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Abstrak—Elektroforesis gel menggunakan media agar-
agar komersial untuk zat warna remazol telah dilakukan.
Agar-agar komersial digunakan sebagai alternatif media
elektroforesis gel untuk zat warna remazoBrilliant Blue R,
Red RB, Yellow FG, Turquoise Blue G dan Violet 5R dengan
beberapa variabel optimasi elektroforesis gel antara lain :
pengaruh komposisi buffer, pH buffer, dan konsentrasi
media yang dilakukan pada tegangan 150 volt selama 15
menit. Kemudian diperoleh kondisi optimal menggunakan
buffer dengan komposisi NaH2PO4.H20 + NazHPO4. Pada
pH buffer 9 didapatkan jarak migrasi terjauh untuk
masing-masing zat warna RBBR, RYFG, RRRB, RTBG
dan RV5R secara berturut-turut adalah : 29,11 mm; 35,40
mm; 33,40 mm; 32,07 mm; dan 31,07 mm. Pada konsentrasi
2% didapatkan jarak migrasi untuk kelima zat warna
remazol paling jauh, yaitu : RBBR 29,13 mm; RYFG 34,14
mm; RRRB 31,16 mm; RTBG 30,25 mm dan RV5R 29,20
mm.

Kata Kunci—elektroforesis gel; zat warna remazol; agar-
agar komersial.

. PENDAHULUAN

lektroforesis 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[1].Metode pemisahan Gel Electrophoresis
System adalah salah satu metode yang murah dan mudah
dikembangkan. Metode ini biasanya digunakan untuk
pemisahan DNA dan protein. Pergerakan molekul
tergantung pada beberapa faktor, yaitu : massa, bentuk
molekul dan suhu, porositas dan viskositas media [2].
Larutan elektrolit sangat diperlukan dalam metode
elektroforesis gel, berfungsi sebagai penghantar arus
listrik dalam elektroforesis. Larutan elektrolit yang biasa
digunakan adalah buffer. Pada penelitian ini digunakan
larutan buffer fosfat yang sudah sering digunakan dan
pertama kali digunakan oleh Jorgenson dan Luckas pada
tahun 1981 [3]. Salah satu kelebihan buffer fosfat adalah
area kerja buffer fosfat yang lebar yaitu dari asam sampai
basa. Hal ini karena asam fosfat merupakan asam trivalen
dengan nilai pKa 2,12; 7,47; dan 12,36 yang mampu
mempertahan kan pH [4].
Elektroforesis melalui gel agarosa atau akrilamid
merupakan teknik pemisahan yang sederhana, cepat dan
tepat memisahkan molekul yang diinginkan[5]. Jenis

elektroforesis gel yang lain adalah Elektroforesis Gel
Poliakrilamid-SDS  (SDS-PAGE) yang merupakan
sebuah metode elektroforesis untuk pemisahan protein
berdasarkan berat molekul. Teknik ini dilakukan dalam
gel poliakrilamid yang mengandung sodiumdodecyl
sulphate (SDS). SDS adalah sebuah detergen anionik
untuk menyelubungi molekul protein. [5].

Secara umum elektroforesis gel diakui sebagai metode
analitik untuk pemurnian protein, dengan meletakkan
sampel protein pada gel yang telah diberi pewarna seperti
. amido black fast green atau yang lebih sensitif
coomassie blue. Namun, metode ini memerlukan waktu
hingga beberapa jam untuk proses pemisahannya. Sebuah
metode untuk pewarnaan protein pada pemisahan
menggunakan elektroforesis gel poliakrilamid dijelaskan
oleh Hartman dan Udenfriend pada tahun 1969. Tetapi
pada metode ini penggunaan gel dengan SDS terbatas
untuk background berfluorescence[6].

Pada tahun 1972 Griffith memperkenalkan penggunaan
reactive dye anionic pertama kali menggunakan remazol

sebagai pewarna dalam pemisahan protein pada
Poliakrilamid Gel Elektroforesis (PAGE). Pada
penelitian  tersebut menjelaskan  prosedur  untuk

mereaksikan material biologi dengan zat warna Remazol
Brilliant Blue R (RBBR) dan hasil yang diperoleh adalah
pemisahan protein dengan prosedur tersebut dapat
divisualisasikan secara langsung. Sehingga pada
penelitian ini dipilih sampel zat warna remazol yang
mempunyai banyak varian dan mudah didapatkan dengan
harga terjangkau untuk mengetahui kondisi optimum
pada metode Gel Electrophoresis System sebelum
diterapkan untuk pewarnaan makromolekul yang lain[7].

Remazol merupakan perarna reaktif kelompok
ethilsulfonil yang memiliki muatan negatif. Jenis-jenis
remazol beragam, setiap jenis memiliki struktur, muatan,
dan warna yang berbeda. Lima jenis remazol (Remazol
Brilliant Blue R, Remazol Yellow FG, Remazol Red RB,
Remazol Turquoise Blue G, dan Remazol Violet 5R)
yang berbeda digunakan dalam penilian ini untu
mempelajari karakteristik migrasi dari remazol dengan
elektroforesis gel.

Secara umum sampel makromolekul dielektroforesis
melalui beberapa jenis media. Media bertindak sebagai
saringan molekuler untuk membantu dalam pemisahan
molekul berdasarkan ukuran. Jenis media pendukung
yang digunakan tergantung pada jenis molekul yang akan
dipisahkan dan pemisahan berdasarkan muatan, berat
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molekul atau keduanya [8]. Bahan yang biasa digunakan
untuk pemisahan asam nukleat dan protein yaitu agarosa
dan akrilamida. Barril dan Nates (2012) membandingkan
sensitivitas deteksi antara agarosa dan poliakrilamida
sebagai media dalam Gel Electrophoresis System[9].
Media gel yang digunakan pada metode ini merupakan
gel transparan dalam sinar UV (Reddy and Raju, 2012).
Agarosa dan poliakrilamid sulit didapatkan, oleh karena
itu pada penelitian ini digunakan agar-agar batangan
komersial sebagai pengganti atau alternatif media gel
dalam Gel Electrophoresis System.Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui pengaruh komposisi buffer
fosfat, pH buffer fosfat, dan konsentrasi media agar pada
elektroforesis gel untuk zat warna remazol.

Il. URAIAN PENELITIAN
A. Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain:
zat warna remazol, agar-agar batangan komersial, dan
buffer fosfat. Remazol yang digunakan yaitu : Remazol
Brilliant Blue R, Red RB, Yellow FG, Turquoise Blue G
dan Violet 5R dengan konsentrasi 0,01% (w/v). Buffer
fosfat yang digunkan mempunyai berbagai komposisi ,
yaitu NaOH + HsPOs; KOH + H3PO4 dan
NaH,POsH,0O + Na;HPO,. Alat yang digunakan pada
penelitian ini antara lain : serangkaian alat elektroforesis
gel, power suply, pH meter, termometer, jangka sorong,
ddan AVOmeter.

B. Elektroforesis Zat Warna Remazol

Media agar-agar batangan komersial konsentrasi 2%;
2,5%; 3%; 3,5%; dan 4% dibuat menggunakan pelarut
buffer fosfat dengan pH buffer 3 — 9. Kemudian
dipanaskan dan diaduk menggunakan magnetic stirrer
dengan Kkecepatan pengadukan 600 rpm sampai
homogen, dan didiamkan sampai mengeras pada cetakan
berbentuk segi empat dengan ukuran 15 cm X 7,5 cm
[10].

Sampel zat warna remazol 0,01% (w/v) disuntikkan
pada media agar menggunakan mikro pipet 20 pL dan
didiamkan selama + 5 menit. Media agar yang telah
berisi larutan sampel dimasukkan ke dalam chamber
elektroforesis berisi larutan buffer fosfat. Serangkain alat
elektroforesis dihubungkan pada power suply, kemudian
dilakukan proses elektroforesis untuk kelima zat warna
remazol dengan tegangan 150 volt selama 15 menit.
Setelah selesai, power supply dimatikan dan dilakukan
pengambilan data berupa suhu buffer menggunakan, pH
buffer, jarak migrasi, dan arus.

Metode elektroforesis dilakukan untuk pemisahan lima
jenis larutan zat warna remazol yang dicampur dengan
perbandingan 1:1, kondisi optimum dan dilakukan
selama 15 menit dan 30 menit. Selain itu juga diterapkan
pada pemisahan limbah tekstil. Proses elektroforesis
dilakukan dengan kondisi optimum selama 15 menit dan
30 menit.

I1l. HASIL DAN DISKUSI
A. Pengaruh Komposisi Buffer

Larutan buffer sebagai elektrolit dalam elektroforesis
gel sangat mempengaruhi hasil migrasi molekul pada
sampel. Larutan elektrolit yang digunakan adalah buffer
fosfat, komposisi buffer fosfat yang digunakan antara
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lain : NaOH + H3PO4; KOH + H3PO4; dan NaH,PO4H,0
+ Na;HPO.. Ketika komposisi buffer terdapat basa kuat
yaitu : NaOH + H3PO.; KOH + H3PO., suhu pada sistem
sangat tinggi, sehingga menyebabkan media agar pada
elektroforesis gel rusak. Berdasarkan beberapa komposisi
tersebut diperoleh kondisi paling optimal untuk
elektroforesis gel dengan menggunakan buffer fosfat
yang komposisinya terdapat garam dari asam fosfat
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1.

©
Gambar 1. Hasil elektroforesis gel dengan komposisi buffer: (a) NaOH
+ H3PO, (b) KOH + H3PO, (c) NaH,PO,H,0 + Na,HPO,

Penggunaan buffer dengan komposisi NaOH + H3PO4

dan KOH + H3PO4 sukar untuk menetukan jarak migrasi

dari pita yang dihasilkan dan hasil media yang baik

didapatkan dari komposisi buffer NaH,POs.H,O +

NazHPO..

B. Pengaruh pH Buffer

Larutan buffer sebagai elektrolit pada elektroforesis
gel mempengaruhi migrasi molekul zat warna remazol.
Pada pH 9 zat warna remazol mempunyai jarak migrasi
terjauh kecuali remazol yellow FG. Adapun panjang
jarak migrasi RBBR, RYFG, RRRB, RTBG dan RV5R
secara berturut-turut adalah : 29,11 mm; 35,40 mm;
33,40 mm; 32,07 mm; dan 31,07 mm. Pada pH 9 rata-
rata zat warna remazol mempunyai jarak migrasi terjauh,
hal ini karena zat warna remazol mempunyai muatan
negatif dan larutan elektrolit mempunyai pH basa dengan
ion OH" lebih banyak daripada ion H*, sehingga menarik
lebih cepat molekul bermuatan negatif menuju kutub
positif. Larutan bufer berperan sebagai media pendukung
yang dapat mempengaruhi kecepatan gerak senyawa
karena ion pembawanya bermuatan. Kekuatan ion yang
tinggi dalam bufer akan meningkatkan panas sehingga
aliran listrik menjadi maksimal, dan dapat mempercepat
gerakan molekul pada sampel [11].

Konduktivitas larutan buffer sangat mempengaruhi
hasil elektroforesis. Konduktivitas larutan merupakan
kemampuan suatu larutan dalam menghantarkan arus
listrik. Pada larutan kemampuan ini dilakukan oleh
kation dan anion [12]. Konduktivitas larutan bergantung
pada jumlah ion yang ada di dalam larutan tersebut,
didefinisikan seperti pada persamaan 1. :

Am = f (1)

Dari persamaan 2.2 konsentrasi elektrolit dinyatakan
dalam notasi ¢, dan satuan untuk konduktivitas molar
adalah (S.m?.mol)[13]. A°m dapat dinyatakan sebagai
penjumlahan ion yang terdapat dalam larutan, dengan A.
sebagai notasi konduktivitas molar kation dan A sebagai
notasi konduktivitas molar anion. Maka didapatkan
persamaan 2. :

Ay =v A, +v_A_ 2
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Gambar 2. Pengaruh pH larutan buffer terhadap jarak migrasi
C. Pengaruh Konsentrasi Media

Pengaruh konsentrasi media terhadap jarak migrasi zat
warna ditunjukkan pada Gambar 4.5, meningkatnya
konsentrasi media agar-agar akan menaikkan tingkat
kekerasan, ukuran pori-pori dan keefektifan agar-agar.
Semakin tinggi konsentrasi agar-agar maka ukuran pori-
pori akan semakin rapat. Variasi konsentrasi agar-agar
batangan komersial yang digunakan adalah 1%; 2%;
2,5%; 3%; 3,5% dan 4%. Pada konsentrasi 1% media
rusak, sehingga jarak migrasi tidak dapat diukur. Kondisi
media agar dengan berbagai konsentrasi setelah
dilakukan proses elektroforesis ditunjukkan pada
lampiran G. Hasil yang didapatkan bahwa semakin besar
konsentrasi agar-agar maka jarak migrasi zat warna
semakin rendah atau kecepatan migrasi zat warna
semakin kecil.

Berdasarkan Gambar 3. menunjukkan pengaruh
konsentrasi media terhadap jarak migrasi, dimulai dari
konsentari 2%. Pemilihan konsentrasi 2% pada media
sebagai kondisi optimal karena pada konsentrasi media
tersebut didapatkan jarak migrasi terjauh dan kondisi
media yang paling baik setelah dilakukan proses
elektroforesis. Pada konsentrasi 2% hasil jarak migrasi
untuk kelima zat warna remazol paling jauh, yaitu :
RBBR 29,13 mm; RYFG 34,14 mm; RRRB 31,16 mm;
RTBG 30,25 mm dan RV5R 29,20 mm.
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Gambar 3. Pengaruh konsentrasi media terhadap jarak migrasi
D. Elektroforesis gel campuran zat warna remazol

Lima jenis larutan zat warna remazol dicampur dengan
perbandingan 1:1. Kemudian dilakukan proses
elektroforesis untuk campuran lima zat warna remazol
tersebut dengan kondisi optimum dan dilakukan selama
15 menit dan 30 menit. Hasil dari elektroforesis
campuran kelima zat warna remazol ditunjukkan pada
Gambar 4. Berdasarkan hasil elektroforesis gel campuran
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zat warna remazol, pada waktu 15 menit campuran zat
warna remazol belum terpisah dengan baik. Sedangkan
pada waktu 30 menit campuran zat warna remazol
terpisah dengan baik.

..
P. YRR

(a) ®
Gambar 4. Hasil elektroforesis campuran lima zat warna Remazol (a)
15 menit (b) 30 menit
E. Elektroforesis gel limbah tekstil

Limbah tekstil yang diperoleh dari limbah industry
pewarnaan batik tulis di Desa Sendang agung, Paciran,
Lamongan dicoba untuk dipisahkan menggunakan
elektroforesis gel dengan media agar-agar batangan
komersial seperti prosedur yang dilakukan pada
elektroforesis gel campuran zat warna remazol. Dari
elektroforesis gel limbah tekstil diperoleh hasil seperti
pada Gambar 5., yang menunjukkan bahwa limbah tekstil
dapat terpisah dengan metode elektroforesis gel.

L4
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4
Gambar 5. Hasil elektroforesis limbah tekstil
Ukuran dan bentuk masing — masing remazol

diperkirakan menggunakan software Chemdraw dan
disajikan dalam Gambar 6. Ukuran remazol yang paling
besar berdasarkan perhitungan panjang ikatan antar atom
adalahremazol brilliant blue R yang berukuran 2,8911
nm?, sedangkan yang berukuran paling kecil adalah
remazol red RB yang berukuran 1,7774 nm?3,

Remazol Red RB Remazol Yellow FG Remazol Brilliant

BlueR
» »
Panjang :2,5152 nm "
Lebar :1.6246nm
Tinggi :0.4350nm  Panjang :1,9399 nm
Volume : 1.7774 nm®  Lebar :12302nm  Panjang :2,612 nm
Tinggi :0,7996 nm Lebar :12938nm
Volume : 1,9082 nm? Tinggi :0.8555nm

Volume : 2.8911 nm?

RemazolTurqouise Remazol Violet SR
Blue G
s : L)
) Panjang :1.2665 nm
Panjang :2,6284 nm Lebar :2,1877nm
Lebar :2,6284 nm Tinggi :0.8909 nm
Tinggi :0.4000 nm Volume : 2,4684nm?

Volume : 2,7633 nm?
Gambar 6. Ukuran dan bentuk remazol
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IV. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,
diperoleh bahwa agar-agar batangan komersial dapat
digunakan sebagai alternatif media elektroforesis gel
untuk zat warna remazol, dengan beberapa variabel
optimasi elektroforesis gel antara lain pengaruh
komposisi buffer, pH buffer, dan konsentrasi media yang
dilakukan pada tegangan 150 volt selama 15 menit. Dari
beberapa variabel tersebut diperoleh kondisi optimal
yaitu  menggunakan  buffer dengan  komposisi
NaH,PO,H;0 + Na,HPO,. Pada pH buffer 9 didapatkan
jarak migrasi terjauh untuk masing-masing zat warna
RBBR, RYFG, RRRB, RTBG dan RV5R secara
berturut-turut adalah : 29,11 mm; 35,40 mm; 33,40 mm;
32,07 mm; dan 31,07 mm. Pada konsentrasi 2%
didapatkan jarak migrasi untuk kelima zat warna remazol
paling jauh, yaitu : RBBR 29,13 mm; RYFG 34,14 mm;
RRRB 31,16 mm; RTBG 30,25 mm dan RV5R 29,20
mm.

Pada waktu 30 menit dan Kkondisi optimal
elektroforesis didapatkan hasil yang baik untuk
pemisahan campuran kelima zat warna remazol dan
limbah tekstil.
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