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ABSTRACT

Background: Escherichia coli is one of the causes of foodborne illness.
Conventional PCR is a PCR method that is carried out qualitatively followed by
visualization on agar electrophoresis. Agarose gel electrophoresis is a technique that
is often used in various fields of science to separate a mixture of DNA on agarose
substrate. This method is used to perform qualitative analysis of DNA samples. In
electrophoresis, there are factors that affect the movement of DNA molecules, one of
which is voltage. In addition, the length of time of the electrophoresis process can
also affect the effectiveness of the results and the rate of migration. When the
electrophoresis process time is short, large DNA fragments still tend to stick.
Purpose: Therefore, it is necessary to balance the voltage and time given to get
good DNA banding results. Methods: The research unit that will be used is the result
of amplification of Escherichia coli 16SrRNA gene DNA measuring 584 bp. The
electrophoresis process was carried out with voltage variations of 50, 100, 150 volts
and time variations of 30, 45, 60 minutes. Observation of electrophoresis results that
have formed DNA bands will be measured the area of DNA bands using ImageJ
application. Conclusion: Based on the results of the study concluded that: The
optimum voltage in the electrophoresis process in obtaining good E.coli DNA bands
is at a voltage of 150 volts. The optimum time in the electrophoresis process in
obtaining good E.coli DNA bands is for 30 minutes.

Keywords: Escherichia coli, Electrophoresis, optimum voltage, optimum
electrophoresis process time.

ABSTRAK

Pendahuluan: Escherichia coli termasuk salah satu penyebab penyakit yang
berasosiasi dengan pangan (foodborne illness). PCR konvensional yaitu metode
PCR yang dilakukan secara kualitatif dengan dilanjutkan visualisasi pada agar
elektroforesis. Elektroforesis gel agarosa merupakan teknik yang sering digunakan
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dalam berbagai bidang ilmu untuk memisahkan suatu campuran DNA pada substrat
agarosa. Metode ini digunakan untuk melakukan analisis kualitatif terhadap sampel
DNA. Pada elektroforesis terdapat faktor yang mempengaruhi pergerakan molekul
DNA salah satunya yaitu voltase. Selain itu lama waktu proses elektroforesis juga
dapat memengaruhi efektivitas hasil dan laju migrasinya. Ketika waktu proses
elektroforesis singkat, fragmen DNA yang berukuran besar masih cenderung
melekat. Tujuan: Oleh karena itu, perlu keseimbangan antara tegangan listrik dan
waktu yang diberikan untuk mendapatkan hasil pita DNA yang baik. Metode: Unit
penelitian yang akan digunakan yaitu hasil amplifikasi DNA gen 16SrRNA
Escherichia coli yang berukuran 584 bp. Proses elektroforesis dilakukan dengan
variasi voltase 50, 100, 150 volt dan variasi waktu 30, 45, 60 menit. Pengamatan
hasil elektroforesis yang telah membentuk pita DNA akan diukur luas area pita DNA
mengunakan aplikasi ImageJ. Kesimpulan: Berdasarkan hasil penelitian
disimpulkan bahwa: Voltase yang optimum pada proses elektroforesis dalam
mendapatkan pita DNA E.coli yang baik yaitu pada tegangan 150 volt. Waktu yang
optimum pada proses elektroforesis dalam mendapatkan pita DNA E.coli yang baik
yaitu selama 30 menit.

Kata kunci: Escherichia coli, Elektroforesis, Voltase yang optimum, lama waktu
proses elektroforesis yang optimum.

PENDAHULUAN

PCR merupakan suatu teknik
deteksi dengan memanfaatkan
amplifikasi DNA atau gen target pada
organisme asing yang terdapat dalam
penyintas infeksi tertentu. Saat ini,
salah satu penyakit infeksi yang dapat
memanfaatkan metode PCR adalah
deteksi cemaran Escherichia coli
(E.coli) pada pasien yang diare atau
keracunan makanan. Proses PCR
dimulai dari isolasi asam nukleat dari
matriks sampel yang bertujuan untuk
memperoleh DNA target dengan
kemurnian yang tinggi. Proses
selanjutnya adalah amplifikasi, proses
ini melibatkan siklus berulang dengan
3 tahap, yaitu denaturasi, anneling
dan extension. Setelah mendapatkan
hasil PCR konvensional, maka dilanjut
dengan proses elektroforesis. Hasil
elektroforesis yang terlihat adalah
terbentuknya pita (band) yang
diperoleh dari DNA hasil amplifikasi

(amplikon) yang telah bermigrasi dan
diwarnai dengan pewarna tertentu.

Dalam beberapa penelitian,
diketahui bahwa hasil proses
elektroforesis dapat terpengaruh oleh
tingginya tegangan listrik yang
menyebabkan hasil pita DNA yang
smear. Selain itu Durasi waktu pada
tahap elektroforesis juga dapat
memengaruhi efektivitas hasil
elektroforesis dan laju migrasinya
(elektromobilitas). Ketika waktu proses
elektroforesis singkat,
fragmen-fragmen DNA yang
berukuran besar masih cenderung
saling melekat. Oleh karena itu, perlu
keseimbangan antara tegangan listrik
dan durasi waktu yang diberikan untuk
mendapatkan hasil pita DNA yang
baik.

Pada gen DNA Mycobacterium
tuberculosis sudah diketahui voltase
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dan waktu proses elektroforesis yang
optimum. Namun, hasil tersebut belum
tentu sama dengan gen DNA lainnya.
Dalam membuktikan hal tersebut
untuk mendapatkan hasil pita DNA
Escherichia coli yang baik, maka
harus dilakukan pengetahuan voltase
dan waktu yang tepat dalam
mengukur hasil pita DNA Escherichia
coli. Pengetahuan tersebut dapat
dilakukan dengan cara dilakukan
memvariasikan voltase dan waktu
yang berbeda dengan DNA target
16SrRNA Escherichia coli.
Dilakukannya variasi voltase dan
waktu yang berbeda guna untuk
mengetahui voltase dan waktu yang
optimum terhadap hasil pita DNA
E.coli pada proses elektroforesis.

METODE

Jenis penelitian yang dilakukan
yaitu Kuasi Eksperimen. Desain
penelitian ini dilakukan dengan melihat
kualitas pita DNA yang dihasilkan dari
proses elektroforesis dengan variasi
tegangan listrik 50 volt, 100 volt dan
150 volt dengan variasi lama waktu
30, 45, dan 60 menit. Hasil pita DNA
yang terbentuk akan dianalisis dengan
bantuan aplikasi ImageJ. Unit
penelitian yang akan digunakan yaitu
DNA gen 16SrRNA Escherichia coli
yang berukuran 584 bp. Penelitian
dilakukan di laboratorium biologi
molekuler kampus jurusan teknologi
laboratorium medis poltekkes
kemenkes bandung.

Prosedur pengumpulan data
didapatkan dari hasil pengukuran
kualitas pita DNA hasil variasi voltase
dan waktu yang telah ditentukan
secara optimal. Hasil tersebut
merupakan hasil visualisasi DNA dari
uv-transluminator dan diukur

menggunakan aplikasi ImageJ. Berikut
matriks penelitian:

Tabel 1 Matriks Penelitian

Percobaan Percobaan Percobaan
I II III

A1B1 A2B1 A3B1
A1B2 A2B2 A3B2
A1B3 A2B3 A3B3

Keterangan:
A= Voltase B= Waktu
A1= 50 volt B1= 30 menit
A2= 100 volt B2= 45 menit
A3= 150 volt B3= 60 menit

Data yang akan digunakan
yaitu data primer yang akan diperoleh
dari pengukuran kualitas pita DNA
hasil elektroforesis dengan variasi
voltase dan waktu yang optimum dan
telah diukur menggunakan aplikasi
ImageJ.

Alat yang digunakan yaitu
tabung ependof 1,5 ml, VB column,
collection tube mikropipet 10, 200 dan
1000 uL, spatula, vortex, labu
erlenmeyer, gelas ukur, mikropipet, tip
sesuai ukuran, alat PCR (thermal
cycler), hot plate, timbangan digital,
alat elektroforesis, comb atau sisir,
tray, uv-transluminator, kamera. Lalu,
bahan yang digunakan yaitu Biakan
Escherichia coli dalam media cair,
Geneaid Viral Nucleic Acid Exraction
Kit II, Go Taq Green Master Mix 2x
Promega, Primer 16E1, Primer16E2,
serbuk agarosa, Gel red, TAE buffer
stok 50x, DNA template E.coli, DNA
marker, akuades

1. Isolasi DNA metode spin column
Sampel Escherichia coli dari

biakan TSB (Tripticase Soy Broth)

https://doi.org/10.34011/jks.v5i2.2388
300

https://doi.org/10.34011/jks.v5i2.2388


dimasukan 200 uL kedalam 1,5 mL
tabung microsentrifuse. Ditambahkan
400 uL Vb Lysis Buffer kedalam
sampel lalu dihomogenkan
menggunakan vortex. Diinkubasi pada
suhu ruang selama 10 menit. AD
Buffer ditambahkan 450 uL kedalam
sampel yang telah berisi etanol.
Campuran lisat sebanyak 600 uL
dipindahkan kedalam VB Column.
Disentrifugasi selama 1 menit pada
kecepatan 14-16.000 rpm. Supernatan
dibuang, lalu ditempatkan kembali VB
Column kedalam 2mL collection tube.
Campuran yang tersisa dipindahkan
ke VB Column. Disentrifugasi kembali
selama 1 menit pada 14-16.000 rpm.
Supernatan dibuang, lalu VB Column
dipindahkan kedalam Collection tube
2mL yang baru. W1 Buffer sebanyak
400 uL ditambahkan kedalam VB
Column. Disentrifugasi selama 30
detik pada 14-16.000 rpm. Supernatan
dibuang dan dimasukan kembali VB
Column kedalam Collection tube 2 mL.
Wash buffer sebanyak 600 uL
ditambahkan kedalam VB Column
yang telah ditambahkan etanol.
Disentrifugasi selama 30 detik pada
14-16.000rpm. Supernatan dibuang
dan dimasukan kembali VB Column
kedalam Collection tube 2 mL.
Disentrifugasi kembali selama 3 menit
pada 14-16.000 rpm guna
mengeringkan matriks dalam VB
Column. Dipindahkan VB Column
yang telah kering kedalam collection
tube baru RNase Free Water
sebanyak 50 uL ditambahkan ke
bagian tengah matriks VB column.
Didiamkan minimal 3 menit agar
RNase Free Water dapat terserap oleh
matriks. Lalu, disentrufugasi selama 1
menit pada 14-16.000 rpm untuk
mengelusi asam nukleat murni.

2. Amplifikasi DNA Escherichia
coli
Dicairkan Go Taq Master Mix

dan Nuclease Free pada suhu ruang.
Reagen divortex 3-5 detik untuk
homogenisasi. Larutan dispindown
guna menurunkan larutan yang
menempel pada dinding. Ditentukan
jumlah reaksi yang akan digunakan
(4x reaksi). Reagen master mix
disiapkan (reagen yang disiapkan
disesuaikan dengan jumlah yang akan
digunakan)

Tabel 2 komponen PCR master mix
untuk 50 uL vol/reaksi

Disiapkan 4 tabung PCR microtube.
Reagen master mix sebanyak 45 uL
dimasukan ketiap PCR microtube.
Ditambahkan 5 uL DNA template
ketiap PCR microtube. Microtube
ditutup dan dilakukan vortex agar
homogen. Dilakukan spindown guna
menurunkan larutan yang menempel
pada dinding. Lalu dijalankan alat
PCR.

3.Pembuatan gel agarosa 1,5%
Ditimbang 0,6 gram bubuk

agarosa dengan neraca analitik.
Agarosa dilarutkan dalam 40mL TAE
Buffer 1x dalam labu Erlenmeyer
250mL. Dipanaskan diatas hotplate
hingga larut dan dihomogenkan
hingga terlihat jernih. Larutan gel
agarosa didinginkan hingga hangat
kuku. Disiapkan baki elektroforesis,
lalu diletakkan selotip pada
ujung-ujung baki elektroforesis.
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Larutan dimasukan kedalam tray yang
telah dipasang comb atau sisir secara
perlahan hingga tidak terbentuk
gelembung. Ditunggu hingga
membentuk gel agarose lalu Comb
diambil dengan hati-hati

4. Proses Elektroforesis
Disiapkan elektroforesis

apparatus. Dimasukan gel agarosa
yang telah dibuat kedalam tangki atau
wadah elektroforesis. Larutan TAE
Buffer 1x ditambahkan kedalam tangki
hingga seluruh permukaan gel
agarosa tertutup. Dipipet sebanyak 5
µL masing-masing sampel DNA dan
DNA marker dan dimasukan kedalam
well. Kabel dihubungkan dari sumber
arus ke tangki elektroforesis. Proses
elektoforesis gel agarosa dijalankan
hingga selesai. Daya listrik dimatikan
jika proses elektroforesis telah selesai.
Diangkat dan ditiriskan gel agarosa
hasil proses elektroforesis (Steword,
2022). Gel agarosa direndam pada
larutan EtBr 0,02% selama 15 menit.
Gel dikeluarkan dari baki pewarnaan
dan diletakan pada Uv-Transluminator
Penggunaan voltase dan Waktu pada
proses elektroforesis sesuai dengan
matriks yang sudah ada. Jika telah
selesai gel agarosa diletakkan diatas
alat uv-transluminator pada ruang
yang gelap, lalu nyalakan lampu uv.
Dilakukan dokumentasikan hasil pita
yang terbentuk menggunakan kamera.

Dianalisis dengan menggunakan
software imageJ untuk diukur
ketebalan band DNA yang telah
dihasilkan.

5.
HASIL

Hasil penelitian menunjukan
bahwa terdapat perbedaan hasil pita
DNA yang terbentuk, dimana pada
voltase rendah dengan waktu yang
cukup singkat fragmen-fragmen DNA
masih terlihat menempel satu sama
lain, namun pada hasil pita DNA
dengan volase yang tinggi dapat
menyebabkan smear pada pita DNA.

Berikut merupakan hasil pita
DNA dengan variasi voltase dan waktu
yang telah ditentukan:

Tabel 2 Hasil Visualisasi Elektroforesis Gel Agarosa

Voltase Waktu
30 menit 45 menit 60 menit
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50 volt

100 volt

150 volt

Pada Gambar 1 menunjukan
visualisasi hasil elektroforesis E.coli
pada variasi voltase yang dimulai dari
50 volt, 100 volt dan 150 volt sdengan
variasi waktu yang digunakan yaitu 30
menit, 45 menit dan 60 menit. Pada
hasil penelitian proses elektroforesis
yang dijalankan dengan tegangan
listrik 50 volt dengan variasi waktu
tersebut terlihat fragmen-fragmen
DNA yang relatif menempel satu
dengan yang lain sehingga base pair
belum dapat ditentukan dan pita DNA
yang dihasilkan belum terlihat dengan
jelas.

Sedangkan pada tegangan
listrik 100 pada waktu 30 menit
beberapa fragmen masih menempel

satu sama lain, pada variasi waktu 45
menit fragmen DNA yang dihasilkan
sudah tidak menempel satu dengan
yang lain dan pita DNA terlihat tegas.
Begitu pula dengan variasi waktu 60
menit, proses elektroforesis dengan
tegangan 100 volt selama 60 menit
fragmen DNA terlihat lebih jelas
terpisah dan membentuk pita DNA
yang lebih tegas.

Pada variasi voltase 150 volt
dengan variasi waktu yang dimulai
selama 30 menit sudah telihat jelas
dan tegas, namun pada variasi waktu
45 dan 60 pada tegangan ini pita DNA
membentuk smile effect. Lalu, pada
tegangan 150 volt selama 60 menit
terlihat bahwa fragmen DNA semakin
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menjauh dari well dan melebihi batas
gel agarosa.

Selain dari hasil visualisasi
proses elektroforesis, terdapat hasil

pengukuran luas area menggunakan
aplikasi ImageJ. Berikut hasil
pengukuran hasil luas area dari hasil
visualisasi yang telah didapat:

Tabel 3 Hasil Pengukuran Luas Area Pita DNA E.coli Variasi Voltase 50 volt,
100 volt dan 150 volt Selama 30 menit.

Voltase Luas Area Pita DNA Persentase (%)
Pengulangan Pengulangan

1 2 3 1 2 3
50 volt 10.890.639 10.310.535 9.653.364 57.750% 55.621% 42.123%

100 volt 10.586.632 11.182.593 11.406.488 49.715% 52.362% 53.325%

150 volt 14.701.417 15.215.818 14.891.283 64.473% 77.080% 65.724%

Tabel 4 Hasil Pengukuran Luas Area Pita DNA E.coli Variasi Voltase 50 volt,
100 volt dan 150 volt Selama 45 menit.

Voltase Luas Area Pita DNA Persentase (%)
Pengulangan Pengulangan

1 2 3 1 2 3
50 volt 10.570.304 9.968.304 10.458.534 50,470% 48.325% 50.021%

100 volt 11.958.235 11.520.398 12.407.374 56.146% 53.928% 57.581%

150 volt 13.012.343 15.613.914 15.393.436 37.850% 41.588% 41.339%

Tabel 5 Hasil Pengukuran Luas Area Pita DNA E.coli dengan Variasi Voltase 50
volt, 100 volt dan 150 volt Selama 60 menit.

Voltase Luas Area Pita DNA Persentase (%)
Pengulangan Pengulangan

1 2 3 1 2 3
50 volt 12.703.727 12.589.142 12.189.667 58.366% 57.755% 57.138%

100 volt 15.674.577 15.679.391 15.404.252 78.185% 78.264% 77.262%

150 volt 15.570.532 16.217.088 16.168.865 41.317% 42.877% 42.799%

Dari hasil kuantifikasi
pengukuran luas area dapat terlihat
bahwa pada variasi voltase 50 dengan
variasi waktu 30, 45 dan 60 menit
dengan pengulangan didapatkan hasil

dengan rentan yang rendah.
Sedangkan pada variasi voltase 100
semakin lama waktu yang digunakan
nilai yang didapat semakin tinggi. Lalu,
pada variasi voltase 150 dari nilai
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yang didapat tidak berbeda jauh, hal
ini dikarenakan dari lama waktu 30
menit fragmen DNA telah memisah
dengan baik. Namun pada tegangan
ini pula terlihat bahwa hasil visualisasi
dari variasi waktu 45 dan 60 menit
telah terjadi smear hal ini dapat
mempengaruhi hasil luas area yang
didapat. Dari hasil luas area pita DNA
tersebut dapat diartikan bahwa
semakin besar nilai luas area maka
pita DNA yang dihasilkan semakin
baik (Lukemiller, 2010).

PEMBAHASAN

Berdasarkan beberapa
penemuan pada penelitian ini,
diketahui bahwa tegangan listrik pada
proses elektroforesis sangat
berpengaruh pada hasil pita DNA,
selain itu lama waktu proses
elektroforesis juga berperan penting
dalam menyesuaikan tegangan listrik
yang digunakan. Jika menggunakan
tegangan listrik yang rendah maka
dapat menggunakan waktu yang
cukup lama, sebaliknya jika
menggunakan tegangan listrik yang
tinggi maka waktu proses
elektroforesisnya harus lebih di
persingkat.

Hal ini dapat dilihat pada hasil
proses elektroforesis yang
menggunakan tegangan listrik 50 volt.
Hasil dari proses elektroforesis
dengan tegangan 50 volt dengan
beberapa variasi waktu terlihat bahwa
fragmen-fragmen DNA yang terbentuk
masih relatif menempel satu sama
lain. Hal tersebut disebabkan karena
pada proses elektroforesis
menggunakan tegangan listrik yang
rendah.

Selain itu, dapat terlihat pada
hasil visualisasi variasi tegangan listrik

100 dengan variasi waktu selama 30
menit bahwa pita DNA yang dihasilkan
sudah terbentuk namun
fragmen-fragmen DNA belum terpisah
sempurna. Hal ini dapat disebabkan
karena waktu yang digunakan cukup
singkat.

Lalu, dapat dilihat pada hasil
penelitian proses elektroforesis
dengan tegangan 150 volt, dimana
didapatkan hasil semakin lama proses
elektroforesis yang dijalankan fragmen
DNA menghilang. Hal ini dikarenakan
semakin besar tegangan listrik maka
semakin besar arus listrik dan
semakin cepat muatan bermigrasi,
sehingga proses elektroforesis
semakin cepat membentuk pita DNA.
Namun, tegangan yang terlalu tinggi
dengan waktu proses elektroforesis
yang cukup lama dapat merusak
tatanan struktur DNA (Zain dkk, 2021).

Selain itu dapat dilihat pada
hasil visualisasi dari hasil proses
elektroforesis dengan tegangan 150
volt yang menggunakan waktu selama
45 menit dan 60 menit. Hasil yang
terlihat menggambarkan terjadinya
smile effect pada fragmen DNA yang
terbentuk. Hal ini dapat disebabkan
karena pada proses elektroforesis
digunakan tegangan listrik yang tinggi
dengan waktu yang cukup lama. Oleh
karena itu, proses elektroforesis
dengan menggunakan tegangan listrik
yang tinggi dan waktu proses
elektroforesis yang cukup lama akan
merusak gel dan menghasilkan pita
DNA yang dihasilkan tidak sempurna
dan mengakibatkan terjadinya smile
effect pada hasil elektroforesis
(Halimah, 2023).

Smile effect dapat terjadi
karena beberapa faktor, diantaranya
tegangan yang besar, waktu proses
elektroforesis yang singkat, kepadatan
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gel agarosa yang tidak merata,
adanya kotoran dalam gel agarosa
dan perubahan arah medan listrik
(Diah & Dini, 2018).

Dari hasil penelitian dengan
variasi voltase dan waktu proses
elektroforesis didapatkan berbagai
macam karakteristik yang dapat dilihat
dari hasil visualisasi. Dari hasil
visualisasi yang terdapat fragmen
yang masih relatif menempel hingga
fragmen DNA yang telah melebihi
batas permukaan agarosa. Hal ini
dikarenakan pada proses
elektroforesis dengan tegangan listrik
yang rendah maka dorongan pada
molekul DNA akan lambat, hal
tersebut dapat menyebabkan fragmen
DNA yang masih relatif rapat atau
menempel satu sama lain. Jika proses
elektroforesis dengan tegangan listrik
yang tinggi maka dorongan pada
molekul DNA akan semakin tinggi dan
menyebabkan marker lebih dari batas
atau dapat keluar dari gel agarosanya.

Setelah mendapatkan hasil
visualisasi dari proses elektroforesis,
maka dilakukan pemeriksaan lanjutan
seperti uji kuantifikasi intensitas pita
DNA dengan menggunakan aplikasi
ImageJ. Uji kuantifikasi pada
penelitian ini menggunakan aplikasi
ImageJ, pada aplikasi ImageJ
didapatkan hasil luas area dan
persentase dari pita DNA yang
dihasilkan. Hasil luas area dari aplikasi
ImageJ menunjukan seberapa besar
pita DNA yang dihasilkan, oleh karena
itu semakin besar luas area yang
dihasilkan maka pita DNA yang
dihasilkan semakin tebal (Lukemiller,
2010).

SIMPULAN
Berdasarkan hasil pengamatan

pada percobaan dan pembahasan

dapat disimpulkan bahwa voltase yang
optimum pada proses elektroforesis
dalam mendapatkan pita DNA E.coli
yang baik yaitu pada tegangan 100
volt. Lalu, waktu yang optimum pada
proses elektroforesis dalam
mendapatkan pita DNA E.coli yang
baik yaitu selama 60 menit
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