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Abstract. Type 2 Diabetes Mellitus (T2D) is a metabolic disorder caused by dysfunction of insulin secretion by pancreatic 

beta cells and the inability of insulin tissue to respond appropriately to insulin. Molecular-based examination can 

make it easier to determine appropriate diagnostic biomarkers and biologically this disease appears long before 

clinical symptoms develop. Blood isolation samples from the buffy coat contained higher levels of DNA than whole 

blood samples. The aim of this research is to determine the difference in centrifugation speed of blood samples to 

determine the concentration and purity of DNA in molecular-based Type 2 Diabetes Mellitus (T2D) examination. The 

research was carried out quantitatively using descriptive experimental research using purposive sampling techniques. 

The samples used were 5 blood samples from T2D patients which were divided into 5 treatment groups (without 

centrifugation, centrifugation speed 500 rpm, 1500 rpm, 3000 rpm and 4500 rpm for 5 minutes). Test examinations 

are carried out qualitatively (electrophoresis) and quantitatively (Uv-Vis Spectrophotometer). Research data was 

analyzed using the one way Annova test. From the test results, the concentration value (p=0.558) and purity value 

(p=0.353) were obtained, which showed that there was no significant difference in the treatment. High DNA purity 

was obtained in blood samples with centrifugation at a speed of 3000 rpm and the highest DNA concentration was 

obtained in blood samples without centrifugation. 
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Abstrak. Diabetes Melitus Tipe 2 (T2D) merupakan penyakit gangguan metabolisme yang disebabkan disfungsi 

sekresi insulin oleh sel beta pankreas dan ketidakmampuan jaringan insulin untuk merespons insulin secara tepat. 

Pemeriksaan berbasis molekuler dapat memudahkan dalam menentukan biomarker diagnostik yang tepat dan secara 

biologis penyakit ini muncul jauh sebelum gejala klinis berkembang. Sampel isolasi darah pada bagian buffy coat, 

terkandung DNA yang lebih tinggi daripada sampel whole blood. Tujuan penelitian ini yaitu mengetahui perbedaan 

kecepatan sentrifugasi sampel darah untuk mengetahui konsentrasi dan kemurnian DNA pada pemeriksaan Diabetes 

Melitus Tipe 2 (T2D) berbasis molekuler. Penelitan dilakukan secara kuantitatif dengan jenis penelitian deskriptif 

eksperimental dengan teknik purposive sampling. Sampel yang digunakan berjumlah 5 sampel darah pasien T2D 

yang dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan (tanpa sentrifugasi, sentrifugasi kecepatan 500 rpm, 1500 rpm, 3000 rpm, 

dan 4500 rpm  selama 5 menit). Pemeriksaan uji dilakukan secara kualitatif (elektroforesis) dan kuantitatif 

(Spektrofotometer Uv-Vis). Data penelitian dianalisis menggunakan uji one way Annova. Dari hasil uji tersebut 

didapatkan hasil nilai konsentrasi (p=0,558) dan hasil nilai kemurnian (p=0,353) yang menunjukkan bahwa tidak 

terdapat perbedaan secara signifikan terhadap perlakuan. Kemurnian DNA yang tinggi didapatkan pada sampel 

darah dengan perlakuan sentrifugasi kecepatan 3000 rpm dan konsentrasi DNA tertinggi didapatkan pada sampel 

darah tanpa sentrifugasi. 

Kata Kunci - ; Diabetes Melitus Tipe 2(T2D); Sentrifugasi; Uji Kualitatif; Uji Kuantitatif

 I. PENDAHULUAN  

 

Diabetes Melitus Tipe 2 (T2D) merupakan penyakit gangguan metabolisme yang disebabkan disfungsi sekresi 

insulin oleh sel beta pankreas dan ketidakmampuan jaringan insulin untuk merespons insulin secara tepat [1]. Penyakit 

ini juga disebut dengan penyakit multifaktorial karena dapat disebabkan karena faktor genetik, lingkungan, dan 

kombinasi antara genetik dan lingkungan [2].  

Salah satu penyakit tidak menular yang menjadi prioritas adalah penyakit Diabetes Melitus (DM). Jumlah 

penderita DM di Jawa Timur dalam 3 tahun (2019-2021) terakhir mengalami peningkatan di tahun 2021. Pelayanan 

kesehatan penderita DM di Fasilitas Kesehatan Tingkat Pertama (FKTP) pada 38 kabupaten/kota se Jawa Timur tahun 
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2019 mencapai 807.712 kasus, tahun 2020 sebanyak 785.983 kasus, dan pada tahun 2021 sebanyak 867.257 kasus 

atau 93,3% dari estimasi penderita DM yang ada dengan jumlah 929.810 kasus. Jumlah estimasi tersebut sebesar 2,6 

dari penduduk usia 15 tahun ke atas [3]. 

Gen yang terlibat dalam penyakit T2D cukup banyak seperti gen TCF7L2, ABCG1, KCNQI, TXNIP, SREBF1, 

dan FTO, sehingga pemeriksaan berbasis molekuler dapat memudahkan dalam menentukan biomarker diagnostik 

yang tepat dan secara biologis penyakit ini muncul jauh sebelum gejala klinis berkembang [4]. Hal tersebut 

menunjukkan bahwa diagnosis diabetes dini (misalnya, pradiabetes) pada seseorang yang memiliki potensi terkena 

penyakit diabetes memainkan peran penting dalam pencegahan komplikasinya dan identifikasi biomarker dapat 

berkontribusi terhadap pemahaman tentang patogenesis yang terlibat dalam penyakit T2D pada tahap awal  [5].  

Darah merupakan jaringan yang paling sering digunakan dalam melakukan isolasi DNA, untuk mendapatkan DNA 

genom dalam jumlah besar dan berkualitas tinggi [6].  Ketepatan dalam ekstraksi DNA dari sampel darah merupakan 

syarat terpenting dalam  menganalisis  kelainan genetik [7]. Prinsip-prinsip yang harus diperhatikan dalam melakukan 

isolasi DNA salah satunya adalah proses sentrifugasi [8]. 

Kekuatan dari proses sentrifugasi memiliki pengaruh terhadap kadar DNA, karena lisis dari sel darah putih dalam 

sampel darah mengalami peningkatan. Namun sampel darah yang kurang dimurnikan mengandung lebih banyak sisa 

seluler seperti protein dan asam nukleat yang dapat menyebabkan isolasi DNA kurang maksimal [9]. 

 Berdasarkan hasil penelitian perbandingan kualitas DNA yang diisolasi dengan metode column dengan dan tanpa 

sentrfugasi menunjukkan perbedaan yang signifikan dimana sampel darah dengan perlakuan sentrifugasi yang diambil 

buffy coat, memiliki kemurnian dan konsentrasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan sampel darah tanpa perlakuan 

sentrifugasi [10]. Namun berbeda dengan penelitian yang membandingkan hasil uji konsentrasi dan indeks kemurnian 

isolasi darah tepi dan swab buccal pada bayi penderita Retinopati Prematuritas (ROP), meskipun rata-rata konsentrasi 

DNA dari sampel yang telah disentrifugasi dan diambil buffy coat lebih tinggi daripada sampel whole blood, namun 

tidak ditemukan perbedaan yang signifikan, dan hasil dari kemurnian DNA tertinggi terdapat pada sampel whole blood 

daripada sampel buffy coat  namun tidak juga ditemukan perbedaan yang signifikan [11]. 

Penelitian tentang sampel darah pra analitik untuk analisis cfDNA untuk diagnostik kanker molekuler 

menunjukkan terdapat penurunan konsentrasi cfDNA plasma sebesar 2,5-3,0 kali lipat setelah sentrifugasi dua langkah 

dibandingkan dengan sentrifugasi lambat satu langkah, namun tidak ada perbedaan signifikan terhadap sentrifugasi 

dua langkah dengan kecepatan dan waktu yang dimodifikasi [9]. Selanjutnya penelitian tentang mengoptimalkan 

metode pra analitik deteksi mutasi KRAS pada pasien kanker paru menunjukkan sentrifugasi dua langkah tidak 

menurunkan hasil DNA dibandingkan dengan darah yang diproses 2 jam pasca pengumpulan, namun langkah kedua 

secara signifikan dapat mengurangi hasil DNA dalam darah yang diproses 72 jam  pasca pengumpulan hal ini dapat 

terjadi karena kontaminasi DNA inti yang terjadi selama 72 jam karena adanya lisis sel darah putih yang tidak dipelet 

secara efesien [12]. 

Berdasarkan penelitian yang di atas, dengan sampel penelitian yang digunakan yaitu sampel darah penderita 

kanker, namun untuk penderita Diabetes Melitus masih kurangnya informasi dari penggunaan kecepatan sentrifugasi 

untuk isolasi DNA, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui optimasi kecepatan sentrifugasi sampel 

darah untuk pemeriksaan penyakit T2D berbasis molekuler. 

II. METODE 

Penelitian ini telah melakukan uji kelaikan etik (ethical cleareance) di Komisi Kelaikan Etik Penelitian dan 

Kesehatan (KKEPK) Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga Surabaya dengan nomor 

0597/HRECC.FODM/VI/2024. Penelitan dilakukan secara kuantitatif dengan jenis penelitian deskriptif 

eksperimental. Populasi dalam penelitian ini yaitu pasien penderita TD2 di Rumah Sakit Bhayangkara Pusdik Sabhara 

Porong. Pengambilan sampel dilakukan dengan cara purposive sampling dengan kriteria subyek memiliki riwayat 

T2D dengan dibuktikan dokumen pendukung seperti hasil rekam medik pasien, nilai kadar glukosa >200 mg/dL, 

berjenis kelamin laki-laki atau perempuan berusia ≥20 tahun, serta bersedia menjadi subjek penelitian ini yang 

dilampirkan dengan informed consent. Besar sampel dihitung dengan menggunakan rumus Federer didapatkan jumlah 

sampel sebanyak 5 sampel darah, dari 5 sampel darah tersebut kemudian dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan 

sehingga total sampel berjumlah 25. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei-Juni 2024. Adapun tempat penelitian 

dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler Prodi D-IV Teknologi Laboratorium Medis Fakultas Ilmu Kesehatan 

Universitas Muhammadiyah Sidoarjo. 

Preparasi sampel dimulai dengan melakukan makrosampling darah  EDTA sebanyak 5cc kemudian dibagi ke 

dalam tube 1,5 ml dengan masing-masing 1cc darah. Berdasarkan Permenkes tahun 2013 Standar Prosedur 

Operasional (SPO) pemisahan spesimen darah yaitu sentrifugasi selama 5-15 menit dengan kecepatan 3000 rpm [13]. 

Sehingga peneliti melakukan variasi perlakuan dalam melakukan isolasi DNA sebagai berikut : perlakuan 1 (sampel 

darah tanpa sentrifugasi atau kontrol negatif), perlakuan 2 (sampel darah disentrifugasi  kecepatan 500 rpm 5 menit), 
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perlakuan 3 (sampel darah disentrifugasi pada kecepatan 1500 rpm 5 menit), perlakuan 4 (sampel darah disentrifugasi 

pada kecepatan 3000 rpm 5 menit), perlakuan 5 (sampel darah disentrifugasi pada kecepatan 4500 rpm 5 menit).  

Darah yang telah disentrifugasi kemudian diambil pada bagian buffy coat nya masing-masing sampel diambil 

sebanyak 200 μL dan dilakukan isolasi DNA column dengan kit merk TianGen, kemudian dilanjutkan uji secara 

kualitatif dengan elektroforesis gel agarose dan uji kuantitatif dengan Spektrofotometer Uv-Vis Thermo Scientific 

double beam tipe evolution 201 untuk mengetahui kemurnian dan konsentrasi DNA. Data-data yang diperoleh dari uji 

kuantitatif kemudian diuji secara statistik menggunakan SPSS 2023 menggunakan uji one way Annova dengan taraf 

signifikansi sebesar α=0,05. 

III. HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Data Hasil Penelitian 

Darah yang disentrifugasi akan terpisah menjadi 3 bagian, bagian bawah yang berupa komponen padat tersusun 

atas sel darah merah atau eritrosit, dan bagian tengah berupa buffy coat yang tersusun atas sel darah putih atau leukosit 

dan trombosit, kemudian pada bagian atas merupakan komponen cair yang mengandung plasma [14]. Pada bagian 

buffy coat, terkandung DNA yang lebih tinggi karena banyak sel berinti yang terkonsentrasi didalamnya daripada 

sampel whole blood yang tercampur dengan komponen lainnya yang tidak mengandung DNA genom [11]. 

 

 
Gambar 1. Perlakuan sampel : tanpa sentrifugasi (A), sentrifugasi 500 rpm (B),  sentrifugasi 1500 rpm (C), 

sentrifugasi 3000 rpm (D), sentrifugasi 4500 rpm (E). 

 

Perlakuan pada sampel A sebagai kontrol negatif, sampel B terlihat plasma dan darah belum sepenuhnya terpisah, 

sampel C sel eritrosit mulai mengendap dan mulai terbentuknya lapisan buffy coat, namun plasma belum tampak 

sepenuhnya jernih, sampel D dan E menunjukkan lapisan eritrosit, buffy coat, dan plasma dapat dibedakan tetapi 

sangat tipis, dan pada sampel E plasma lebih jernih. Hal ini menunjukkan proses sentrifugasi memiliki peran dalam 

pemisahan partikel zat terlarut dari zat pelarutnya [19]. Hasil gaya sentrifugal memiliki perbandingan lurus dengan 

kecepatan pemutaran pada mesin sentrifus. Semakin besar kecepatan pemutaran mesin sentrifus, akan menghasilkan 

pemisahan senyawa dalam campuran yang semakin besar menurut massa jenisnya [20]. 

 

 
Gambar 2. Hasil visualisasi elektroforesis sampel A, B,C,D,E. Keterangan: M : Marker, kode 1 : tanpa sentrifugasi, 

2 : sentrifugasi 500 rpm, 3: sentrifugasi 1500 rpm, 4: sentrifugasi 3000 rpm, 5: sentrifugasi 4500 rpm. 

Lapisan (buffy coat) 
Lapisan (buffy coat) 

Lapisan (buffy coat) 



Page | 4 

 

Copyright © Universitas Muhammadiyah Sidoarjo. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY). The use, 

distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the original author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original publication in 

this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use, distribution or reproduction is permitted which does not comply with these terms. 
 

 

Keberhasilan dalam melakukan isolasi DNA dapat dilihat dari uji kualitatif dan kuantitatifnya. Berdasarkan hasil 

uji kualitatif dengan proses elektroforesis dengan konsentrasi agarose 1% didapatkan hasil pada kode sampel 

A,B,C,D,E menunjukkan terbentuknya pita pada semua perlakuan tetapi dengan ketebalan yang berbeda-beda. Pita 

yang terlihat sangat jelas pada kode sampel A terletak pada kecepatan 3000 rpm, kode sampel B terletak pada 

kecepatan 1500 rpm dan 4500 rpm, kode sampel C terletak pada kecepatan 1500 rpm, kode sampel D terletak pada 

kecepatan 3000 rpm dan 4500 rpm, dan kode sampel E terletak pada kecepatan 1500 rpm dan 4500 rpm.  Dari hasil 

tersebut menunjukkan pita yang terlihat jelas pada kecepatan sentrifugasi kisaran 1500 rpm sampai 4500 rpm.  

Pita yang tipis pada gel agarosa dapat disebabkan karena rendahnya konsentrasi DNA. Hasil visualisasi fragmen 

DNA yang bagus pada gel agarosa yaitu menunjukkan pita yang tebal, tegas dan tidak ada smear (DNA yang tergradasi 

atau DNA tidak utuh) [15]. Adapun hal-hal yang dapat mempengaruhi hasil elektroforesis yaitu pemipetan sampel ke 

dalam sumuran, kemudian jenis sampel meskipun menggunakan jenis sampel yang sama dapat juga menunjukkan 

hasil yang berbeda, suhu yang tinggi juga dapat mengubah konformasi DNA menjadi tidak stabil [16]. 

 

Tabel 1. Hasil Spektrofotometer UV-Vis  

 

Keterangan 

Hasil rata-rata  

Nilai 

standart 

  

P value Tanpa 

sentrifugasi 

Sentrifugasi 

500 rpm 

Sentrifugasi 

1500 rpm 

Sentrifugasi 

3000 rpm 

Sentrifugasi 

4500 rpm 

Kemurnian 1,28 1,15 1,21 1,50 1,26 1,8-2,0 0,353 

Konsentrasi 17,9 17,1 16,7 15,0 13,7 <50 ng/μL 0,558 

 

Uji kuantitatif isolasi DNA menggunakan Spektrofotometer UV-Vis Thermo Scientific double beam tipe evolution 

201 untuk mengukur kemurnian DNA dapat memanfaatkan rasio dari panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. Hasil 

isolasi DNA bisa disebut murni, apabila memiliki nilai berkisar antara 1,8-2,0. DNA dapat dikatakan terkontaminasi 

RNA apabila nilainya lebih dari 2,0 sedangkan DNA dikatakan terkontaminasi protein atau phenol, apabila memiliki 

nilai dibawah 1,8 [15]. Hal ini dikarenakan RNA dan DNA terserap baik pada panjang gelombang 260, sedangkan 

protein, phenol dan kontaminan lainnya terserap pada panjang gelombang 280 [10]. Berdasarkan hasil perhitungan 

menunjukkan rata-rata nilai kemurnian sampel darah yang diisolasi menunjukkan nilai dibawah 1,8 yang 

mengindikasikan adanya kontaminasi protein, phenol, dan substansi lainnya dan hasil nilai konsentrasi juga 

menunjukkan nilai <50 ng/μL.  

Hasil kemurnian dan konsentrasi DNA kemudian diuji secara statistik one way Annova dengan taraf signifikansi 

sebesar α=0,05, yang menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan terhadap perlakuan variasi kecepatan 

sentrifugasi yang dilakukan. Hasil tersebut sejalan dengan penelitian yang menunjukkan tidak ada perbedaan yang 

signifikan tingkat kemurnian sampel whole blood dengan buffy coat. Hal ini dapat dikarenakan dalam memperoleh 

sampel buffy coat juga memerlukan volume darah yang lebih banyak agar terbentuk lapisan buffy coat yang tebal [11], 

sedangkan dalam penelitian ini volume darah yang digunakan sebanyak 1 mL. Namun, terdapat penelitian yang 

menunjukkan adanya perbedaan hasil antara sampel whole blood dengan sampel buffy coat. Sampel yang 

disentrifugasi memiliki kemurnian dan konsentrasi yang tinggi dibandingkan dengan sampel darah tanpa sentrifugasi 

[10].  

Penyebab dari rendahnya konsentrasi dan kemurnian DNA dapat dipengaruhi oleh merk kit reagen isolasi DNA, 

dimana setiap kit isolasi DNA memiliki kemampuan mengekstraksi DNA yang berbeda-beda, keterampilan dalam 

pemisahan supernatan dengan endapannya dalam penghilangan protein atau senyawa lainnya yang memungkinkan 

DNA yang berbobot tidak ikut terambil sehingga menyebabkan konsentrasi DNA yang terambil juga sedikit, 

sedangkan pada pengeringan pada tahap akhir isolasi DNA juga sangat memengaruhi hasil, jika pengeringan yang 

dilakukan kurang sempurna, maka larutan untuk memurnikan DNA seperti alkohol dan etanol dapat menurunkan nilai 

kemurnian DNA yang terkandung. Adapun penelitian menunjukkan sebagian besar sampel hasil isolasi DNA memiliki 

nilai kemurnian di bawah 1,8 atau lebih kecil yang mengindikasikan adanya kontaminasi fenol dan pelarut yang 

digunakan [17]. 

Selain itu dapat juga dipengaruhi oleh bahan kuvet. Umumnya bahan kuvet terbuat dari plastik dan kaca yang 

mampu tembus sinar. Kuvet yang terbuat dari bahan kaca silikat lebih baik digunakan pada spektrofotometer UV-Vis 

karena dinilai dapat menyerap sinar ultraviolet. Sedangkan kuvet yang digunakan dalam penelitian ini terbuat dari 

plastik sehingga dapat mempengaruhi pendaran dari cahaya yang masuk dan menembus sampel didalamnya [18]. 

Aspek yang dapat mempengaruhi juga dapat berasal dari aspek teknis seperti keterampilan peneliti dalam melakukan 

isolasi DNA, dimana pada tahap isolasi DNA metode column memiliki prosedur yang panjang sehingga peneliti harus 

meminimalisir kontaminan, seperti halnya dalam pengambilan sampel buffy coat yang sangat tipis, dan ketepatan 

dalam pemipetan reagen.  
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 IV SIMPULAN 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang 

signifikan terhadap sampel darah tanpa disentrifugasi, disentrifugasi kecepatan 500 rpm, 1500 rpm, 3000 rpm, dan 

4500 rpm selama 5 menit pada pemeriksaan T2D berbasis molekuler. Namun kemurnian DNA yang tinggi didapatkan 

pada sampel darah dengan perlakuan sentrifugasi kecepatan 3000 rpm dan konsentrasi DNA tertinggi didapatkan pada 

sampel darah tanpa sentrifugasi. 
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