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ABSTRAK

Metode pemisahan molekul berdasarkan panjang maupun besar molekul dengan arus listrik
disebut dengan elektroforesis. Prinsip dasar elektroforesis adalah pergerakan molekul bermuatan
atau ion melalui medium semi solid di bawah pengaruh suatu medan listrik. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui metoda pewarnaan elektroforesis yang terbaik dalam menggunakan
GelRed dalam pewarnaannya. Metode yang dilakukan adalah membandingkan metoda Pre-Cast,
Direct-Staining dan Post-Staining. Hasil yang didapatkan pada penelitian ini adalah metode
yang menghasilkan pita DNA yang jelas yaitu metode direct-staining.

Kata kunci : Elektroforesis, Pre-Cast, Direct-Staining,Post-Staining

PENDAHULUAN

Metode pemisahan molekul berdasarkan panjang maupun besar molekul dengan
arus listrik disebut dengan elektroforesis. Di dalam dunia biologi molekuler,
elektroforesis digunakan untuk memisahkan molekul DNA, RNA, maupun protein.
Pemisahan DNA diakibatkan adanya gugus fosfat yang mengandung muatan listrik
negatif (-). Apabila suatu molekul yang bermuatan negatif dilewatkan melalui suatu
medium, seperti gel agarosa, lalu dialiri arus listrik dari satu kutub ke kutub yang
berlawanan muatannya, maka molekul tersebut akan bergerak dari kutub negatif ke
kutub postif (Mushlih, 2019).

Teknik elektroforesis ditemukan sekitar abad ke 19 dimana pengembangannya
secara lebih signifikan dilakukan pada tahun 1956 oleh Hunter dan Moller. Mereka
melakukan penelitian tentang sifat-sifat enzim sebagai katalisator untuk melihat
pengaruh kimia pada perkembangannya (Harahap, 2018). Elektroforesis merupakan cara
yang efektif untuk memisahkan fragmen DNA dengan berbagai ukuran (Badriyya &
Achyar, 2021).

Prinsip dasar elektroforesis adalah pergerakan molekul bermuatan atau ion
melalui medium semi solid di bawah pengaruh suatu medan listrik. Elektroforesis dapat
digunakan untuk mengetahui ukuran DNA dengan menggunakan DNA marker yang
sudah diketahui ukurannya. DNA marker ini berfungsi sebagai pembanding sehingga
bisa diketahui perkiraan ukuran DNA sampel. Jika molekul yang bermuatan negatif
(DNA) dilewatkan melalui gel agarosa, kemudian dialiri arus listrik dari satu kutub ke
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kutub yang berlawanan muatannya, maka molekul tersebut akan bergerak dari kutub
negatif ke kutub positif, sehingga elektroforesis dapat memisahkan DNA berdasarkan
ukuran panjangnya (Yuwono, 2006).

Elektroforesis terdiri atas beberapa komponen utama yaitu larutan elektrolit yang
berfungsi sebagai pembawa komponen. Biasanya, ini terdiri dari larutan buffer dengan
pH yang sesuai dengan karakteristik senyawa yang akan dipisahkan. Media pemisah
adalah tempat dimana proses pemisahan dilakukan. Media pemisah ini terdiri dari
berupa kertas (selulosa asetat, selulosa nitrat), gel poliakrilamid, dan agar. Hal
terpenting berikutnya adalah perangkat listrik yang dapat menghubungkan alat pemisah
ke sumber listrik seperti baterai dan dapat bertindak sebagai sumber energi pada
rangkaian alat (Harahap, 2018).

Pada elektroforesis dapat dilakukan berbagai metode pada proses pewarnaannya.
Metode pre-cast merupakan suatu metode proses pewarnaan dimana agarosa yang
dicampur dengan Gelred. Selanjutnya, metode staining yaitu metode yang digunakan
dengan menambahkan GelRed pada DNA ladder maupun DNA Sampel yang akan
digunakan. Metode post-staining, merupakan metode pada proses pewarnaan yang
dilakukan setelah proses elektroforesis berakhir (Biotium, n.d.-b, n.d.-a).

METODE PENELITIAN

Kegiatan kerja praktek dilaksanakaan pada tanggal 22 juni- 22 juli 2023 dan
dilaksanakan di Laboratorium Biomedik, Fakultas Kedokteran, Universitas Andalas,
Padang, Sumatera Barat. Pada Penelitian ini dilakukan dengan elektroforesis dengan
tiga metode yang yaitu Pre-Cast, Direct-Staining dan Post-Staining. Alat yang
digunakan pada elektroforesis adalah gelas ukur, timbangan analitik, mesin
elektroforesis, microwave, plastic frame, sisir sumur dan mikropipet. Bahan yang
digunakan yaitu bubuk agarosa , buffer TBE 0,5x, GelRed Biotium, DNA ladder 50
bp, DNA sampel, loading dye.

Prosedur kerja

a. Elektroforesis dengan metode pre-cast

Analisis produk hasil PCR dilakukan dengan teknik elektroforesis (Afif & Putri., 2019).
Teknik ini menggunakan menggunakan gel agarosa 1,5%, dimana gel agarosa ditimbang
sebanyak 1,5 ¢, lalu dimasukkan kedalam larutan TBE 0,5X sebanyak 100 mL.
Selanjutnya, larutan agarosa dipanaskan di oven selama 2 menit sampai terlihat
mendidih. Tunggu hingga suhu sekitar 45 atau 50 C dan masukkan GelRed kedalam
tabung. Pastikan homogen dengan cara digoyang goyang. Kemudian, agarosa dituang ke
cetakan dan dipasang sisir pembuat sumur di cetakan. Lalu diamkan gel agarosa hingga
mengeras. Setelah mengeras, gel agarosa dimasukkan ke dalam alat elektroforesis.
Kemudian larutan TBE 0,5X dituang ke dalam alat elektroforesis sampai gel agarosa
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terendam. Selanjutnya DNA ladder dipipet ke sumur dengan komposisi ladder 50 bp
sebanyak 5 pl dan loading dye sebanyak 5 pul dan DNA sampel 5 pl. Setelah DNA ladder
dan juga sampel sudah masuk ke dalam sumur, elektroforesis dirunning selama 50 menit
pada tegangan 110 volt. Kemudian hasil elektroforesis kemudian diamati di bawah UV
Transilluminator (Handayani & Putri, 2021).

b. Elektroforesis dengan metode direct-staining

Produk PCR divisualisasikan dengan elektroforesis yang menggunakan gel agarosa
1,5%, dimana gel agarosa ditimbang sebanyak 1,5 g, lalu dimasukkan kedalam larutan
TBE 0,5X sebanyak 100 mL. Selanjutnya, larutan agarosa dipanaskan di oven selama 2
menit sampai terlihat mendidih. Kemudian, agarosa dituang ke cetakan dan dipasang
sisir pembuat sumur di cetakan. Lalu diamkan gel agarosa hingga mengeras. Setelah
mengeras, gel agarosa dimasukkan ke dalam alat elektroforesis. Kemudian larutan TBE
0,5X dituang ke dalam alat elektroforesis sampai gel agarosa terendam. Selanjutnya
DNA ladder dipipet ke sumur dengan komposisi GelRed 1:1000 5 pl, ladder 50 bp
sebanyak 5 pl dan loading dye sebanyak 5 pl . Untuk DNA sampel, dicampur sebanyak
5 ul gel red dan 5 ul sampel DNA. Setelah DNA ladder dan juga sampel sudah masuk ke
dalam sumur, elektroforesis dirunning selama 50 menit pada tegangan 110 volt.
Kemudian hasil elektroforesis divisualisasikan menggunakan UV-transilluminator.

C. Elektroforesis dengan metode post-staining

Produk PCR divisualisasikan dengan elektroforesis yang menggunakan gel agarosa 1,5%,
dimana gel agarosa ditimbang sebanyak 1,5 g, lalu dimasukkan kedalam larutan TBE
0,5X sebanyak 100 mL. Selanjutnya, larutan agarosa dipanaskan di oven selama 2 menit
sampai terlihat mendidih. Kemudian, agarosa dituang ke cetakan dan dipasang sisir
pembuat sumur di cetakan. Lalu diamkan gel agarosa hingga mengeras. Setelah
mengeras, gel agarosa dimasukkan ke dalam alat elektroforesis. Kemudian larutan TBE
0,5X dituang ke dalam alat elektroforesis sampai gel agarosa terendam. Selanjutnya
DNA ladder dipipet ke sumur dengan ladder 50 bp sebanyak 5 pl dan loading dye
sebanyak 5 pl dan DNA sampel sebanyak 5 pl. Setelah DNA ladder dan juga sampel
sudah masuk ke dalam sumur, elektroforesis dirunning selama 50 menit pada tegangan
110 volt. Selanjutnya, untuk membuat larutan pewarnaan ditambahkan buffer TBE 0,5X
sebanyak 50 mL dan 5 mL GelRed waktu pewarnaan selama 30 menit hingga 1 jam.
Kemudian Gel hasil elektroforesis diamati pada UV Transluminator dan
didokumentasikan (Ahda et al., 2012).
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HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Hasil Elektroforesis

Gambar 1. Hasil elektroforesis: (A) metode pre-cast, (B) metode post-staining
pewarnaan 1 jam, (C) metode post-staining pewarnaan 30 menit, (D) metode direct-
staining
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Elektroforesis merupakan suatu cara analisis kimiawi yang didasarkan pada
pergerakan molekul-molekul bermuatan di dalam medan listrik (titik isoelektrik).
Pergerakan molekul dalam dalam medan listrik dipengaruhi oleh bentuk, ukuran, dan
besar muatan dari molekul (Fuad et al., 2016). Pada DNA hasil elektroforesis gel
agarosa, molekul DNA dianalisis berdasarkan letaknya setelah mengalami migrasi pada
proses elektroforesis tersebut. DNA yang akan dianalisa dibandingkan dengan DNA
marker atau DNA yang telah diketahui (Anam et al., 2021).

Pada gambar 1 dapat dilihat perbandingan dari hasil elektroforesis yang
dilakukan dengan berbagai metode. Pada gambar 1A dapat dilihat bahwa pemisahan
DNA ladder pada agarosa dengan konsentrasi 1,5% dengan metode pre-cast kurang baik
dan untuk pita DNA yang dihasilkan juga kurang baik. Hal ini menunjukkan bahwa
konsentrasi dan ukuran dari pita DNA mempengaruhi migrasi yang terjadi pada gel
agarosa yang telah dicampurkan dengan GelRed. Gelred yang ditambahkan ke dalam
agarosa akan membentuk matriks pemisahan yang pada setiap bagian matriksnya
terdapat molekul tersebut. Berdasarkan hal tersebut, mengakibatkan interkalasi yang
kuat antara DNA yang melalui matriks berisi Gelred tersebut sehingga terjadi retardasi
migrasi DNA yang berlebihan.

Pada Gambar 1B dapat dilihat bahwa pemisahan DNA ladder dan DNA sampel
pada agarosa dengan konsentrasi 1,5% dengan metode post-staining dengan pewarnaan
selama 1 jam pemisahan yang terjadi cukup baik pita DNA terlihat cukup tegas.
Sementara itu, pada gambar 1C dapat dilihat bahwa pemisahan DNA ladder dan DNA
ladder pada agarosa dengan konsentrasi 1,5% dengan metode post-staining dengan
pewarnaan selama 30 menit pemisahan yang terjadi cukup baik, tapi tidak terlihat tegas.
Metode post-staining ini memiliki beberapa kekurangan diantaranya memerlukan waktu
yang lama serta menggunakan GelRed yang banyak. Berdasarkan hal tersebut, untuk
mengatasi hal tersebut dapat dilakukan optimasi volume GelRed terlebih dahulu.

Pada Gambar 1D pemisahan DNA ladder dan DNA sampel pada agarosa dengan
konsentrasi 1,5% dengan metode direct-staining menghasilkan pemisahan yang terjadi
sangat baik dibandingkan dengan metode sebelumnya. Hal ini dapat dilihat dari pita
DNA yang terlihat tegas serta DNA marker yang dihasilakn juga telihat tegas. Metode
ini juga lebih baik digunakan karena tidak menggunakan GelRed yang banyak serta
waktu yang digunakan tidak terlalu lama.

DNA yang bermuatan negatif akan bergerak ke arah anoda yang bermuatan
positif. DNA dengan berat molekul yang kecil akan bergerak lebih cepat menuju anoda
dibandingkan dengan DNA dengan berat molekul yang besar (Azizah & Azhar, 2022).
Terbentuknya pita DNA menunjukkan bahwa DNA dapat dilanjutkan untuk proses
sekuensing (Putri, 2019).

Pewarna yang paling umum untuk mendeteksi DNA dan RNA dalam gel adalah
etidium bromide (Williams, 2001). Pada penelitian ini, pewarna yang digunakan adalah
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GelRed. GelRed merupakan pewarna yang paling sensitif dan aman untuk digunakan
dengan eksitasi sinar UV (Haines et al., 2015). Selain itu, etidium bromide merupakan
mutagen karena dapat beinteraksi dengan DNA double helix yang terdapat pada manusia
dan penggunaannya juga harus dilakukan oleh operator yang memilki pelatihan yang
cukup dalam menangani etidium bromida (Lee et al., 2012; Borst, 2005).

PENUTUP

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa metode
yang menghasilkan pita DNA yang jelas adalah metode direct-staining. Selain itu,
metode direct-staining juga memiliki keuntungan yaitu dapat menghemat GelRed yang
digunakan serta waktu yang diperlukan selama proses pewarnaan juga lebih efisien.
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