
Teknologi DNA Rekombinan



Kemampuan Akhir yang Diharapkan

• Mahasiswa dapat menjelaskan teknik DNA 
rekombinan

• Mahasiswa dapat menjelaskan tahapan-
tahapan dalam teknik DNA rekombinan

• Mahasiswa dapat menjelaskan tujuan dan
hasil dari rekombinasi DNA



DNA Rekombinan??

*rDNA = recombinant DNA (DNA rekombinan)



DNA Rekombinan??

• Molekul DNA baru yang terbentuk dengan
cara memasukkan sekuen DNA dari suatu
organisme ke dalam vektor

• Teknologi yang digunakan untuk menghasilkan
DNA rekombinan disebut teknologi DNA 
rekombinan

• Contohnya adalah kloning gen



















Aplikasi Teknologi DNA Rekombinan
pada Bioteknologi

• Produksi protein rekombinan

• Produksi obat-obatan melalui
kloning gen

• Identifikasi gen-gen yang 
berperan dalam kejadian penyakit

• Terapi gen

• Produksi bibit tanaman unggul

• Bidang forensik : identifikasi
pelaku kejahatan



Tahapan Pembuatan DNA Rekombinan

1. Mempersiapkan gen yang akan dimasukkan ke
dalam vektor (gen insert)

2. Mempersiapkan vektor
3. Pemotongan DNA insert dan vektor dengan

enzim restriksi
4. Penggabungan DNA insert dan vektor dengan

enzim ligasi
5. Memasukkan DNA rekombinan ke dalam sel

bakteri (transformasi)
6. Ekspresi gen rekombinan





Persiapan Gen Insert dan Vektor

• Gen insert bisa berasal dari total DNA murni
suatu organisme atau dari hasil PCR

• Vektor bisa berupa plasmid, bakteriofaga atau
virus lain (adenovirus, baculovirus)



Pengambilan total DNA murni dari
Bakteri

1. Bakteri diperbanyak dalam medium kultur
yang sesuai
• Macam-macam medium kultur : LB (Luria Bertani), M9

2. Perusakan sel bakteri sehingga DNA bisa
keluar dari sel
• Secara kimiawi lisozim (lysozyme)

• Secara fisika sonikator

3. Pemurnian DNA sehingga didapatkan DNA 
murni



Perbanyakan Bakteri dalam Medium 
Kultur



Macam-macam Medium Kultur Bakteri



Perusakan Membran Sel Bakteri



Pemurnian DNA

• Bertujuan untuk memisahkan
DNA dari kontaminan (protein 
dan RNA)

• Kontaminan dapat mengganggu
proses rekombinasi DNA 
selanjutnya

• Bisa dilakukan dengan 2 cara :
a. Menghancurkan kontaminan

(dengan protease dan RNase)

b. Memisahkan DNA dari
kontaminan



Pemurnian DNA 

• Secara konvensional menggunakan fenol : 
Kloroform dengan perbandingan 1 : 1

• Fenol dan kloroform dapat mengendapkan
protein memisahkan DNA dengan protein

• Akan tetapi limbah fenol harus diolah lebih
lanjut supaya tidak merusak lingkungan



Pemurnian DNA

• Sekarang ini telah digunakan kit (perangkat) 
pemurnian DNA 

• Keunggulan dari perangkat ini adalah lebih
praktis digunakan



Pemurnian DNA

• Tingkat kemurnian DNA yang didapatkan dari bakteri
bisa dilihat kemurniannya dengan spektofotometer

• Melihat rasio absorbansi DNA pada panjang
gelombang 260/280  nilai 1,8

– Apabila nilai < 1,8  banyak kontaminan protein

– Apabila nilai > 1,8  banyak kontaminan RNA

• Spektrofotometer juga dapat digunakan untuk
mengetahui konsentrasi DNA



Spektrofotometer untuk Mengukur
Konsentrasi dan Kemurnian DNA



Pemurnian DNA dengan Kit 



Pemotongan DNA dengan Enzim
Restriksi

• Pemotongan DNA bisa dilakukan dengan enzim
Restriksi Endonuklease

• Enzim ini dapat memotong ikatan fosfodiester
antara basa-basa nitrogen

• Setiap enzim restriksi memiliki target sekuen yang 
khas

• Hasil restriksi bisa berupa ujung yang tumpul
(blunt end) atau ujung menggantung (sticky end)



Blunt end dan sticky end





Penggabungan DNA insert dengan
vektor

• Proses penggabungan ini dilakukan dengan
enzim DNA ligase

• Sekuen DNA insert dan vektor yang akan
digabungkan harus sesuai

• Enzim ligase akan membentuk ikatan
fosfodiester antara satu basa nitrogen dengan
basa nitrogen lain



Penggabungan DNA insert dengan
vektor



Penggabungan DNA insert dengan
vektor

• Ligasi bisa dilakukan pada blunt end maupun
sticky end



Transformasi DNA Rekombinan

• Proses memasukkan DNA rekombinan ke
dalam sel bakteri

• Secara alami bakteri dapat mengalami proses 
transformasi

• Di dalam laboratorium, proses transformasi
dilakukan secara kimiawi dan secara fisika

• Hanya beberapa jenis bakteri yang dapat
dilakukan proses transformasi secara mudah
 Bacillus dan Streptococcus



Transformasi DNA Rekombinan

• Bakteri yang biasa digunakan adalah
Escherichia coli

• Proses transformasi secara kimiawi bisa
dilakukan dengan CaCl2 (kalsium klorida)

• Proses transformasi secara fisika dengan
menggunakan elektroporasimenggunakan
arus listrik

• Sel bakteri yang siap untuk menerima DNA 
rekombinan disebut sel yang kompeten



Transformasi DNA Rekombinan dengan
CaCl2

• Sel bakteri diletakkan pada larutan CaCl2 
dingin

• Kemudian suhu tinggi diberikan untuk
memasukkan DNA rekombinan ke dalam sel
kompeten heat-shock



Transformasi DNA Rekombinan dengan
Elektroporasi



Electroporator



Identifikasi Rekombinan

• Seleksi antibiotik

– Plasmid rekombinan memiliki resistensi terhadap
antibiotik tertentu, mis.ampisilin

– Bakteri yang mendapatkan plasmid rekombinan
dapat tumbuh pada medium dengan ampisilin

– Bakteri yang tidak memiliki plasmid rekombinan
akan mati pada medium dengan ampisilin







Identifikasi Rekombinan

• Blue-white screening
– Menggunakan gen pengkode β-galaktosidase

lacZ

– Ekspresi lacZ dapat terganggu dengan adanya
insersi DNA

– Enzim ini dapat memecah laktosa menjadi glukosa
dan galaktosa

– Pada medium dengan X-gal (analog laktosa) :
• Bakteri dengan plasmid rekombinan warna putih

• Bakteri tanpa plasmid rekombinan warna biru






