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® Comparison Of Quality DNA Template DNA Isolated By Resin Method

~ With and Without Centrifugation

~ Perbandingan Kualitas DNA Template Hasil Isolasi Metode Resin
Dengan dan Tanpa Sentrifugasi

Liah Dwi Jayanti", Miftahul Mushlih®

'¥9Progam Studi Teknologl Labaratorium Medis, Universitas Mulammadiyah Sidoarjo, Indonesia
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Abstract. The centrifugation process is abie 1o separate blood into several components, including a buffy coat. Buffy
cout contains white blood cells which have a cell nucleus which is the source of DNAThis suudy used a descriptive
experimental method, The samples used were 1t sampics of venous blood consisis of 8 samples of wholeblood and 8
samples of cemrifuge (buffyeoar). DNA iselation used the resin method. The quaniitative analysis was carried our
with a UV-Vis specrroiometer. and the average concentration and purisy of DNA in the centrifuged sample was
higher than that of the sample withows centrifugation. So The results of tax study are that the centrifugation
fbuffvcoat) sample can be used for the DNA isolaiion process and has a higher purity value and concentration than
samples without centrifugation (wholeblood).
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ABSTRAK. Proses sentrifugasi mampu mentisahhan darah menjadi beberapa komponen vang diantaranyea buffy
coal, Buffv coar menganduny sel darah putih vang mempunvai inti sel yang merupakan sumber DNA, Penelitian ini
mengunakan metode deskriptif eksperimental. Sampe! yang digunakan ialah sebanyak 16 sampe! darah vena terdiri
dari 8 sampel tanpa sentrifugasi (wholeblood) dan 8 sampel sentrifugasi (huffveoar). Isolaxi DNA menggunakan
metode rexin. Analisa knantitatif dilakuwkan dengan spektrotometer UV-Vis didapatkan hasil rata-rata kensentrasi
yerta kemurnian DNA pada sampel sentrifugasi lebih tinggi dibandingkan pada sampel tanpa sentrifugasi. Hasl
dari penelitian int ialah pada sampe! sentrifugasi (buffvcoat) dapat digunakan untuk proses isalasi DNA serta
memiliki nilai kemurnian seria konsentrasi vang lebih tinggi dibandingkan sampel tanpa semrifugasi (wholeblood ),
Kata kunci : Sentrifugasi, Buffy coat, DNA, Resin, Whole blood.

L. PENDAHULUAN

Deoxyribonucieic acid (DNA) merupakan asam nukleat yang menyusun informas: genetik pada makhluk
hidup.DNA juga berperan dolam pengendali sifat dan ciri morfologi seperti pigmen kulit, wama serta bentuk
rambut, strktur jari serta watok khusus seseorung. Tujuan utama isolasi DNA jalah untuk memisahkan DNA dori
bahan lainnya semacam protein, lemak, dan karbohidrat Kualitas DNA yang baik yang diperoleh dart hasil ekstraksi
merupakan syarat dasar yang harus dipenuhi dalum studh molckuleR [1] - Isolusi DNA mempunyai 3 prinsip yaitu:
lysis sel, ekstraksi sel, serta presipitasi [2] .

Padu proses sentrifugasi sumpel duruh akan menjudi 3 (tiga) bagian temisah yaitu sel darah merah (eritrosit),
band putih (buffy coai) yang terdiri dari sel darah putih (leukosit) dan trombosit (< 1%) serta plasma darah [3] .
Buffv coa merupakan sel darah putih yang mengandung konsentrt DN A [4],

Metode resin merupakun metode vang menggunakan resiin chelex yvang ditambahkan secara lungsung pada
sampel atvn bahan pemeriksann, Resin Chelex dapat menjaga sampel dari enzim DNAse yang aktif selama proses
chstraksi [5]. Metode Resin Chelex juga memiliki tahapan vang sederhana sehingga resiko untuk kontaminan lebib
sedikit, Selain kelebihan, metode Resm Chelex juga mempunyai kekurangan diantaranya yaitu DNA atou RNA yang
dihasilkan terlalu sedikit (6],

Pada riset sebelumnya menunjukkan bahwa milsn WBC atau sel darah putih berhubungan dengan konsentrasi
DNA yang dihasilkan. Yakni scmakin tinggi leukosit maka skan scmakin besar konsentrasi DNA vang diperoleh
|7]. Schingga dengan adunya penelitiun ini diharapkan dapat mengkonfirmasi penggunaen sentrifugasi untuk
menmgkatkan jumlah dan kualitas DNA yong dihasilkan.  Serta dapat mengoptimahisasi analisa PCR pada analisis
perbandingan kualitas DNA template hasil isolasi metode resin chelex dengan dan tanpa sentrifugasi,
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II. METODE

Penclitan ini bersifat deskriptif eksperimental dengan teknik random sampling. ethical clearance disetujul oleh
Fakultas Kedotekieran Gigi Universitas Airdanggs nomor 186/HRECC FODM/TV/2021. Penelitian ini dilakukan di
Laborutonum Biologi Molekulur Universitas Muhammadiyah Sidoarjo Pada bulan Februan sampai Apnl 2021
dengan menggunakan 16 sampel vang terdin dani 8 sampel whole blood dan 8 sampel buffy coar serta menggunakan
teknik random sampling. Subyek pada penelitiun ini yaitu Mahasiswa Universitus Muhammadiyah Sidoarjo. Sumpel
darah yang diperoleh kemudian dilokukan isolasi DNA dengan Metode Resin Chelex modifikasi. Kemudian
diznalisa  secara kuantitatif menggunakan spekwofotometer UV-Vis dan  secars  kualitatif menggunakan
Elektroforesis. Kemudian duta yang diperoleh dianalisa menggunakan spss versi 16,

1. HASIL DAN PEMBAHASAN
Dari hasil penclitian yang telah dilakukan didapati pada sampel tanpa sentrifugesi memiliki kemurman rata-

rata 1,29 dun konsentras: sebesar 2875 ng/ul. Dan pada sampel dengan sentrifugasi memiliki kemuwmian rata-rata
1.29 sertn konsentrasi DNA sebesur 316,7 ng/ul,

Gambar 1. Gralik pengukuran DNA menggunakan UV-Vis spektrofotometer

Berdasarkan pada Gambar 1. Sampel DNA terscbut memiliki nilai kemumian diatas 1,1 dengsn konsentrasi
2329 ng/pl. Grafik tersebut memiliki pergerseran panjang gelombang ke arsh batokromik (Red Shift) [8] Jika
dilihat pada bentuk dari gelombang pengukuran pada grafik, sampel DNA tersebut terkontannasi oleh EDTA (9],
Adanys Kontaminasi tersebut mengakibatkan nilai konsentrasi pada DNA tidak menunjukkan nilai yang sebenamyi
schingga hal ini juga berpengaruh pada tidak muncolnya band pada ssat elektroforesis. Pemumian DNA yang tidak
sempurna menychabkun DNA masih mengandung polisakunda, senyvawa fenohik atau kontuminan tinnya, sehingga
dengan meningkatnya nilai konsentrasi DNA maka kontaminan juga akan benambah [10],

Uji statistik menggunakan uji Paired sampel ¢ resr dilakukan untuk medihat perbedasn indeks kemurnian sertn
konsentrasi DNA antar sampel. Didapatkan hasil untuk koasentrasi DNA dengan nilai pevaliee sebesar (1,353 (30 05)
schingga dapat disimpulkan bahwa tiduk terdapat perbedaan vang signifikan pada konsentrasi DNA sampel tanpa
serdrifugasi dan sampel dengan sentrifugasi. Kemudion pada kemurnian DNA didapatkan nilai p-valuesebesar 0213
(=005) hal ini berarts tdok terdapat perbedaan yang signifikan pada kemumian DNA sampel tanpa sentrifugesi don
stmpe | dengon sentnifugisi.

Gambar 2. Hasil elektroforesis DNA Genom pada sampel tanpa sentnfugast (wholebload). (M: Marker 100
bp. Sampel: R1,R2, R3. R4, RS, R6, R7 dan RS)

Padu gambar 2 menunjukkan hasil visualisasi UV Transilluminator pada sampel DNA genom tanpa sentrifugasi
tiduk menghasilkon pita. Hal ini bisa disebabkan karenu pada metode resin memiliki kelemahun diantaranya DNA
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dan RNA yang dihasilkan relotif sedikit. sertu tohap pemanasan yang dilakukan selama proses ekstraksi dapat
merusak stroktur ranta gianda DNA yong dihasilkan [6]

Gambuar 3. Hasil clektroforesis DISA Genom puda sumpel dengan sentnfugasi (huffycaat). (M: Marker 100 bp,
Sampel: RST. RS2, RS3, RS54, RSS, RS6, RS7 dan RSS).

Visuahisasi sampel DNA genom dengan sentnfugasi didapati packn semua sampe | dengan kode RS1, RS2, RS3,
RS54, RS5, RS6, RS7 dan RSS tiduk terbentuk pita DNA. Hal ini dapat diakibutkan karena pada isolasi DNA metode
resin menghasilkan DNA atau RNA yang relatf sedikit |6] - sehingga periu adanya amplifikasi DNA untuk
digunakan proses pengujian selanjutnya,
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Gambar 4. Hasil elektroforesis produk PCR pada sampel tanpa sentrifugasi (wholeblood). (M: Marker 100 bp,
Sampel: R1,R2, R3.R3_ RS, R6,R7 dan R¥)

Pada gumbar 4 menunjukkan hasil visualisasi menggunakan UV Transilluminator puda sampel DNA tunpa
sentrifugas yang telah dinmplifikas: dengan PCR menunjukkan adanya pita DNA yang terbentok pada sampel
dengan kode R1, R2, R4, R6, R7 sertu R dengan ketebalan pita vang tipis. Namun pada sampel dengan kode R3
dan R4 tiduk terbentuk pita. Hal ini dapat diekibatkan kurangnya kuantitas DNA yang terambil pada saat persiapan
proses PCR, Menurot penclitian sebelumnya jika kuantitas DNA didalam eskrrak kurang, maka dapmt
me mpengaruhi keberhasilan proses selanjutnya sepert halnya proses PCR |5].

Kuantitas DNA van: digunakan untuk proses PCR tidak boleh kurang dan 10 ng. Serta kekurangan lun pada
metode ind yuitu daput terdarutnya bahan chelating agent yang digunakan dadum metode resin chelex sehingga
menychabkan kurang optimalnya Kinerja enzim jag polvimerase pada proses PCR [ 1]

Gambar 5. Hasil elekuoforesis produk PCR pada sampel dengan sentrifugasi (buffycoar). (M: Marker 100 bp,
Sumpel: RS1, RS2, RS3, RS4, RS5, RS6, RST dan RSK.

Padus gambar 5 tersebut sampel DNA hasil PCR yang sudah di sentnfus dapat diketahu bahwa pada semua
sampe | dengun kode RS1, RS2, RS3, RS4, RS5, RS6, RST dan RSE memiliki pita yang cukup jelus. Hal ini
dikarcnakan pada sumpel tersebut darah yung dissolasi hanya berupa bufficoat nya saju. Yang mana pada sampel
buffy coar merupakan schagian besar mengandung sel darah putih yang mempuonyan inti sel tempat dimana DNA
berada [4] .

Dalam penelitian sebelumnya Huang et al., mengatakan bahwa fuktor yang mempengaruhi keberhasilan isolasi
DNA darah ialah WBC. metode penvimpanan, koadisi sampel serta metode ssolasi DNA [12] .
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VII. KESIMPULAN

Kesimpulan pada penelitan i adalah pada sumpel Buffy coar menmuliki kemurnian serta konsentrasi yang lebih
tinggi dibandingkan pada sampel DNA tunpa sentrifugasi Whole blood. Berdasarkan analisis uii Paired sampel T
Test tidak menunjukkan perbedann secarn signifikan (sig0) 353).

UCAPAN TERIMA KASIH

Peneliti mengucapkan terima kasih kepada Universitus Muhammadiyah Sidoarjo beserta pihak-pihak yang
telah membantu dalam peneltzn ini,

REFERENSI

[1]  Syataruddin, Randriani, E.. & Santoso, T, J. (2011). Efekuvitas dan efisiensi teknik isolast dan purifikasi dna
pada jambu mete. J Risrri, 2(2). 151-160.

[2] Nurhayati, B., & Darmawatl, S. (2017). Biologi Sel dan Molekuler. Kemenkes BPPSDM

[31 Darmawan, A., & Irmwan, R. (2015),. Mengenal CPOB Untuk Procluk Darah, Medical, 3(2), 1 11-118,
armaididarmaw an@ yahoo com

[4]1  Siswanto, J. E., Berlian, T.. Putricahya, E., Panggalo, L, V., & Yuniani, L. (2016). Isalasi DNA pada Sampel
Darah Tepi dan Buccal pada Bayi Penderita ROP: Perbandingan Hasil Uji Konsentrasi dan indeks
Eemurman (Vol, 18, lssue 4),

15] Marwayans, O. N.(2015). Ekstruoks: asom deoksiribonukicat (DNA) dari sampel jaringan otot. Oseana. XL. |
9.

[6]  Philliphs, K., McCallum, & Welch, 1. (2012). A Comparison of methods for forensic DNA exrracnon: Chelex-
1N and the QIAGEN DNA investiyation kit (mameal and awlometed), http://pubmed ncbinlm

[7] Puspitasari, P Rinma, E, Dijuya, R, Apnilia, S, Trikumalasan, D, Nur Azzah, L., Fanunt, Q., Mushlih, M.,
Aliviameita, A, & Delta, D, (2019), Quality of Genom in Type Il Diabetes Mellitus Patients in Viewed of
Temperature, Storage Duration, Number of Leukoeyte, Medical Laboratory Technology Journal, 5(2), 96,
hups://doiorg/ 103 1964/mltj v0i0.229

|81  Suharti, T. (2017). Dasar-dasar Spekirofotometri UV-Vis dan Spebiroforomeri Mossa untek penentian
strukiur semyawa organik. AURA CV. Anugrah Utama Raharji

[9]  Mushlih. M. (2019), BIOLOGI MOLEKULER “Aplikasi Dasar dt Dunia Keschatan. " UMSIDA Press.

[10]  Pharmawati, M, (2009), Optimalisas: Ekstraksi Daa Dan Per-Rapd Pada Grevillea Spp. (Protescesc). Jumal
Biclogi, 13(1),12-16,

[11]) Sutsisno, I K., Arundina, 1, & Sosiawan, A, (2013), Identifikasi bite marks dengan ekstraksi DNA metode
Chelex | Bite marks identification with Chelex methods in DNA exiraction ), 46(2), 107112,

[12] Chen, W. C,, Kerr, R., May, A, Ndlovu, B., Sobalisa, A, Duze, S. T., Joseph, L., Mathew, C, G, & Babb De
Villiers, C. (2018). The Integrity and Yield of Genomic DNA Isolated from Whole Blood Followng Long-
Term Storage st -30°C. Biopreservailon and Biobanking, 16(2), 106-113.
htps://doi org/ 10.1089/bio 2017 0050




Liah Dwi

ORIGINALITY REPORT

14, 13. 7. 7

SIMILARITY INDEX INTERNET SOURCES PUBLICATIONS STUDENT PAPERS

PRIMARY SOURCES

eprints.uad.ac.id

Internet Source

4

Submitted to National University of Singapore

Student Paper 3 %

repository.usd.ac.id 2
Internet Source %

repository.unair.ac.id 2
Internet Source %

Seung-Eock Kim, Se-Hyu Choi, Sang-Soo Ma.
"Performance based design of steel arch
bridges using practical inelastic nonlinear
analysis", Journal of Constructional Steel
Research, 2003

Publication

o

2%

Exclude quotes Off Exclude matches <2%

Exclude bibliography  Off



