campuran disentrifuga pada kecepatan 1.000
rpm kemudian diinkubasi pada suhu 65°C selama 15 detik dan diamkan pada suhu
ruang 30 detik selanjutnya dimasukka kedalam ice blok selama 10 menit. Disentrifuga
pada kecepatan 2.500 x g selama 10 menit, kemudian 350 pL lapisan bening
dipindahkan kedalam tabung mikrosentrifuga 1,5 mL steril baru yang telah diisi 250 pL
kloroform dan divortex selama 15 detik yang selanjutnya disentrifuga pada kecepatan
14.000 x g selama 15 menit. Diambil 175 pL lapisan bening dan ditambahkan 175 pL
buffer PB, kemudian divortex selama 15 detik. Campuran ditempatkan kedalam
Qiaquick Spin Column, disentrifuga pada kecepatan 14.500 x g selama 2 menit,
kemudian supernatant yang tertampung pada Collection tube dibuang. Ditambahkan
250 pL buffer AW2 dan disentrifuga pada kecepatan 14.500 x g selama 3 menit,
supernatant yang tertampung pada Collection tube dibuang. Disentrifuga kembali
dengan keadaan Column kosong pada kecepatan 14.500 x g selama 4 menit yang
bertujuan untuk mengeringkan membrane. Collection tube dibuang dan ditempatkannya
Qiaquick Spin Column pada tabung mikrosentrifuga 1,5 mL steril baru. Ditambahkan
30 pL buffer EB dan didiamkan selama 5 menit pada suhu ruang, kemudian
disentrifuga pada kecepatan 14.500 x g selama 2 menit. DNA hasil elusi disimpan pada

suhu 20°C, sampai analisis.

4.4. Amplifikasi DNA

DNA 5 pL diamplifikasi dalam Buffer 1X 10 pL, 3,5 uM MgCl, 7 pL, 10 uM dNTPs
0,05 pL, 0,25 U/uL Taq polymerase 0,05 pL, dan 0,2 uM primer 0,1 pL. Pengaturan
pada PCR Thermal yaitu 95 °C selama 5 menit dan 94°C selama 50 detik (denaturasi),
58°C selama 1 menit (anneling), 72°C selama 50 detik dan 72°C selama 5 menit
(elongasi) dengan jumlah 40 siklus untuk primer jagung. Begitupun pengaturan PCR

Thermal yang menggunakan primer kopi sama dengan pengaturan pada primer jagung
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namun yang membedakan adalah dari suhu annelingnya yaitu 50°C selama 1 menit.
(Ferreira et al., 2016)

4.5. Elektroforesis Gel Agarose

Amplikon dielektroforesis pada gel 2% yang mengandung 0,5 pL Diamond™ Nucleic

Acid Dye dan divisualisasikan menggunakan UV Transilluminator.

4.6. Analisis Data

Hasil dari visualisasi elektroforesis gel agarose ditunjukkan dengan terbentuknya pita
pada ukuran 87 bp sebagai verifikasi dari gen Zein (jagung) dan pada ukuran 114 bp
sebagai gen ClpP (kopi arabika). Untuk mengkonfirmasi kedua pita tersebut maka
selain sampel produk digunakan pula sampel kontrol yaitu biji kopi segar dan jagung
segar. Sehingga pembacaan hasil pita pada sampel produk yaitu berdasarkan ukuran

panjang amplikon (bp) dan dibandingkan pula dengan sampel kontrol.



BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Evaluasi Isolasi DNA

Analisis elektroforesis gel agarosa yang dapat dilihat pada gambar 5.3 menunjukkan
bahwa pada sampel uji pita yang diperoleh memiliki warna yang redup. Hal ini dapat
disebabkan karena metode ekstraksi DNA yang digunakan dan pemanasan pada proses
pengolahan serbuk kopi arabika tersebut mempengaruhi kualitas DNA yang dihasilkan.
Ektraksi DNA merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi keberhasilan pada
metode berbasis PCR (Liao et al., 2017). Dan berdasarkan jurnal (Musto et al., 2013)
menjelaskan bahwa perlakuan panas memiliki efek terhadap kualitas DNA yang
diekstraksi dari bahan makanan, karena dapat memperpendek panjang fragmen DNA

mitokondria dan nuklir.

5.2. Evaluasi Amplifikasi DNA

Dalam penelitian ini, sebelum dilakukannya amplifikasi menggunakan PCR perlu
adanya preparasi primer. Preparasi primer dari hasil studi literatur yang merujuk pada
satu jurnal (Ferreira et al., 2016), didapatkan 2 gen yang akan digunakan dalam
penelitian yaitu gen Zein dan ClpP. Yang kemudian kedua gen tersebut dievaluasi
dengan memasukkan informasi dari hasil studi literatur ke program tool NCBI BLAST
(online) yang ditunjukkan pada Lampiran 1, tahapan ini bertujuan untuk menganalisa
kesamaan sekuens dengan spesies lain. Dilanjutkan dengan evaluasi menggunakan
SnapGene software (Lampiran 2) yaitu untuk memastikan urutan primer yang cocok
dengan sekuens yang didapatkan, setelah itu dari urutan primer yang terpilih seperti
yang ditunjukkan pada table 5.1, kemudian dicari informasi tentang panjang primer,
%GC, dan melting temperature (Tm) yang kemudian dianalisis (Lampiran 3). Tujuan
dari analisis primer ini adalah untuk menentukan suhu annealing yang cocok yang akan

digunakan dalam amplifikasi.
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Tabel 5.1. Pasangan Primer dari Jagung dan Kopi Arabika

Organisme  Gen Nama Sekuens 5°-3’ Panjang Sumber

amplikon (bp)

Jagung Zein protein  Zeinal-F TGG CCA GCT AGC 87 (Ferreira
TAC AAC AAA CCG et al.,
Zeinal-R GCG GGG TTA GCC 2016)
GAA AAC TGCT
Kopi ClpP Cafél-F TTC CGA AGT CCT 114
GGA GAG

Cafél-R CGG AGG ATA TCT
CAATCG

Dalam amplifikasi DNA, selain konsentrasi dari setiap komponen PCR, pengaturan
suhu dan waktu pada tahap denaturasi, annealing dan ekstensi sangatlah penting.
Terutama pada tahap annealing, karena tahap ini merupakan salah satu faktor yang akan
mempengaruhi hasil penelitian dimana primer spesifik yang digunakan dapat menempel
dengan baik atau tidak pada DNA target. Hasil pengaturan yang digunakan dalam
amplifikasi DNA pada penelitian ini ditunjukkan oleh gambar 5.1 dan gambar 5.2.

Gambar 5.1. Pengaturan suhu dan waktu amplifikasi DNA (primer ClpP)
Tahap Denaturasi : 95° C selama 5 menit; 94° C selama 50 detik , Anneling : 50° C selama 1
menit dan Elongasi : 72° C selama 50 detik; 72° C selama 5 menit dengan jumlah 40 siklus
untuk sampel serbuk kopi arabika kemasan menggunakan primer ClpP (kopi arabika)
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Gambar 5.2. Pengaturan suhu dan waktu amplifikasi DNA (primer Zein)
Tahap Denaturasi : 95° C selama 5 menit; 94° C selama 50 detik , Anneling : 58° C selama 1
menit dan Elongasi : 72° C selama 50 detik; 72° C selama 5 menit dengan jumlah 40 siklus
untuk sampel serbuk kopi arabika kemasan menggunakan primer Zein (jagung)

5.3. Hasil Elektroforesis Gel

Hasil dari elektroforesis yang ditunjukkan oleh gambar 5.3 merupakan amplifikasi PCR
secara simpleks (tunggal) dengan primer utama yang digunakan adalah pasangan
primer Zein seperti yang tercantum pada Error! Reference source not found.. Gen
ein merupakan gen yang hanya terdapat pada jagung (Anderson & Lamsal, 2011),
sehingga primer yang didesain dari sekuen gen Zein disebut primer spesifik untuk
deteksi keberadaan jagung pada suatu produk.

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

114 bp
100 bp

87 bp

Gambar 5.3. Hasil visualisasi elektroforesis gel deteksi jagung pada serbuk kopi arabika
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Keterangan :

: 100 bp DNA ladder

: Biji kopi arabika segar dengan primer ClpP

: Jagung segar dengan primer Zein

: Sampel A serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer ClpP
: Sampel A serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer Zein

: Sampel B serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer CIpP
: Sampel B serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer Zein

: Sampel C serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer ClpP
: Sampel C serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer Zein

: Sampel D serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer ClpP
10 : Sampel D serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan dengan primer Zein

Sampel kontrol : 1 dan 2

Sampel Uji : 3,4,5,6,7,8,9 dan 10

©OO\I®U‘I-I>OOI\)I—‘§

Pada uji kali ini pasangan primer (Zeinal-F dan Zeinal-R) yang digunakan memiliki
ukuran amplikon 87 bp yang akan ditunjukkan oleh sampel kontrol no 2. Untuk pita
dengan ukuran amplikon tersebut akan memberikan informasi bahwa pita yang sejajar
87 bp menunjukkan keberadaan gen Zein pada sampel. Selain gen Zein sebagai gen
utama yang dideteksi, digunakan pula gen ClpP sebagai perwakilan dari gen spesifik
kopi arabika. Pasangan primer gen CIpP yang diuji akan menunjukkan amplikon
berukuran 114 bp seperti yang tercantum pada table 5.1. Kegunanaan gen ClpP pada uji
ini adalah sebagai kontrol bahwa sampel yang digunakan mengandung kopi arabika
atau tidak.

Analisis data hasil amplifikasi secara simpleks yang dielektroforesis gel agarosa pada
sampel uji (serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan) menunjukkan pita sejajar 87
bp atau sejajar sampel kontrol maka dapat dikatakan bahwa diduganya keberadaan gen
Zein pada semua sampel uji (gambar 5.3). Artinya semua sampel uji diduga
mengandung bahan selain kopi arabika yaitu jagung.

Namun hasil amplifikasi secara simpleks pada sampel uji terhadap keberadaan kopi
arabika menunjukkan hasil yang berbeda. Dapat dilihat pada gambar 5.3 tidak semua
sampel uji no 3,5,7, dan 9 menunjukkan keberadaan pita dari primer gen ClpP karena
hanya pada sampel uji no 5 dan 9 diduga menunjukkan pita yang sejajar 114 bp atau
sampel kontrol no 1, sedangkan sampel uji no 3 dan 7 diduga tidak menunjukkan
keberadaan pita gen ClpP. Sehingga dapat dikatakan bahwa sampel uji no 5 dan 9
diduga mengandung kopi arabika, dimana kopi arabika merupakan bahan utama yang

seharusnya ada pada semua sampel uji ini.



BAB VI. SIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Dalam penelitian ini dapat disimpulkan bahwa metode PCR Gel-Based dapat
digunakan dalam mendeteksi gen Zein jagung (Zea mays) pada serbuk kopi arabika
(Coffea arabica) yang ada diperdagangan, dengan hasil elektroforesis gel yang
didapatkan yaitu diduganya keberadaan gen Zein pada semua sampel uji (serbuk kopi
arabika yang ada diperdagangan) yang artinya keempat sampel uji tersebut diduga
mengandung bahan lain yaitu jagung. Sedangkan dari keempat sampel uji tersebut

hanya sampel uji no 5 dan 9 yang diduga mengandung kopi arabika.

6.2. Saran

Dari hasil penelitian ini terdapat beberapa saran untuk pengembangan metode PCR
Gel-Based dalam deteksi jagung pada serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan,

yaitu sebagai berikut:

a. Hasil dari penelitian ini perlu dikonfirmasi kembali dengan menggunakan metode
lain seperti spektrofotometer uv-vis.
b. Untuk penelitian lebih lanjut perlu dilakukannya analisis kuantitatif terhadap hasil

isolasi DNA, yang bertujuan untuk mengetahui tingat kemurnian DNA tersebut.
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Lampiran 3. Hasil evaluasi primer
Hasil Evaluasi Primer ClpP
Left / Forward : TTC CGA AGT CCT GGA GAG

Right / Reverse : CGG AGG ATATCT CAATCG

Tm
Software Primer | Panjang %GC
Melting Temperature

http://www.sciencel Left 18 56 50
auncher.com/oligoc

alc.html Right 18 50 48
http://biotools.nubic. Left 18 56 50,3
northwestern.edu/Ol

igoCalc.html Right 18 50 48

Hasil Evaluasi Primer Zein
Left / Forward : TGG CCA GCT AGC TAC AAC AAA CCG
Right / Reverse : GCG GGG TTA GCC GAA AAC TGCT
Tm
Software Primer | Panjang %GC
Melting Temperature

http://www.sciencel Left 24 54 59
auncher.com/oligoc

alc.html Right 22 59 59
http://biotools.nubic. Left 24 54 59
northwestern.edu/Ol

igoCalc.html Right 22 59 58,6



http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html
http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html
http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html
http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html
http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

Lampiran 4. Certificate Analysis of Primers
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Rukar Mutiara Taman Palern Blok E3 No.9 Cengkareng Jakarta 57
Rukan Mutiara Taman Palem Blok E3 No.9 Cengkareng Jakarta Ordler date : 2019/12/23
11730 Packing date : 2019/12/24
Page : 5/8

Olige. | ClpP-F

SEQ | 5- 110 CGAAGT CCT GGA GAG 3 (18me)

MW - - Yield o Esrd I
— 3 (scalle)‘ Ty | -
calculated | measured | OD | nmol | umow

GC% -

P

S EVAER |

55.56 5539.6 5535.6 8.4 | 32.0 0.05 56.1

“vol. for 100pmol/ul * |- * Purification ) Modification
320.0 MOPC

Oligo | ClpP-R

SEQ | 5-0CG AGG ATA TCT CAATCG -3 (18me)

1

Ny e e

S ol s SR e S o
calculated | measured | OD | nmol | (umoles) s 3
50,0 l 523,06 5519.9 6.5 [ 32.0 0.05 453.9 :
vol. for 100pmol/ul Purification Modification
320.0 MOPC i

P
Oligo | Zein_protein - F
SEQ | 5-TGG CCA GCT AGC TAC AAC AAA CCG-3' (24mer)

Mw Yield g e
Tm(c]
calculated | measured | OD | nmol| (Umoles) |~ ©

54.17 | 7315.8 7309.3 |81 | 300 | 005 | 67.0 | 3
vol, for T00pmol/ul -Purification Modification
300.0 MOPC

GC%

Oligo | Zein_protein-R
SEQ | 5-GCGUGE [TA GCC GAA AAC TGC T- 3 (22mer)
MW ; Yield : - G o
calculated | measured | OD | nmol (‘:'c‘g::’) mie)| 4
59.09 6800.4 6790.6 7.3 | 30.0 0.05 65.9 4
vol. for 100pmol/ul || Purification Modification | °
300.0 MOPC
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Lampiran 5. Surat determinasi jagung dan kopi arabika

INSTITUT TEKNOLOGI BANDUNG
SEKOLAH ILMU DAN TEKNOLOGI HAYATI

Jalan Ganesha 10 Bandung 40132, Telp: (022) 251 1575, 250 0258, Fax (027) 253 4107
e-mall :sith@itb.acdd  hitp://www.sithith.ac.id

Nomor : 3540/11.C0O2.2/PL/2020, 30 Januari 2020
Hal  Determinast tumbuhan
Kepada Yth,

Dekan Fakultas Famnasi
Universitas Bhakti Kencana
Jalan Sockarno Hatta No. 754
Bandung

Memperhatikan  surat permintaan  Saudara dalam surat No. 0134/03.FF/UBK/I/2020 tanggal 23
Januari 2020 mengenai determinasi tumbuhan, dengan ini kami sampaikan bahwa sctelah dilakukan
determinasi olch staf kami, tumbuhan yang dibawa oleh Sdr. Jeane Luthfiyyah (NPM: [1161090),

adalah :
No Sampel Hasil determinasi Famili
1. Jagung Zea mays L. Poaceae (Graminae)
2, Kopi arabica Coffea arabica L. Rubiaceac
Referensi:

1. Backer, C.A. & Bakhuizen van den Brink, Jr. R.C. 1965. Flora of Java. Volume [I. N.V.P, Noordhoff
— Groningen, the Netherlands. pp. 322,

2. Backer, C.A. & Bakhuizen van den Brink, Jr. R.C. 1968. Flora of Java, Volume [Il. N.V.P.
Noordhoff — Groningen, the Netherlands. pp. 625.

3. Cronguist, A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering Plants. Columbia
University Press, New York. pp. Xiii — Xviil.

Demikian yang kami sampaikan. Atas perhatian dan kerjasama yang diberikan, kami ucapkan terima
kasih.

Tembusan ;
Dekan SITH I'TB, sebagai laporan
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Lampiran 6. Dokumentasi saat penelitian

Gambar Thermal Cycler PCR Gambar UV Transluminator

Gambar Alat elektroforesis Gambar Isolasi sampel uji



35

Gambar Tahapan Gambar Vortex Gambar Inkubasi
isolasi sampel uji 2-3 detik pada suhu 65°C
tahapan isolasi
sampel uji

Gambar Penimbangan Gambar Penggerusan Gambar Sentrifuga sampel tahap
sampel kontrol sampel kontrol isolasi
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Lampiran 7. Amplikon Sampel Kontrol dan Uji

Gambar Amplikon (hasil amplifikasi) sampel biji kopi arabika segar menggunakan primer ClpP

Gambar Amplikon (hasil amplifikasi) sampel jagung segar menggunakan primer Zein

Gambar Amplikon (hasil amplifikasi) sampel serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan
menggunakan primer CIpP



Gambar Amplikon (hasil amplifikasi) sampel serbuk kopi arabika yang ada diperdagangan
menggunakan primer Zein
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