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INTISARI

Pemeriksaan Deoxyribonucleic Acid merupakan metode identifikasi primer dalam kasus forensik.
Bercak darah yang ditemukan di tempat kejadian perkara seringkali terpengaruh oleh berbagai faktor
lingkungan salah satunya sinar ultraviolet dari matahari. Tujuan dari penelitian ini yaitu membandingkan
kuantitas dan kualitas DNA hasil ekstraksi dari bercak darah pada pisau pasca paparan sinar ultraviolet
dan matahari selama 0, 15 dan 30 hari. Metode yang digunakan yaitu Rancangan Faktorial; sumber sinar
(UVA, sinar matahari secara langsung dan tidak langsung); dan lama perlakuan (0, 15 dan 30 hari). Bercak
darah dibuat dengan diteteskan 50 pL sampel darah manusia pada satu sisi mata pisau kemudian diberikan
perlakuan. Analisis DNA meliputi ekstraksi dengan Chelex 5%; uji kuantitas dan kualitas DNA dengan
spektrofotometer SimpliNano; dan uji kualitas DNA total dengan elektroforesis gel agarose; serta PCR.
Analisis data kuantitif menggunakan uji Univariate yang dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kuantitas DNA pada sampel yang dipaparkan sinar UVA dan matahari (secara
langsung) mengalami peningkatan pada hari ke-15 akibat fragmentasi DNA sedangkan sampel yang
terpapar sinar matahari (secara tidak langsung) mengalami penurunan kuantitas DNA dengan semakin
lamanya perlakuan. Kualitas DNA berupa kemurnian DNA menghasilkan ekstrak DNA yang tidak murni.
Kualitas DNA total dengan elektroforesis gel agarose pada semua sampel menunjukkan bahwa semakin
lamanya perlakuan menghasilkan pita pendaran DNA yang semakin redup atau tipis dengan noda
memanjang (smear).

Kata kunci: bercak darah, UVA, sinar matahari, kuantitas DNA, kualitas DNA.

ABSTRACT
Examination of Deoxyribonucleic Acid is the primary identification method in forensic cases. Blood

stains found at the scene of a crime are often affected by various environmental factors, one of which is
ultraviolet light from the sun. Purpose of this study is to compare the quantity and quality of DNA
extracted from blood stains on the blade after exposure to ultraviolet light and the sun for 0, 15 and 30
days. The method used is a factorial design: light source (UVA, indirect sunlight and direct sunlight); and
duration of treatment (0, 15 and 30 days). Blood stains are made by dripping a S0uL. of human blood on
one side of the blade and then given treatment. DNA analysis includes: extraction with Chelex 5%; DNA
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quantity and quality test with SimpliNano spectrophotometer; total DNA quality test with agarose gel
electrophoresis; and PCR. Quantitative data analysis using Univariate test followed by Duncan test. The
results showed that the quantity of DNA in samples exposed to UVA and sunlight (directly) increased on
the 15th day due to DNA fragmentation while samples exposed to sunlight (indirectly) decreased the
quantity of DNA with the duration of treatment. DNA quality in the form of DNA purity produces an
extract of DNA that is not pure. The total DNA quality with agarose gel electrophoresis on all samples
showed that the longer the treatment resulted in a dimmer or thinner band of DNA luminescence with

smears.

Keywords: blood stains, UVA, sunlight, quantity of DNA, quality of DNA

PENDAHULUAN

Metode identifikasi dalam kasus forensik
terdiri dari dua jenis yaitu identifikasi primer dan
sekunder. Metode identifikasi primer yang diakui
oleh Interpol vyaitu sidik jari, analisis
Deoxyribonucleic Acid (DNA), status gigi geligi
dan antropologi atau radiologi forensik (Taylor
and Kieser, 2016). Menurut Notosoehardjo
(2003) pemeriksaan DNA dipilih  karena
komponennya yang bersifat individual dan
spesifik, sehingga dapat membedakan satu
individu dengan individu yang lain. Darah
merupakan salah satu material biologis yang
potensial dalam pembuktian dalam kasus pidana
(Yudianto, 2013). Bercak darah mengandung
komponen darah yang potensial yaitu sel darah
yang memiliki inti sel sebagai sumber DNA
(National Institute of Justice, 2013).

Barang bukti biologis pada tempat kejadian
perkara (TKP), seringkali tidak dalam kondisi
yang baik atau sudah terpengaruh oleh berbagai
faktor lingkungan (Hall et al., 2014). Salah satu
faktor lingkungan yang mendominasi di
Indonesia sebagai negara tropis yaitu paparan
sinar matahari (Yosephin et al., 2014). Matahari
mampu memancarkan gelombang
elektromagnetik berupa energi radiasi yaitu sinar
ultraviolet (UV). Sinar ultraviolet-A merupakan
salah satu sinar ultraviolet yang dipancarkan
matahari, dimana UVA mampu memancarkan
95% radiasinya hingga ke bumi (Hall et al.,
2014). Paparan sinar radiasi menurut Alaeddini et
al. (2010) dapat menurunkan Kkualitas pada
sampel DNA yang ditunjukkan dengan adanya
kegagalan dalam proses amplifikasi.

Pengaruh sinar UV terhadap DNA juga
diteliti pada beragam media sebagai tempat
ditemukannya bercak darah. Hall et al. (2014)
menyatakan bahwa paparan sinar UVA dan UVB
pada bercak darah di kain katun menyebabkan
modifikasi basa DNA dan pemutusan untai DNA
sehingga mempengaruhi kuantitas hasil ekstraksi
DNA. Penelitian Jauhani et al. (2020)
menunjukkan bahwa bahwa paparan sinar
ultraviolet-C dan tanah menyebabkan degradasi
DNA pada sampel bercak darah berupa
fragmentasi DNA sehingga terjadi peningkatan
kuantitas DNA yang disertai dengan penurunan
kualitas DNA. Penelitian Putri dan Junitha (2015)
menunjukkan bahwa hasil kuantitas dan kualitas
dari ekstraksi DNA darah kering pada besi dan
kayu akan mengalami penurunan sejalan dengan
lama waktu penyimpanan. Hal ini sejalan dengan
penelitian Fattorini et al. (1999) dimana hasil
analisis DNA dari dua bercak darah yang berusia
tiga belas tahun menunjukkan penurunan kualitas
DNA secara struktural yang tidak utuh.

Penggunaan beragam media bercak darah
dan kaitannya dengan sinar UV serta matahari
dalam penelitian DNA merupakan gambaran
yang dibuat berdasarkan berbagai penemuan
barang bukti kasus kejahatan di tempat kejadian
perkara (TKP) (Hall et al., 2014; Putri dan
Junitha, 2015; dan Jauhani et al., 2020). Namun,
belum ada yang meneliti pengaruh sinar UV dan
matahari pada pisau. Pisau menurut Langi (2016)
merupakan salah satu senjata tajam dalam kasus
kejahatan yang sering terjadi dalam masyarakat.
Hal ini sejalan dengan data Badan Pusat Statistik
Indonesia (2020), bahwa kasus pencurian dengan
kekerasan menggunakan senjata tajam pada tahun
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2019 berjumlah 687 kasus yang lebih tinggi dari
pada menggunakan senjata api yaitu 143 kasus.
Berdasarkan hal tersebut, maka pentingnya
dilakukan  penelitian pada pisau yang
dikombinasikan dengan paparan sinar UV dan
matahari terhadap kuantitas dan kualitas DNA
hasil ekstraksi dari bercak darah.

BAHAN DAN METODE
Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada tanggal 8
Maret 2022 sampai 25 Mei 2022. Pengambilan
darah manusia dari probandus dilakukan di
RSPTN Universitas Udayana, Jimbaran, Bali.
Perlakuan pada sampel dilaksanakan di UPT
Laboratorium Forensik Universitas Udayana,
Jimbaran. Analisis DNA terdiri dari ekstraksi
DNA dengan Chelex 5%, uji kuantitas dan
kualitas DNA  dengan  spektrofotometer
SimpliNano dan uji kualitas DNA total
menggunakan elektroforesis gel agrose serta PCR
yang dilaksanakan di UPT Laboratorium
Forensik Universitas Udayana dan Laboratorium

Biomedik  Terpadu Fakultas  Kedokteran
Universitas Udayana.
Metode

Rancangan percobaan penelitian

menggunakan Rancangan Faktorial dengan 2
faktor; sumber sinar (UVA, tidak terpapar sinar
matahari secara langsung dan sinar matahari) dan
lama perlakuan (0, 15 dan 30 hari). Pelaksanaan
penelitian berupa pengambilan sampel darah
probandus, perlakuan pada sampel dan analisis
DNA yang dilakukan sebagai berikut.

Pengambilan sampel darah probandus
Pengambilan darah manusia dari 1
probandus berjenis kelamin laki-laki dilakukan
melalui intravena yang diambil oleh tenaga ahli
sebanyak 2 mL. Sampel darah dimasukkan ke
dalam vacuum tube EDTA berukuran 3 mL
(Siswanto et al., 2016). Kriteria sampel darah
manusia meliputi kriteria inklusi dan Kkriteria
eksklusi yang berdasarkan syarat pendonor darah
menurut Peraturan Menteri Kesehatan RI1 (2015).

Perlakuan pada sampel
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Darah segar dari probandus sebanyak 50 puL.
langsung diproses ke tahap ekstraksi DNA
sebagai kelompok kontrol (K1). Pada sampel
lainnya yaitu digunakan satu sisi mata pisau yang
berbahan stainless steel lalu dibuat bercak darah
dengan meneteskan sampel darah manusia
sebanyak 50 pL menggunakan pipet mikro secara
tegak lurus pada sudut 90° (Elpia et al., 2016).
Selanjutnya, pisau diberikan perlakuan yaitu
dipaparkan  sinar  dalam  kotak = UVA
menggunakan Evaco BLB 20W dengan jarak 3,2
cm (Rahi et al., 2021); panjang gelombang UVA
340, 05 nm; dosis UVA sebesar 4,700-4,603
Ws/cm? (P1), tidak dipaparkan sinar secara
langsung (diletakkan di dalam ruangan) (P2),
dipaparkan penyinaran matahari (P3) dan pisau
yang tidak disinari pada hari ke-0 (1 jam
pengeringan) sebagai kelompok kontrol (K2).
Masing-masing kelompok perlakuan dilakukan 3
kali ulangan. Penyinaran pada sampel kelompok
perlakuan dilakukan selama 15 dan 30 hari yang
disesuaikan dengan perkiraan waktu terbit-
tenggelam matahari setiap harinya di Jimbaran
berdasarkan info perkiraan cuaca BMKG (2022).
Bercak darah dari semua kelompok sampel pada
waktu atau hari akhir pengamatan diambil dengan
cara diusap pada masing-masing satu sisi mata
pisau dengan cotton swab steril yang ditetesi
aquades steril hingga bersih. Cotton dari swab
tersebut dilanjutkan dengan ekstraksi DNA.

Analisis DNA
a. Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA pada sampel bercak darah
dilakukan menggunakan metode Chelex 5%
(Willard et al., 1998). Sampel darah segar
sebanyak 50 pL dimasukkan pada tube 1,5 mL
kemudian ditambahkan 200 uL. PBS (Phosphate
Buffer Saline) 1x. Sampel bercak darah pada
cotton swab dibersihkan ke dalam tube 1,5 mL
yang berisi 200 pL. PBS (Phosphate Buffer
Saline) 1x. Selanjutnya semua sampel divortex
selama 5 detik kemudian diinkubasi pada suhu
kamar selama 30 menit. Sampel dilanjutkan
dengan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000
rpm selama 3 menit. Supernatan dihilangkan
sebanyak +150 pL lalu ditambakan 200 pL
Chelex 5%. Sampel dilanjutkan dengan
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diinkubasi pada water bath pada suhu 56° selama
30 menit lalu divortex selama 5 detik. Selanjutnya
sampel diinkubasi pada hot plate dengan suhu
100°C selama 8 menit kemudian divortex selama
5 detik. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan
10.000 rpm selama 3 menit dan supernatan
diambil = 100 pL dan dimasukkan ke dalam tube
1,5 mL. Sampel disimpan dalam refrigerator
untuk uji kuantitas DNA dan dilanjutkan dengan
uji kualitas DNA serta PCR.

b. Uji kuantitas dan kualitas DNA dengan
spektrofotometer SimpliNano

Uji kuantitas DNA hasil ekstraksi diawali
dengan menyiapkan alat spektrofotometer
SimpliNano.  Persiapan  dilakukan  dengan
menyalakan alat tersebut kemudian diatur
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm.
Selanjutnya dilakukan uji blanko dengan Chelex
5% dan distrerilkan dengan aquades. DNA hasil
ekstraksi ditambahkan pada tempat sampel
sebanyak 1 pL. Hasil uji ini berupa konsentrasi
DNA dengan satuan ng/ uL dan kemurnian DNA
dari perbandingan A260 nm dengan A280
(BioChrom, 2015).

c. Uji kualitas DNA total menggunakan
elektroforesis gel agarose

Uji kualitas DNA hasil ekstraksi diawali
dengan 1,5% gel agarose sebanyak 0,52 gr pada
tabung Erlenmeyer ditambahkan 35 mL TBE
(Tris Borat EDTA) 1x. Selanjutnya dipanaskan
pada suhu 70°C menggunakan microwave selama
1 menit, lalu didiamkan hingga hangat kuku.
Tabung Erlenmeyer tersebut ditambahkan 1 pL
Gel Red kemudian sisir sumuran dipasangkan
pada cetakan gel lalu gel ditambahkan ke dalam
cetakan hingga memadat + 20 menit. Setelah gel
memadat sisir sumuran diangkat vertikal secara
perlahan-lahan. Gel ini kemudian dimasukkan ke
dalam tangka elektroforesis lalu ditambahkan
buffer TBE (Tris Borat EDTA) 0,5x hingga gel
terendam. Sampel DNA sebanyak 3 pL
dicampurkan dengan 1 pL loading buffer di atas
kertas parafilm. Campuran sampel dan 2 uL DNA
ladder 100 bp lalu dimasukkan ke dalam masing-
masing sumuran gel. Mesin elektroforesis
kemudian dialari listrik dengan tegangan 50 Volt
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selama 30 menit. Hasil visualisasi dengan UV-
transilluminator diamati dan difoto (Dewinta et
al., 2022).

d. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Uji kualitas DNA menggunakan PCR
diawali dengan preparasi reagen. Tube PCR 0,2
mL ditambahkan 7,5 pL master mix, 51 pL
nuclease-free water dan 1,2 pL primer
(D11S1984, SRY dan Amelogenin) lalu divortex
selama 5 detik. Selanjutnya 1,2 puL DNA
ditambahkan ke dalam tube PCR 0,2 mL yang
berisi  reagen  kemudian  dihomogenkan
menggunakan vortex dan dilanjutkan
menggunakan sentrifugasi mini. Campuran ini
lalu dimasukkan ke dalam mesin PCR. Proses
PCR dilakukan sebanyak 35 siklus yang terdiri
dari intial incubation pada suhu 94°C selama 5
menit, dilanjutkan dengan denaturation pada
suhu 94°C selama 1 menit, annealing selama 1
menit pada suhu 58°C (primer D11S1984); 62 °C
(primer SRY); 62°C (primer Amelogenin),
extention pada suhu 72°C selama 1 menit dan
final extention pada suhu 72°C selama 10 menit.

Hasil PCR dielektroforesis dengan gel
agarose 1,5% dalam dalam buffer TBE (Tris
Borat EDTA) 1x. Sampel yang digunakan 3 uL
dan size marker menggunakan 2 uL DNA ladder
100 bp. Elektroforesis dilakukan selama 50 menit
pada tegangan 50 Volt. Proses visualisai pita
DNA dilakukan dengan UV transilluminator.

Analisis Data

Data kuantitatif yang diperoleh berupa
konsentrasi DNA (ng/uL) dan kemurnian DNA
(A260:A280) dari ekstraksi DNA bercak darah
pada masing-masing kelompok sampel. Analisis
data kuantitatif dilakukan menggunakan aplikasi
IBM SPSS For Windows Versi 25 dengan Uji
Univariate. Jika terdapat perbedaan nyata
(p<0,05), maka dilanjutkan dengan Uji Duncan.

HASIL
Kuantitas dan Kualitas DNA dengan
Spektrofotometer SimpliNano
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Hasil ekstraksi DNA dari 24 sampel
kemudian diuji menggunakan spektrofotometer
SimpliNano. Kuantitas DNA yang didapat berupa
konsentrasi DNA dan kualitas DNA berupa
kemurnian DNA. Analisis statistik uji Univariate
menunjukkan bahwa sumber sinar dan lama
perlakuan berbeda nyata terhadap rata-rata
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konsentrasi DNA (ng/uL) (p<0,05). Selain itu,
didapati bahwa terjadi interaksi antara sumber
sinar dan lama perlakuan rata-rata konsentrasi
DNA (ng/uL) (p<0,05). Hasil ini kemudian
dilanjutkan dengan uji Duncan yang ditampilkan
pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil analisis statistik rata-rata konsentrasi DNA pada uji kuantitas menggunakan
spektrofotometer SimpliNano dengan uji Univariate yang dilanjutkan dengan uji Duncan

Perlakuan Lama perlakuan Rata-rata
(hari) konsentrasi DNA
Segar 0 15 30 (sumber sinar)
K1 155,40+3,31 155,40a
K2 135,57+1,65 135,57b
P1 218,663,412  116,16+1,84 167,41c
P2 125,70+2,40  72,63+16,50 99,17d
P3 204,56+4,45  126,70+2,76 165,63c
Rata-rata 155,40a 135,57b 182,98c 105,17d

konsentrasi DNA
(lama perlakuan)

Keterangan : Notasi huruf yang berbeda di belakang angka menunjukkan perbedaan yang nyata antar
kolom dan antar baris pada taraf 5% (p<0,05); Angka di belakang tanda (=) menunjukkan standar deviasi;
Data rata-rata konsentrasi DNA dalam satuan ng/pL.

(K1) Sampel kelompok kontrol berupa darah segar yang langsung diekstraksi; (K2) Sampel kelompok
kontrol berupa bercak darah pada pisau di hari ke-0 (1 jam pengeringan) dan tanpa perlakuan penyinaran;
(P1) Sampel kelompok perlakuan berupa bercak darah pada pisau yang dipaparkan sinar UVA; (P2)
Sampel kelompok perlakuan berupa bercak darah pada pisau yang tidak dipaparkan sinar secara langsung
(diletakan di dalam ruangan); (P3) Sampel kelompok perlakuan berupa bercak darah pada pisau yang
dipaparkan sinar matahari

Berdasarkan uji Duncan menunjukkan
perbedaan nyata pada rata-rata konsentrasi DNA
sampel P1, P2 dan P3 jika dibandingkan dengan
sampel K1 (155,40 ng/uL) dan K2 (135,57 ng/uL)
(Tabel 1), sedangkan pada sampel P1 tidak
berbeda nyata dengan sampel P3 (Tabel 1). Selain
itu, dapat diamati bahwa seluruh sampel dengan
lama perlakuan 15 dan 30 hari memberikan rata-
rata konsentrasi DNA yang berbeda nyata jika
dibandingkan dengan sampel K1 (155,40 ng/uL)
dan K2 (135,57 ng/uL) (Tabel 1). Kombinasi
antara sumber sinar dan lama perlakuan
menyebabkan rata-rata konsentrasi DNA pada
sampel 15P1 (218,66+3,412 ng/ulL) dan 15P3
(204,56+4,45 ng/uL) yang seolah-olah lebih
tinggi jika dibandingkan dengan sampel K1 dan

K2 kemudian dilanjutkan dengan penurunan pada
sampel 30P1 (116,16+1,84 ng/uL) dan 30P3
(126,70+2,76 ng/uL) (Tabel 1). Namun, pada
sampel 15P2 (125,70+2,40 ng/ulL) dan 30P2
(72,63+16,50 ng/uL) terjadi penurunan rata-rata
konsentrasi DNA seiring dengan lamanya
perlakuan jika dibandingkan dengan K1 dan K2
(Tabel 1).

Analisis statistik uji Univariate
menunjukkan bahwa sumber sinar berbeda nyata
terhadap kualitas DNA (A260:A280) (p<0,05)
sedangkan lama perlakuan dan interaksi antara
sumber sinar dan lama perlakuan tidak ditemukan
perbedaan nyata terhadap kualitas DNA
(A260:A280) (p>0,05). Hasil ini kemudian
dilanjutkan dengan uji Duncan yang ditampilkan
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pada Tabel 2. Berdasarkan Tabel 2 menunjukkan
bahwa sumber sinar menyebabkan perbedaan

nyata pada kualitas DNA (A260:A280) antara

sampel K2, P2 dan P3 dengan sampel K1 dan P1,
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sedangkan antara sampel K1 dengan P1 tidak
berbeda nyata terhadap kualitas DNA
(A260:A280).

Tabel 2. Hasil analisis statistik rata-rata uji kualitas DNA menggunakan spektrofotometer SimpliNano
dengan uji Univariate yang dilanjutkan dengan uji Duncan

Perlakuan Lama perlakuan Rata-rata
(hari) kualitas DNA
Segar 0 15 30 (sumber sinar)
K1 1,48+0,09 1,48a
K2 1,21+0,01 1,21b
P1 1,46+0,04 1,47+0,26 1,46a
P2 1,17+0,02 1,14+0,05 1,16b
P3 1,19+0,06 1,15+0 1,17b
Rata-rata kualitas DNA 1,48a 1,21b 1,28b 1,26b

(lama perlakuan)

Keterangan : Notasi huruf yang berbeda di belakang angka menunjukkan perbedaan yang nyata antar
kolom dan antar baris pada taraf 5% (p<0,05); Angka di belakang tanda (=) menunjukkan standar deviasi;
Data uji kualitas DNA menggunakan spektrofotometer SimpliNano perbandingan A260 : A28.

(K1) Sampel kelompok kontrol berupa darah segar yang langsung diekstraksi; (K2) Sampel kelompok
kontrol berupa bercak darah pada pisau di hari ke-0 (1 jam pengeringan) dan tanpa perlakuan penyinaran;
(P1) Sampel kelompok perlakuan berupa bercak darah pada pisau yang dipaparkan sinar UVA; (P2)
Sampel kelompok perlakuan berupa bercak darah pada pisau yang tidak dipaparkan sinar secara langsung
(diletakan di dalam ruangan); (P3) Sampel kelompok perlakuan berupa bercak darah pada pisau yang
dipaparkan sinar matahari

Kualitas DNA  (A260:A280) pada
penelitian ini memiliki nilai berkisar antara 1,091-
1,585. Menurut BioChrom (2015)
spektrofotometer SimpliNano memiliki standar
kemurnian DNA yang baik apabila nilainya >1,8
dan <2,0. Berdasarkan hal tersebut maka hasil
ekstraksi DNA pada penelitian ini tidak baik atau
tidak murni. Menurut Siswanto et al. (2016)
apabila nilai kemurnian DNA kurang dari 1,8
mengindikasi bahwa hasil ekstraksi DNA tidak
murni dengan terkontaminasi oleh protein dan
sisa sel debiris.

Kualitas DNA Menggunakan Elektroforesis
Gel Agarose

Hasil uji kualitas DNA dari 24 sampel
menggunakan gel elektroforesis ditampilkan pada
Gambar 1. Berdasarkan hasil tersebut dapat
diamati semua sampel memiliki pendaran pita
DNA. Namun, intensitas pendaran pita DNA

yang dihasilkan tipis hingga samar-samar dan
memiliki smear. Berdasarkan Gambar 1 juga
dapat diamati bahwa semakin lamanya perlakuan
pada sampel menghasilkan pendaran pita DNA
yang semakin redup dan tipis. Selain itu, dapat
diamati sampel P1 memiliki kualitas DNA yang
lebih baik dari pada sampel P2 dan P3. Hal ini
terkonfirmasi dengan pendaran pita DNA dengan
smear yang lebih terang.
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Gambar 1. Hasil uji kualitas DNA menggunakan
1,5% gel agarose
(Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2022)
Keterangan : (15 dan 30) Lama perlakuan (hari);
(M) Marker; (K1) Sampel kelompok kontrol
berupa darah segar yang langsung diekstraksi;
(K2) Sampel kelompok kontrol berupa bercak
darah pada pisau di hari ke-0 (1 jam
pengeringan) dan tanpa perlakuan penyinaran;
(P1) Sampel kelompok perlakuan berupa bercak
darah pada pisau yang dipaparkan sinar UVA;
(P2) Sampel kelompok perlakuan berupa bercak
darah pada pisau yang tidak dipaparkan sinar
secara langsung (diletakan di dalam ruangan);
(P3) Sampel kelompok perlakuan berupa bercak
darah pada pisau yang dipaparkan sinar matahari

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) pada
penelitian ini menggunakan 3 primer yaitu SRY,
Amelogenin dan D11S1984. Hasil PCR pada ke-
24 sampel ditampilkan pada Gambar 2, 3 dan 4.

0 @ EE N B A A S A BN B B

Gambar 2. Hasil PCR dengan primer SRY
(Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2022)
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Gambar 3. Hasil PCR dengan primer
Amelogenin
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(Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2022)

Gambar 4. Hasil PCR dengan primer D11S1984
(Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2022)

Berdasarkan hasil tersebut semua sampel
memiliki pendaran pita DNA. Hal ini
mengindikasikan bahwa DNA seluruh sampel
masih dapat teramplifikasi. Namun, dapat diamati
pada sampel 30P3 memiliki pendaran pita DNA
yang paling tipis atau samar-samar dari pada
sampel yang lain (Gambar 2, 3 dan 4). Gambar 4
menunjukkan bahwa produk PCR dengan primer
D1151984 pada sampel K1-15P2;3 (Kiri ke kanan)
masing-masing memiliki pendaran pita DNA
palsu. Selain itu, pada sampel 30P2,, 30P23,
30P32 dan 30P33 memiliki pendaran pita DNA
yang paling redup dari pada sampel lainnya.

PEMBAHASAN
Kuantitas dan Kualitas DNA

Analisis DNA pada penelitian ini diawali
dengan mengekstraksi DNA dari 24 sampel.
Proses ini dilanjutkan dengan uji kuantitas dan
kualitas DNA menggunakan spektrofotometer
SimpliNano dengan panjang gelombang 260 nm
dan 280 nm. Penggunaan spektrofotometer
SimpliNano bertujuan untuk mengetahui akurasi
dari hasil ekstrak DNA berupa kemurnian DNA
dan konsentrasi DNA (ng/uL) (BioChrom, 2015).
Berdasarkan Tabel 1 rata-rata konsentrasi DNA
pada sampel 15P1 (218,66+3,412 ng/ulL) dan
15P3 (204,56+4,45 ng/ul) seolah-olah lebih
tinggi jika dibandingkan dengan K1, K2 dan 15P2
(Tabel 1). Hasil ini menunjukkan bahwa terjadi
interaksi antara sumber sinar dengan lama
perlakuan terhadap rata-rata konsentrasi DNA
(p<0,05). Hal ini juga didukung dengan hasil uji
kualitas DNA total menggunakan elektroforesis
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gel agarose, dimana sampel 15P1 dan 15P3
memiliki pendaran pita DNA dengan smear yang
lebih panjang daripada K1, K2 dan 15P2 (Gambar
1).

Menurut Andreasen and Manktelow (2009)
pendaran pita DNA dengan smear menandakan
bahwa DNA terfragmentasi. DNA vyang
terfragmentasi menghasilkan molekul DNA
dengan panjang basa yang lebih pendek
(Fatchiyah et al., 2011). Fragmentasi DNA
menyebabkan peningkatan jumlah molekul DNA,
hal ini karena alat spektrofotometer SimpliNano
membaca konsentrasi DNA berupa jumlah
molekul DNA vyang ditangkap oleh panjang
gelombang 260 nm (BioChrom, 2015) sehingga
konsentrasi DNA yang dihasilkan juga
meningkat. Hal ini juga ditemui oleh Mikutis et
al., 2019), konsentrasi DNA setelah 13 hari
paparan sinar matahari mengalami kenaikan yang
diikuti dengan ditemukannya panjang basa DNA
yang pendek. Sinar UVA yang dipaparkan pada
bercak darah menurut Hall et al. (2014) juga
mampu menyebabkan fragmentasi pada DNA.
Hal lain terkait degradasi DNA yang
menyebabkan DNA terfragmentasi dilaporkan
oleh Jauhani et al. (2020) juga terjadi pada sampel
bercak darah yang dipaparkan sinar UVC dan
tanah. Darlina et al. (2018) melaporkan bahwa
kerusakan DNA akibat radiasi dapat diketahui
dengan uji pencitraan komet, dimana besar dosis
radiasi yang dipaparkan berbanding lurus dengan
nilai parameter kerusakan DNA.

Mekanisme degradasi DNA oleh sinar
matahari terjadi secara sistematis. Menurut Hall
et al. (2014) sinar matahari yang sampai ke
permukaan bumi berupa sinar ultraviolet yaitu
UVA dan UVB. Paparan sinar ultraviolet yang
dihasilkan oleh matahari menurut Svobodova et
al. (2003) dan Marionnet et al. (2014) merupakan
pencetus reaksi fotokimia pada sampel materi
biologis secara eksitasi elektron. Eksitasi elektron
yang dimaksud ialah pemecahan molekul air yang
terkandung dalam materi  biologis lalu
menghasilkan spesies oksigen reaktif (reactive
oxygen species (ROS)). Tahap ini juga dapat
disebut bahwa DNA mengalami stress oksidatif
dan ROS menghasilkan radikal bebas (Nisha and
Deshwal, 2011 dan Nakabeppu, 2014). Pada
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kondisi ini DNA menjadi rentan sehingga
berikatan dengan radikal bebas (\Valanidis et al.,
2009). Ikatan ini menghasilkan modifikasi atau
kelainan basa DNA sehingga menyebabkan
fragmentasi DNA berupa single strand breaks
(SSB) dan double strand breaks (DSB) (Zhuang
etal., 2014).

Mekanime degradasi DNA oleh sinar UVA
dilaporkan oleh Ravanat et al. (2000) diawali
diserapnya energi foton yang dihasilkan oleh
sinar UVA. Foton ini diserap melalui sensitizer
foto melalui reaksi fotooksidasi. Selanjutnya
kondisi ini menginduksi  pembentukan
bipirimidine photoproducts (BPPPs) lalu DNA
mengalami lesi oksidatif. Reaksi akhirnya berupa
terjadi pemutusan hidrogen antara dua untai DNA
sehingga menyebabkan pemutusan untai tuggal
(single strand breaks (SSB)) atau untai ganda
(double strand breaks (DSB)) (Grandbois et al.,
1999 dan Hall et al., 2014).

Radiasi yang dipaparkan dari sinar UVA dan
matahari tidak hanya mengenai bercak darah
tetapi juga mengenai pisau yang digunakan dalam
penelitian ini. Sinar UVA dan matahari tidak
hanya memancarkan cahaya, namun juga
memancarkan energi panas. Menurut Jamaluddin
(2018) energi panas (termal) ini terbentuk dari
energi radiasi yang berinteraksi  dengan
gelombang elektromagnetik. Adapun pisau yang
digunakan pada penelitian ini berbahan stainless
steel. Bahan logam diketahui  memiliki
konduktivitas panas yang tinggi (Jamaluddin,
2018) sehingga diduga pisau yang digunakan
dapat mempercepat proses degradasi DNA.
Bruskov et al. (2002) menyebutkan bahwa panas
yang dihasilkan radiasi pengion (sinar UV) dapat
mendegradasi DNA dengan cara mempercepat
hidrolisis pada material biologis yang kemudian
menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS)
sebagai penginduksi radikal bebas. Penelitian
Larkin  (2015) menunjukkan hasil bahwa
konsentrasi DNA bercak darah yang dibuat di atas
besi yang dipanaskan dengan suhu tinggi (50°C)
lebih sedikit dari pada besi yang dibiarkan di suhu
ruang (25°C).

Hasil uji Duncan rata-rata konsentrasi DNA
pada sampel P2 menunjukkan perbedaan nyata
jika dibandingkan dengan sampel K1, K2, P1 dan
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P3 (Tabel 1). Sampel 15P2 (125,70+2,40 ng/uL)
dan 30P2 (72,63+16,50 ng/uL) menunjukkan
penurunan rata-rata konsentrasi DNA seiring
dengan  lamanya perlakuan.  Hasil ini
mengindikasi bahwa ada interaksi yang terjadi
antara sumber sinar dan lama perlakuan terhadap
rata-rata konsentrasi DNA (p<0,05). Hal tersebut
sejalan dengan Putri dan Junitha (2015) dan
Suharta et al. (2021), dimana rata-rata konsentrasi
DNA semakin menurun dengan semakin lamanya
masa simpan. Menurunnya konsentrasi DNA
mengindikasi adanya degradasi DNA. Degradasi
DNA ini dapat disebabkan oleh keberadaan
mikroorganisme yang menjadikan darah sebagai
sumber nutrisinya (Susilo et al., 2020). Adapun
kondisi penyimpanan sampel P2 yang tidak
dipaparkan matahari secara langsung (dalam
ruangan) berpotensi menjadi tempat yang optimal
untuk pertumbuhan mikoorganisme. Masyrur et
al. (2019) melaporkan bahwa jamur yang mampu
mendegradasi sel darah yaitu Fusarium sp.,
Trichoderma harzianum, T. viridae, Bacillus sp.
dan Staphylococcus cohnii. Adapun dengan
paparan sinar matahari langsung dan suhu yang
tinggi dapat menghambat pertumbuhan misellium
pada jamur (Darnetty, 2006). Hal lainnya
dilaporkan oleh Susilo et al. (2020) bahwa jenis
bakteri yang mampu mendegradasi sel darah pada
sampel bercak darah di atas media besi yaitu
Rhizobium radiobacter dan Serratia ficaria.
Adapun dengan lama paparan 25 menit dan jarak
paparan 5 cm dari sinar UVC diketahui mampu
mereduksi jumlah bakteri (Nutrihidayah et al.,
2021 dan Cahyonugroho, 2011).

Berdasarkan hasil uji Duncan dapat diamati
bahwa antar kelompok kontrol (K1 dengan K2)
berbeda nyata terhadap rata-rata konsentrasi
DNA. Hal ini ditunjukkan dengan rata-rata
konsentrasi DNA pada sampel K1 yang lebih
tinggi sejumlah 155,40 ng/uL jika dibandingkan
dengan sampel K2 sejumlah 135,57 ng/uL.
Menurut Mahajan et al. (2016), bercak darah yang
mengering memiliki material biologis yang
terdegradasi dan menyebabkan sedikitnya
konsentrasi DNA yang terkandung. Rianti et al.
(2018) dalam penelitiannya juga mendapatkan
bahwa bercak darah pada botol sebagai barang
bukti kejahatan memiliki konsentrasi DNA yang
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sedikit karena sudah terdegradasi sejumlah 0,07-
0,98 ng/uL.

Penurunan rata-rata konsentrasi DNA pada
sampel K2 menunjukkan terjadinya degradasi
DNA. Menurut Marrone and Ballantyne, (2009)
hemoglobin pada eritrosit yang terkandung dalam
darah kering lebih cepat mendegradasi DNA
(gula deoksiribosa dan nukleobasa) secara
oksidatif dibandingkan dengan darah segar.
Hemoglobin (Hb) berfungsi sebagai pengangkut
oksigen dan mengandung besi. Hb yang
teroksigenasi disebut oxyHb sebagai pemberi
warna merah pada darah. OxyHb (Fe?*) ini mudah
teroksidasi dengan pengaruh eksternal (udara)
sehingga berubah menjadi methemoglobin
(metHb) (Fe®*) dan selanjutnya menjadi
hemikrom (Fe?*) (Marrone and Ballantyne,
2009). Adapun darah juga mengandung H* yang
berfungsi sebagai menjaga pH darah agar tetap
stabil dan optimal (Sherwood, 2010). Interaksi
molekul Hb vyang terbentuk dengan H*
menginduksi pembentukan radikal bebas (OH-)
yang dapat mendegradasi DNA secara oksidatif
dalam reaksi Fenton (Marrone and Ballantyne,
2009).

Penyebab lainnya dari degradasi DNA pada
sampel K1 yaitu penggunaan teknik swab dengan
cotton swab steril. Penelitian Larkin (2015)
menunjukkan hasil bahwa konsentrasi DNA pada
bercak darah yang dilakukan dengan teknik swab
lebih kecil dari pada teknik scrape. Teknik swab
pada penelitian ini dilakukan berulang kali hingga
bercak darah bersih pada media pisau kemudian
terserap pada cotton swab steril. Pengulangan
swab ini diduga menjadi penyebab penurunan
integritras sel pada bercak darah sebagai sumber
DNA.

Lama perlakuan memberikan hasil rata-rata
konsentrasi DNA yang saling berbeda nyata
(Tabel 1). Penurunan rata-rata konsentrasi DNA
terjadi pada sampel 30P1, 30P2 dan 30P3 secara
berturut-turut sejumlah 116,16+1,84 ng/uL,
72,63+16,50 ng/uL dan 126,70+2,76 ng/uL. Pola
penurunan ini menunjukkan bahwa lamanya
perlakuan mempengaruhi  fragmentasi atau
degradasi DNA yang terjadi. Suharta et al. (2021)
menyebutkan bahwa pengaruh masa simpan yang
panjang menyebabkan degradasi DNA secara
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kronis sehingga menyebabkan penurunan
konsentrasi DNA. Sejalan dengan hal ini Putri
dan Junitha (2015) melaporkan bahwa lama masa
simpan menyebabkan kerusakan sel darah
terutama sel darah putih sebagai sumber DNA inti
sehingga konsentrasi DNA menurun.

Penurunan rata-rata konsentrasi DNA pada
sampel 30P1, 30P2 dan 30P3 terkonfirmasi
dengan uji kualitas DNA total menggunakan
elektroforesis gel agarose. Hasil yang didapat
menunjukkan bahwa sampel 30P1, 30P2 dan
30P3 lebih redup bahkan samar-samar seperti
tidak ada pita DNA dari pada sampel K1, K2,
15P1, 15P2 dan 15P3 (Gambar 1). Putri dan
Junitha (2015) dan Suharta et al. (2021)
menyebutkan bahwa sampel dengan masa simpan
lebih singkat menghasilkan kualitas DNA yang
lebih baik karena dapat meminimalisir proses
degradasi DNA.

Berdasarkan uji Univariate, sumber sinar
menyebabkan perbedaan nyata terhadap kualitas
DNA (A260:A280) (p<0,05). Namun, lama
perlakuan dan interaksi antara sumber sinar dan
lama perlakuan tidak berbeda nyata terhadap
kemurnian DNA (p>0,05). Berdasarkan uji
Duncan menunjukkan bahwa sampel K1 dan P1
berbeda nyata dengan K2, P2 dan P3 sedangkan
sampel K1 tidak berbeda nyata dengan P1 (Tabel
2). Hasil ini terkonfirmasi dengan kualitas DNA
total pada sampel P1 yang lebih baik dari pada P2
dan P3. Hal ini dibuktikan pada pendaran pita
DNA dengan smear pada sampel P1 yang lebih
terang dari pada sampel P2 dan P3 (Gambar 1).
Kondisi tersebut mengindikasi bahwa dengan
kondisi penyimpanan sampel P1 yang dipaparkan
sinar UVA (dalam box) mampu menjaga kualitas
DNA pada sampel bercak darah pada pisau lebih
baik dari pada sampel P2 yang tidak dipaparkan
sinar matahari langsung (di dalam ruangan) dan
sampel P3 vyang dipaparkan sinar matahari
langsung.

Kondisi penyimpanan sampel P1 diketahui
lebih menjaga kualitas DNA dari pada P2 dan P3.
Sampel P1 diketahui dipaparkan sinar UVA
dalam box tertutup, kondisi ini menjaga bercak
darah berhubungan langsung dengan udara luar.
Udara bebas mengandung mikroorganisme yang
tersebar berupa bakteri, jamur dan mikroalga
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(Waluyo, 2009) dan dengan sinar ultraviolet
diketahui mampu membunuh spora
mikroorganisme (Nerandzic et al., 2012). Kondisi
ini dapat meminimalisir kontaminasi bercak
darah oleh mikroorganisme yang dapat
mendegradasi DNA. Sampel P2 yang diletakkan
di dalam ruangan dan tidak terpapar matahari
langsung sehingga mendukung pertumbuhan
misselium jamur (Darnetty, 2006). Sampel P3
yang dipaparkan sinar matahari langsung dan
diletakkan di udara bebas memiliki potensi besar
dalam pertumbuhan bakteri yang berasal dari
udara bebas (Waluyo, 2009). Susilo et al. (2020)
melaporkan bahwa bercak darah pada besi
mengalami perubahan golongan darah dimulai
dari hari ke- 25 hingga hari ke-30. Perubahan
golongan darah disebabkan aktivitas enzim yang
dihasilkan oleh mikroorganisme. Enzim ini dapat
melisiskan ~ membran  eritrosit  sehingga
menganggu proses aglutinasi darah. Fenomena ini
menyebabkan sisa debris sel eritrosit meningkat
yang dapat menjadi kontaminasi pada hasil
ekstraksi DNA sehingga mempengaruhi kualitas
dari DNA.

Kualitas DNA (A260:A280) yang diperoleh
pada penelitian ini yaitu berkisar antara 1,091-
1,585. Spektrofotometer SimpliNano memiliki
standar nilai kemurnian DNA yang baik apabila
>1,8 dan <2,0 (BioChrom, 2015) sehingga hasil
ekstraksi DNA pada sampel ini tidak baik atau
tidak murni. Menurut Siswanto et al. (2016)
apabila nilai kemurnian DNA kurang dari 1,8
mengindikasi bahwa hasil ekstraksi DNA tidak
murni dengan terkontaminasi oleh protein dan
sisa sel debris. Keberadaan senyawa protein dan
sisa debris sel disebabkan oleh tidak
digunakannya enzim proteinase dalam proses
ekstraksi DNA (Brown, 2001). Enzim ini menurut
Surzycki  (2000) mampu menunjang hasil
ekstraksi DNA dari darah dengan cara melisiskan
membran sel darah secara optimal, dimana
diketahui komposisi darah terdiri dari 45% sel-sel
darah dan 55% plasma darah (Campbell et al.,
2010).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Proses PCR dalam penelitian ini bertujuan
untuk memastikan bahwa DNA hasil ekstraksi
dapat teramplifikasi dan amplikon yang
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dihasilkan nantinya dapat dianalisis lebih lanjut.
Produk PCR vyang dihasilkan kemudian
divisualisasikan dengan UV transilluminator.
Hasil PCR dengan primer SRY, Amelogenin dan
D11S1984 menunjukkan bahwa seluruh sampel
berhasil  diamplifikasi dengan terdapatnya
pendaran pita DNA. Produk PCR dengan primer
SRY, Amelogenin dan D11S1984 pada sampel
30P3 memiliki pendaran pita DNA yang paling
redup dari pada sampel lainnya (Gambar 4, 5 dan
4). Hasil ini dipengaruhi oleh kuantitas dan
kualitas DNA total pada hasil ekstraksi sampel
30P3. Sampel 30P3 diketahui memiliki rata-rata
konsentrasi DNA hasil fragmentasi akibat
paparan sinar matahari sejumlah 126,70+2,76
ng/uL (Tabel 1). Selain itu, kualitas DNA total
pada sampel 30P3 yang di letakkan di udara bebas
juga memiliki pendaran pita DNA yang redup
(Gambar 1), hal ini karena degradasi DNA yang
terjadi juga dipengaruhi oleh lama perlakuan dan
pertumbuhan mikrooganisme.

Produk PCR dengan primer D11S1984 pada
sampel K1-15P2; (kiri ke kanan) masing-masing
memiliki pendaran pita DNA palsu (Gambar 4).
Hasil ini disebabkan oleh aliran listrik dari
elektroda yang tidak merata. Penelitian ini
menggunaan buffer TBE (Tris Borat EDTA) 0,5x
bekas untuk proses running elektroforesis
sehingga diduga efektifitas buffer berkurang.
Menurut Syukri (1999) larutan buffer efektif
menahan perubahan konsentrasi ion H* sebanyak
100x konsentrasi semula. Larutan buffer
berfungsi sebagai conducting ion (penghantar
arus listrik) (Martin, 1996), ion ini kemudian
meningkatkan panas sehingga memaksimalkan
aliran listrik (Soedarmadji, 1996). Aliran listrik
ini mempengaruhi migrasi molekul DNA dan
diketahui DNA yang bermuatan negatif bergerak
ke kutub positif (Fatchiyah et al., 2011). Sampel
K1-15P2, (kiri ke kanan) posisinya jauh dari
kutub positif elektroda sehingga dengan aliran
listrik yang tidak merata terbentuk pendaran pita
DNA palsu.

Produk PCR dengan primer D11S1984 pada
sampel 30P2,, 30P23, 30P3; dan 30P33 memiliki
pendaran pita DNA yang paling redup dari pada
sampel lainnya (Gambar 4). Hal ini menunjukkan
bahwa degradasi dan fragmentasi DNA terjadi
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secara acak. Sampel ini diduga memiliki
degradasi DNA pada anneling site sehingga
menganggu proses penempelan primer saat PCR
(Yuwono, 2006).

KESIMPULAN

Kuantitas DNA pada sampel yang
dipaparkan sinar UVA dan matahari mengalami
peningkatan pada hari ke-15 sedangkan sampel
yang tidak terpapar sinar matahari langsung
mengalami penurunan kuantitas DNA dengan
semakin lamanya perlakuan.

Kualitas DNA (A260:A280) menghasilkan
ekstrak DNA yang tidak murni. Kualitas DNA
total dengan elektroforesis gel agarose pada
semua sampel menunjukkan bahwa semakin
lamanya perlakuan (0, 15 dan 30 hari)
menghasilkan pita pendaran DNA yang semakin
redup dan tipis dengan smear.
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