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Peralatan Rekayasa
Genetika dan
Pembuatan Protein 
Rekombinan



Tujuan Perkuliahan 

• Mahasiswa dapat mengidentifikasi dan
mengetahui prinsip bekerjanya peralatan
Rekayasa Genetika dan analisis protein: 
Electrophorator, DNA concentrator, Nanodrop, 
DNA Sequencer, Next Generation Sequencer, 
MALDI TOF dan SELDI TOF



Electroporator

Next Generation Sequencer

Nanodrop



• Electroporator

Adalah alat untuk electroporation atau electropermeabilization

• Electroporation adalah suatu teknik mengunakan listrik
untuk mengubah permeabilitas membrane sel sehingga
memungkinkan suatu plasmid masuk ke dalam sel

Electroporator



Prinsip Elektroforator



The phenomena



Applications

Reversible
electroporation:

Cell fusion 

Gene transfection

Drug delivery

Cancer treatment

Ireversible 
electroporation:

Food pasterization
Tissue ablation



DNA Concentrator
DNA concentrator adalah alat untuk menaikkan konsentrasi DNA 
yang diperoleh





Nanodrop

• Alat untuk mengukur konsentrasi sampel RNA, DNA 
dan Protein berbasis UV-Vis Spektrofotometer yang 
hanya memerlukan jumlah sampel yang sangat
sedikit (1-2 ul)







DNA Sequencer

Suatu proses atau teknik penentuan urutan basa
nukleotida pada suatu molekul DNA. Urutan tersebut
dikenal sebagai sekuens DNA, yang merupakan
informasi paling mendasar suatu gen atau genom
karena mengandung instruksi yang dibutuhkan untuk
pembentukan tubuh makhluk hidup.

Metode :

1. Sanger
2. Dye Terminator
3. Pyrosequencing
4. Ilumina



• What is DNA sequencing

-Determining the precise order of nucleotides in a
piece of DNA
-DNA sequence is useful in studying fundamental
biological processes and in applied fields such as
diagnostic or forensic research
-DNA sequencing methods have been around for
40 years, and since the mid-1970s



DNA Sequencer



Sequencing



Prinsip Kerja



Sequencer



Sequencing methods

Three basic methods for DNA sequencing 

• A- Chemical cleavage method (Maxam and Gilbert, 
1977)

 pelabelan pada unjung 5′ dengan menggunakan -32P

 modifikasi dan pelepasan basa nitrogen

 pemutusan rantai DNA

 deteksi dengan Polyacrylamide gel 
electrophosesis

• B- Enzymatic method (Sanger, 1981)

• NGS (Next-Generation Sequence )



Prinsip kerja dari metode Gilbert

• DMS  (dimethyl sulfate ) akan memetilasi basa G dan 
C, dengan penambahan piperidin menghasilkan 
fragmen yang berbeda beda 

• hidrazin akan menghidrolisis C dan T, tetapi garam 
yang tinggi akan menghalangi reaksi T sehingga hanya 
bekerja pada C

• dihasilkan empat macam fragmen, masing-masing 
dengan ujung G, ujung A atau G, ujung C atau T, dan 
ujung C 



Chemical degradation method (Maxam–Gilbert method)



The Sanger DNA sequencing method

Uses dideoxy nucleotides to terminate DNA synthesis.
•- DNA synthesis reactions in four separate tubes
•- Radioactive dATP is also included in all the tubes so the

DNA products will be radioactive.
•-Yielding a series of DNA fragments whose sizes can be

measured by electrophoresis.
•- The last base in each of these fragments is known.



The dideoxy sequencing method (Sanger method)

A labeled primer is used
to initiate DNA synthesis.
The addition of four
different dideoxy
nucleotides randomly
arrests synthesis.



DNA sequencing by the Sanger method

Primer elongation, chain termination 
upon incorporation of ddNTP, 
separation, detection 



DNA Sequencing Reactions



Gel electrophoretic
Fractionation



View genomic DNA (here from the beta globin locus) 
from the Trace Archive at NCBI: FASTA format



NEXT GENERATION SEQUENCING

Also known as 
▫High throughput sequencing or 
▫ultra-deep sequencing or 
▫massively parallel sequencing.



What is next generation sequencing ??

• Automated Sanger method (1st generation) • 
• Technologies developed after that are known as next 

generation sequencing. 
• NGS enables the sequencing of biological codes at a 

very rapid pace with low cost per operation. 
• This is the primary advantage over conventional 

methods. 
• For example Billions of short reads can be sequenced 

in one operation





DNA 
Sequence



Protein Sequence



SELDI MALDI



Protein Sequence



Mass Spectrofotometry (Spektrofometri
massa)

• suatu teknik analisis dengan prinsip dasar membuat suatu molekul
netral menjadi bermuatan sehingga bisa dideteksi. Tujuan utama dari
spektroskopi massa adalah mengetahui berat molekul.

• Informasi yang diperoleh dari spektrum MS adalah berat ion, yakni
massa molekul isolat ditambah atau dikurangi sumber ion. Berat ion 
biasanya disajikan dalam [M+H]+ atau [M+OH]- atau dalam bentuk
radikal [M*]+. Berat molekul sesungguhnya diperkirakan bertambah
satu atau berkurang satu angka yang mendekati.

• Adakalanya ionisasi melalui penambahan berat molekul air (Saifudin, 
2014).



Spektrofotometri Massa



SELDI MALDI

mass spectrometry, matrix-assisted laser 
desorption/ionization  (MALDI) 

Surface-enhanced laser desorption/ionization (SELDI) 

ionization technique that uses a laser energy absorbing 
matrix to create ions from large molecules with minimal 
fragmentation.



SELDI MALDI



SELDI MALDI





SELDI MALDI




