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Perbandingan deteksi DNA menggunakan gen D-loop dan
gen diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT 1) pada susu
pasteurisasi
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diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT 1) genes in pasteurized
milk
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Abstract: Detection for halal products or adulteration products using DNA as a genetic marker can be
performed. This study was conducted to compare mitochondrial DNA (D-loop gene) and nuclear DNA
(Diacylglycerol acyltransferase 1 gene) in pasteurized milk. Amplification D-loop and Diacylglycerol
asyltransferase 1 (DGAT 1) genes were performed by in vitro using the Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique. The result of DNA visualization using Polyacrylamide Gel (Polyrilamide Gel Electrophoresis)
technique (PAGE 6%) showed the DNA bands of D-loop gene thicker than Diacylglycerol acyltransferase 1
(DGAT 1) gene.

Keywords: D-loop gene, Diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT 1) gene, Polymerase Chain Reaction
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Abstrak: Deteksi produk halal atau produk campuran menggunakan DNA sebagai marker genetik dapat
dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan hasil deteksi DNA menggunakan DNA
mitokondria (gen D-loop) dan DNA inti (gen Diacylglycerol acyltransferase 1) pada susu pasteurisasi.
Amplifikasi gen D-loop dan gen Diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT 1) dilakukan secara in vitro
menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Hasil visualisasi DNA menggunakan teknik
Elektroforesis Gel Poliakrilamid (PAGE 6%) menunjukkan bahwa gen D-loop menghasilkan pita DNA lebih
tebal dibandingkan dengan gen Diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT 1).

Kata Kunci: Gen D-loop, gen Diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT 1), Polymerase Chain Reaction
(PCR), susu pateurisasi
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Pendahuluan
Susu merupakan salah satu produk yang sering

dikonsumsi dan dikomersialkan. Percampuran susu
sapi dengan susu lainnya dapat menimbulkan
permasalahan kesehatan dan permasalahan kehalalan
produk (Norrakiah et al., 2015). Percampuran susu
di dalam produk komersial yang tidak sesuai dengan
label dapat menyebabkan alergi atau meningkatkan
kolesterol (Low Density Lypoprotein) di dalam
darah. Produk susu yang mengandung derivat babi
merupakan permasalahan haram bagi umat muslim.
Beberapa negara muslim menggunakan DNA
mitokondria dan DNA inti sebagai marker untuk
mengidentifikasi spesies di dalam produk komersial
halal (Shahilah et al., 2016; Rezazadeh et al., 2014;
Farouk et al., 2006; Maskova et al., 2006; Murugaiah
et al., 2009; Hamzah et al., 2014).

DNA mitokondria mudah digunakan untuk
mendeteksi DNA karena ribuan kopi DNA
mitokondria terdapat di dalam sel. Gen D-loop
merupakan salah satu DNA mitokondria yang
berhasil digunakan untuk mendeteksi kehalalan
produk daging sapi, abon, nuget ayam, sosis domba,
dan bakso (Hamzah et al., 2013; Rahmawati et al.,
2016). Primer D-loop dapat mengenali semua spesies
yang berbeda di dalam produk campuran. Primer D-
loop mampu menempel pada sekuen DNA babi dan
ayam di dalam produk bakso daging campuran
(Fatimah, 2013). Deteksi gen D-loop di dalam
produk susu pasteurisasi belum pernah dilaporkan.
DNA di dalam susu berasal dari sel epitel ambing
yang ikut keluar bersamaan ketika susu diperah.

Gen Diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT
1) merupakan salah satu gen inti yang berpengaruh
terhadap variasi komposisi lemak dan protein susu
(Koopaei et al., 2012). Perubahan basa nukleotida
yang menghasilkan asam amino lisin menyebabkan
tingginya komposisi lemak dan protein susu (Abu
Sara et al., 2015). Lemak dan protein susu
merupakan faktor penghambat teknik Polymerase
Chain Reaction untuk mendeteksi DNA. Tingkat
keberhasilan Polymerase Chain Reaction (PCR)
ditentukan oleh kualitas DNA dari kontaminasi
faktor penghambat PCR (Schrader et al., 2013).
Variasi teknik isolasi DNA dari produk susu segar
dilakukan untuk memperoleh kualitas DNA yang

tinggi (Volk et al., 2014). Tujuan penelitian ini
adalah untuk membandingkan deteksi DNA
menggunakan gen D-loop dan gen Diacylglycerol
acyltransferase 1 (DGAT 1) pada sampel susu
pasteurisasi.

Bahan dan metode
Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di bagian Fungsi
Hayati dan Perilaku Hewan, Departemen Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Institut Pertanian Bogor.

Bahan
Sampel yang digunakan pada penelitian ini

adalah susu sapi pasteurisasi dari Fakultas
Peternakan Institut Pertanian Bogor.

Ekstraksi DNA Sampel Susu Pasteurisasi
Prosedur ekstraksi DNA secara manual

dilakukan berdasarkan Sambrook et al., (1989).
Sampel susu 500 µl diencerkan menggunakan NaCl
0,9% untuk memisahkan sel dari cairan susu. Proses
pengendapan sel dilakukan dengan sentrifugasi 1000
g selama 10 menit. Pengendapan sel dilakukan
sebanyak dua kali dengan volume NaCl ditambahkan
setengah dari volume awal. Endapan berupa sel
epitel ambing. Proses lisis sel menggunakan enzim
Proteinase K yang diikubasi pada suhu 55ºC selama
1 jam. Kemudian digunakan SDS (Sodium Dodecyl
Sulfat) dan STE (Salt Tris EDTA). Tahap purifikasi
menggunakan NaCl 5M. Perbandingan volume
Fenol:Kloroform:Isomilalkohol adalah 25:24:1.
Proses presipitasi DNA menggunakan alkohol
absolut 2x volume awal dan NaCl 5 M 1/10 volume
awal. Pada tahapan presipitasi DNA diendapkan
dengan sentrifugasi 1200 g selama 10 menit.

Amplifikasi
Gen Diacylglycerol-acyltransferase 1 (DGAT

1) dan gen D-loop diamplifikasi menggunakan mesin
Polymerase Chain Reaction (Takara PCR Thermal
Cycler MP4). Total volume PCR adalah 20 µl terdiri
dari 0,8 µl masing-masing primer (Tabel 1), 2 µl
template DNA, dan 10 µl Taq DNA polymerase
Ready Mix (Kappa 0,05 U/ml, 25 mM Mg
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polymerase buffer, dan dNTP 4 mM). Kondisi
amplifikasi gen Diacylglycerol-acyltransferase 1
(DGAT 1) dilakukan dengan predenaturasi 94ºC
selama 1 menit, dilanjutkan dengan 30 siklus
denaturasi 94ºC selama 1 menit, penempelan primer
54ºC selama 1 menit 30 detik, pemanjangan 72ºC

selama 2 menit, diakhiri dengan pemanjangan akhir
72 ºC selama 7 menit. Untuk gen D-loop dilakukan
dengan predenaturasi 94ºC selama 1 menit,
penempelan primer 58ºC selama 1 menit 30 detik,
pemanjangan 72ºC selama 2 menit, diakhiri dengan
pemanjangan akhir 72ºC selama 7 menit.

Table 1. Sekuens Primer Gen Diacylglycerol-acyltransferase 1 (DGAT1) and Gen D-loop

Gen Primer Sequence Primer
DGAT AF115 (Forward) 5' --TTG GCA GGT TGT AGC ATG AG—3’

AF116 (Reverse) 3' --GCA AGG CCT CCA GTT TTG TA--- 5’
D-loop AF22 (Forward) 5' --GCG TAC GCA AAT CCT ACG ATC A- 3’

AF23 (Reverse) 3' --ATG CAG TTA AGT CCA GCT AC –5’

Visualisasi Produk Amplifikasi
Produk amplifikasi gen D-loop dan gen

Diacylglycerol-acyltransferase 1 (DGAT 1)
menggunakan teknik Elektroforesis Gel
Poliakrilamid (PAGE 6%) dengan konsentrasi bufer
1Χ TBE (Tris-HCl 0,5; Asam Borat 0,65; EDTA
0,02 M). Visualisasi DNA dilakukan menggunakan
pewarnaan perak berdasarkan Byun et al., (2009).

Hasil
Amplifikasi gen D-loop menunjukkan fragmen

DNA sebesar 800 pb (Gambar 1). Fragmen DNA

yang dihasilkan tebal dan tunggal. Hal ini
kemungkinan karena gen D-loop merupakan gen
mitokondria yang memiliki cetakan DNA dalam
jumlah yang banyak di dalam sel. Namun warna
fragmen DNA menunjukkan pita DNA yang kurang
terang.

Hasil amplifikasi gen Diacylglycerol-
acyltransferase 1 (DGAT 1) pada sampel susu
menunjukkan ukuran sebesar 500 pb (Gambar 2).
Pita DNA yang dihasilkan adalah tunggal, sangat
tipis, kurang terang, dan tidak utuh.

Gambar 1. Produk amplifikasi gen D-loop. M: Marker, 1: Sampel susu no 1, 2: Sampel susu no 2, 3: Sampel
susu no 3.

M 21 3

800 pb
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Gambar 2. Produk amplifikasi gen Diacylglycerol-acyltransferase 1 (DGAT 1). M: Marker, 1: Sampel susu
no 1, 2: Sampel susu no 2, 3: Sampel susu no 3.

Pembahasan
Label komposisi dan kehalalan produk

dibutuhkan untuk meningkatkan keamanan dan
kualitas pangan. Identifikasi spesies di dalam susu
pasteurisasi dengan menggunakan teknik PCR dapat
dilakukan. Penelitian ini dibandingkan cara deteksi
DNA dari produk susu pasteurisasi menggunakan
DNA mitokondria dan DNA inti. Gen D-loop
berhasil teramplifikasi dengan ukuran pita DNA
sebesar 800 pb. Hasil visualisasi gen D-loop secara
elektroforesis menunjukkan fragmen DNA yang
tebal. Hal ini kemungkinan karena gen D-loop
merupakan gen mitokondria yang memiliki cetakan
DNA dengan jumlah yang banyak di dalam sel. Hasil
visualisasi gel elektroforesis gen Diacylglycerol-
acyltransferase 1 (DGAT 1) menunjukkan fragmen
DNA yang sangat tipis jika dibandingkan dengan gen
D-loop. Namun primer gen Diacylglycerol-
acyltransferase 1 (DGAT 1) dapat teramplifikasi
pada gen target dengan ukuran fragmen DNA
sebesar 500 pb.

Keberhasilan amplifikasi DNA menggunakan
teknik PCR tidak hanya dipengaruhi oleh desain
primer. Namun, keberhasilan amplifikasi juga
ditentukan oleh metode ekstraksi DNA yang
digunakan. Susu memiliki lemak dan protein yang
sangat banyak (Murphy et al., 2002). Lemak dan
protein merupakan faktor penghambat PCR
(Nooratiny et al., 2013). Lemak dan protein dapat

menghambat kerja enzim polimerase. Visualisasi
pita DNA tunggal dan tidak utuh pada gen
Diacylglycerol-acyltransferase 1 (DGAT 1) diduga
dipengaruhi oleh metode ekstraksi DNA yang
digunakan. Selain itu, fragmen DNA yang dihasilkan
pada kedua gen menunjukkan warna pita DNA yang
kurang terang. Hal ini kemungkinan karena masih
terdapat protein di dalam sampel. Ekstraksi DNA
menggunakan metode Phenol-Chloroform yang
digunakan pada sampel susu menghasilkan pita DNA
yang kurang terang dan tidak utuh (Usman et al.,
2014).

Susu sangat tepat digunakan sebagai sumber
DNA karena mudah diperoleh tanpa membuat stres
pada hewan (Prokorska et al., 2016). DNA di dalam
susu berasal dari sel epitel ambing yang ikut keluar
ketika susu diperah. Di dalam susu pasteurisasi
masih terkandung DNA meskipun sudah mengalami
beberapa kali proses hingga produk dihasilkan.
Kesadaran konsumen terhadap label keamanan dan
kehalalan pangan semakin meningkat. Susu
pasteurisasi dapat digunakan sebagai sumber DNA
untuk mendeteksi produk minuman halal.

Kesimpulan
Deteksi DNA menggunakan gen D-loop

memperlihatkan pita DNA yang lebih jelas
dibandingkan dengan gen Diacylglycerol-
acyltransferase 1 (DGAT 1). Ekstraksi DNA
menggunakan metode Phenol-Chloroform dapat

500 pb
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digunakan untuk isolasi DNA dari sampel susu
pasteurisasi. Susu pasteurisasi dapat digunakan
sebagai sumber DNA untuk mendeteksi produk
minuman halal.
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