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V. PEMOTONGAN DNA DENGAN 
ENZIM RESTRIKSI 
ENDONUKLEASE DAN ISOLASI 
PLASMID 

 
(Sapto Nugroho Hadi, S.Si., M. Biotech.) 

 

Capaian Pembelajaran: 
Setelah menyelesaikan bab ini, mahasiswa mampu menjelaskan 
mengenai enzim restriksi endonuclease dan gunanya dalam teknik 
genetika molekuler, serta mampu menjelaskan mengenai cara-cara 
isolasi plasmid. 
 
Kompetensi Khusus: 
Pada akhir kuliah mahasiswa dapat: 
1. menjelaskan mengenai enzim restriksi dan spesifikasi posisi 

pemotongan. 
2. menjelaskan mengenai berbagai plasmid dan karakteristiknya serta 

teknik isolasi plasmid 
3. melakukan pemotongan DNA dan isolasi plasmid. 

 

 

 

A. Pengantar 

Dalam teknik molekuler (bioteknologi), salah satu tool yang 

sangat penting adalah enzim restriksi endonuklease. Enzim restriksi 

memiliki peran mengkatalisis reaksi pemotongan DNA. Seperti kita 

hendak memotong tali menggunakan gunting, enzim restriksi dapat 

dianalogikan layaknya sebuah gunting namun dalam skala molekuler.  

Enzim restriksi endonuklease mampu memotong DNA secara 

tepat dan memiliki keberulangan tinggi, tanpa merusak struktur DNA 

secara keseluruhan. Kemampuan enzim restriksi memotong DNA secara 

tepat dikarenakan kemampuannya mengenali daerah spesifik pada DNA 

yang sesuai dengan daerah pengenalan enzim. Daerah ini dikenal dengan 

daerah restriksi (restriction site).  
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B. Sejarah Penemuan Enzim 

Enzim restriksi endonuklease secara alami diproduksi di dalam sel 

bakteri. Enzim ini pertama kali ditemukan secara tidak sengaja oleh para 

peneliti yang sedang bekerja dengan bacteriophage (virus yang 

menginfeksi bakteri). Sejak era 1950-an telah diketahui bahwa bakteri 

lebih rentan terhadap infeksi bacteriophage yang sebelumnya telah 

ditumbuhkan pada galur lain. Fenomena ini kemudian dikenal dengan 

istilah host-controlled restriction. Fenomena ini lebih lanjut diketahui 

karena adanya produksi enzim pada bakteri inang yang akan 

mendegradasi DNA phage (virus) yang menginfeksi bakteri tersebut. 

Enzim ini mengenali sekuen DNA spesifik dan memotong DNA pada 

sekuen yang dikenalinya. DNA bakteri sendiri terlindung dari usaha 

pemotongan enzim restriksi dikarenakan situs restriksinya mengandung 

gugus metil (-CH3). Adanya gugus metil pada situs restriksi DNA bakteri 

menyebabkan enzim restriksi tidak mampu menempel dan melakukan 

pemotongan. Penemu enzim restriksi, yaitu Werner Arber, Hamilton 

Smith, dan Daniel Nathans mendapat hadiah nobel bidang fisiologi atau 

kedokteran pada 1978.  

  

C. Tipe Enzim Restriksi 

Terdapat tiga tipe enzim restriksi, yaitu tipe I, II, dan III. Enzim 

restriksi tipe I mengenali sekuen DNA pada daerah tertentu, namun baru 

akan memotongnya setelah enzim ini  terlebih dahulu “berjalan” dan 

melacak sekuen DNA sepanjang 1000-5000 basa dari daerah pengenal 

enzim. Enzim ini juga melepaskan sejumlah nukleotida (~75) di tempat 

pemotongan dihasilkan. Untuk memotong sekuen DNA utas ganda 

diperlukan dua molekul enzim restriksi tipe I karena masing-masing 

enzim hanya mampu memutus satu utas DNA saja. Dalam bekerja 

memotong DNA, enzim restriksi endonuklease tipe I membutuhkan 

molekul kofaktor seperti Mg
2+

, ATP, dan S-adenosyl methionine (SAM). 

Contoh enzim restriksi tipe I adalah EcoK. 

Enzim restriksi endonuklease tipe II mengenali sekuen target 

spesifik pada DNA dan mampu memutus DNA utas ganda dalam waktu 

bersamaan (jadi hanya diperlukan satu molekul enzim saja). Situs 

pengenalan enzim tipe ini pun hanya beberapa basa basa saja dan tidak 

melakukan aktivitas pelacakan sejauh 1000-5000 basa seperti pada tipe I. 

Untuk aktivitas pekerjaannya, enzim restriksi tipe II membutuhkan 

kofaktor Mg
2+

. Contoh enzim restriksi tipe II adalah EcoRI.  

Enzim restriksi nuclease tipe III merupakan enzim pertengahan 

antara tipe I dan II. Enzim restriksi tipe III ini mampu memotong kedua 

utas DNA secara bersamaan, namun baru memotongnya setelah 

“berjalan” dengan jarak tertentu dari daerah pengenalan enzim. Untuk 



Pemotongan DNA Dengan Enzim Restriksi Endonuklease dan Isolasi Plasmid 

35 

aktivitas kerjanya, enzim membutuhkan Mg
2+

 dan ATP. Contoh enzim 

restriksi tipe III adalah HgaI. 

Dari ketiga tipe enzim restriksi di atas, enzim yang umum 

digunakan adalah enzim restriksi endonuklease tipe II karena sistem 

kerjanya yang lebih efektif dan efisien.  

 

D. Penamaan Enzim Restriksi Endonuklease Tipe II 

 Penamaan enzim restriksi didasarkan kepada mikroba tempat 

enzim pertama kali diisolasi. Misalnya enzim restriksi yang berasal dari 

Escherichia coli akan diberi nama depan Eco (tiga huruf miring), 

sementara yang berasal dari Bacillus amyloliquefaciens akan diberi nama 

depan Bam, dan seterusnya. Untuk enzim yang diisolasi dari bakteri yang 

sama namun dari galur (strain) berbeda, maka di belakang tiga huruf 

miring akan ditambahkan inisial nama galur bakteri tersebut. Inisial galur 

ditulis dengan huruf tegak, tidak miring, contohnya EcoRI dan BamHI 

(Nicholl, 2008).  

 

E. Kespesifikan Kerja Enzim Restriksi 

 Enzim restriksi endonuklease (tipe II) mengenali dan memotong 

sekuen DNA yang memiliki urutan basa dan panjang tertentu (sangat 

spesifik). Setiap enzim restriksi berbeda dari enzim restriksi lainnya 

dalam hal situs pengenalannya. Misalnya enzim restriksi EcoRI yang 

akan mengenali dan memotong urutan basa GAATTC, berbeda dengan 

BamHI yang mengenali dan memotong urutan basa GGATCC, meskipun 

keduanya sama mengenali sekuen DNA dengan panjang 6 bp (pasang 

basa). Situs pengenal dan pemotongan EcoRI disajikan pada Gambar 5.1, 

sementara situs pengenalan enzim lain disajikan pada Tabel 5.1.  

 

 

Gambar 5.1. Daerah pengenalan EcoRI pada DNA utas ganda. (a) DNA 

sebelum dipotong, (b) DNA setelah dipotong dengan enzim restriksi 

EcoRI 
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EcoRI akan memotong ikatan fosfodiester antara basa G-A (ditunjukkan 

dengan anak panah), b). DNA utas ganda setelah mengalami pemotongan 

dengan EcoRI, menghasilkan ujung sticky (lengket).  

 

Tabel 5.1. Enzim restriksi dan daerah pemotongannya (Nicholl, 2008) 

 
 

Tabel 5.1 menyajikan bentuk ujung DNA sebagai hasil 

pemotongan beberapa enzim restriksi endonuklease. Misalnya HaeIII 

yang mengenali daerah restriksi 5’-GGCC-3’akan memotong ikatan 

fosfodiester antara G dan C menghasilkan DNA ujung tumpul (blunt). 

Enzim yang lain, misal EcoRI mengenali daerah restriksi 5’-GAATTC-

3’akan memotong ikatan G dan A menghasilkan ujung lengket (sticky). 

Pemotongan enzim restriksi menghasilkan DNA dengan ujung lengket 

dibagi menjadi dua jenis, yaitu protruding 3’(yang bagian panjang 

menggantung terletak pada posisi 3’) dan protruding 5’ (bagian 

menggantung pada posisi 5’) (Gambar 5.2.). Untuk teknik kloning gen, 

enzim restriksi yang menghasilkan DNA dengan ujung sticky, baik 

protruding 3’ maupun 5’ lebih umum digunakan karena kemudahan 

dalam hal penyambungan kembali DNA yang terpotong tersebut pada 

tahap selanjutnya.  
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Gambar 5.2. Bentuk-bentuk ujung DNA hasil pemotongan enzim restriksi 

endonuklease (Nicholl, 2008) 

 

F. Prosedur Pemotongan DNA dengan Enzim Restriksi 

Secara teoritis teknik pemotongan DNA dengan enzim restriksi 

endonuklease tipe II mudah dilakukan. Namun pada praktiknya, 

serangkaian proses optimasi harus dijalankan sebelum mendapatkan 

metode yang tepat. Ini disebabkan oleh cukup banyaknya faktor yang ikut 

berperan, misalnya, konsentrasi enzim restriksi, volume buffer, waktu 

pemotongan, konsentrasi dan kemurnian DNA yang akan dipotong, dan 

sebagainya.  

Sebelum melakukan pemotongan DNA plasmid atau DNA 

kromosom dengan enzim restriksi, harus dipastikan terlebih dahulu 

bahwa di dalam DNA terdapat daerah restriksi yang dapat dikenali enzim 

restriksi endonuklease. Misalnya plasmid pUC 18/19 pada Gambar 5.3. 

akan dipotong dengan enzim restriksi. Maka kita dapat memilih salah 

satu (atau dua) dari beragam enzim yang daerah restriksinya terdapat 

pada plasmid pUC19 seperti HindIII, SphI, PstI, SaII, XbaI, BamHI, 

SmaI, KpnI, SacI, EcoRI (umumnya yang terdapat pada daerah MCS 

(multi cloning site- dari plasmid).   
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Gambar 5.3. Peta plasmid pUC19 dengan daerah pengenalan enzim 

restriksi yang terkandung 

Setelah kita menentukan enzim restriksi yang akan digunakan, hal 

lain yang perlu diperhatikan adalah kesesuaian bufer jika kita memotong 

DNA menggunakan dua enzim restriksi yang berlainan. Bufer yang 

digunakan harus dapat mendukung kerja dari kedua enzim, tidak hanya 

salah satunya sehingga optimalisasi kerja kedua enzim dalam melakukan 

pemotongan dapat tercapai. Pengecekan kesuaian enzim dapat dilakukan 

kepada penyedia enzim masing-masing. 

Kemurnian DNA yang akan dipotong juga merupakan faktor yang 

cukup penting dalam teknik pemotongan DNA dengan enzim restriksi. 

Semakin murni DNA plasmid yang digunakan akan semakin baik. 

Karena kerja enzim tidak akan terganggu oleh pengotor yang mungkin 

masih ada pada DNA yang hendak dipotong. Minimalisasi keberadaan 

pengotor dengan melakukan teknik isolasi DNA secara baik dan sesuai 

prosedur.    

Lama waktu pemotongan (inkubasi) juga berpengaruh terhadap 

hasil pemotongan DNA dengan enzim restriksi. Semakin lama waktu 

pemotongan belum tentu semakin baik karena bisa jadi enzim akan 

memotong daerah yang bukan situs pengenalannya. Sementara waktu 

yang singkat juga belum tentu optimum karena memungkinkan DNA 

target belum terpotong sempurna oleh enzim restriksi. Oleh karena itu 

perlu dilakukan optimasi waktu inkubasi. Waktu terpendek inkubasi 

adalah 20 menit sementara waktu terlama sekitar semalam (overnight). 
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Untuk memotong DNA target (misalnya DNA plasmid), ke dalam 

tabung mikrosentrifus 1,5 ml steril dimasukkan sejumlah volume ddH2O, 

buffer enzim, dan enzim restriksi. Setelah dihomogenkan dengan 

sentuhan ujung jari, ke dalam campuran tersebut ditambahkan DNA 

plasmid. Campuran selanjutnya diinkubasi pada 37
o
C (suhu optimum 

enzim restriksi) selama waktu tertentu. Pada Gambar 4 dan 5 disajikan 

teknik pemotongan plasmid DNA menggunakan dua enzim restriksi, 

sementara pemotongan plasmid dengan satu enzim restriksi disajikan 

pada Gambar 5.6.   

 

 
Gambar 5.4.  Komposisi pemotongan plasmid pGEM

®
-T dengan 

BamHI dan EcoRI (Hadi, 2004) 
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Gambar 5.5. Komposisi pemotongan plasmid pCR
®
2.1-TOPO

®
 dengan 

NcoI dan XhoRI (Hadi, 2011) 

 

 
Gambar 5.6. Komposisi pemotongan plasmid pUC19 dengan EcoRI 
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G. Plasmid  

Plasmid merupakan suatu molekul yang dapat bereplikasi sendiri 

secara independen (self-replicating), terdiri atas utas ganda DNA dan 

berbentuk DNA sirkular yang dipelihara di dalam bakteri sebagai entitas 

ekstrakromosomal (Glick & Jack, 1994). Ukuran plasmid sangat 

bervariasi dari mulai 1 kb sampai lebih dari 200 kb (Sambrook & Russel, 

2001). Plasmid berukuran kecil banyak ditemukan pada beragam tipe 

bakteri. Namun, tidak semua sel bakteri mengandung plasmid karena 

plasmid bukan merupakan komponen esensial sel yang mempengaruhi 

hidup matinya sel, melainkan hanya merupakan komponen tambahan. 

Tanpa plasmid sekalipun, sel bakteri tetap dapat hidup dan tumbuh 

asalkan pada kondisi yang sesuai. 

 

 
Gambar 5.7. Sel bakteri dengan DNA kromosom (1) dan plasmid (2) 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Plasmid)  

 

Plasmid memiliki kemampuan bereplikasi karena adanya titik awal 

replikasi (origin of replication). Adanya titik ori membuat replikasi 

plasmid tidak bergantung pada kromosom inang. Meskipun demikian, 

replikasi plasmid tetap membutuhkan beberapa protein yang dikode oleh 

kromosom sel inang bakteri, disamping protein yang diekspresikan oleh 

gen yang terdapat pada plasmidnya sendiri; gen-gen ini biasanya terletak 

dekat dengan titik ori plasmid atau yang dikenal dengan daerah ori 

(Lodge, 2007). Daerah ori ini juga mengontrol jumlah kopi plasmid 

dalam setiap kopi kromosom inang.  
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Tabel 5.2. Contoh plasmid dan karakteristik yang dimiliki 

 
Keterangan: 

Ap, ampisilin; Cm, kloramfenikol; Km, kanamisin; Sm, streptomisin; Sn, 

sulfonamid; Tc, tetrasiklin; EI
imm

 dan DFI3
imm

, kekebalan terhadap 

kolisin homologus tetapi tidak kolisin heterologus (Nicholl, 2008). 

  

Sifat fenotipa bakteri yang berhubungan erat dengan peran plasmid 

seperti resistensi bakteri terhadap antibiotika tertentu, kemampuan bakteri 

memproduksi antibiotika dan memfermentasi gula, peran bakteri dalam 

menginduksi terbentuknya tumor pada tanaman, produksi enterotoksin 

dan lain sebagainya. 

 

 
Gambar 5.8.  Peta plasmid pBR322 yang menunjukkan adanya gen 

resisten terhadap antibiotika ampisilin (Ap
r
) dan tetrasiklin 

(Tet
r
), titik ori, dan beberapa daerah pengenalan enzim 

restriksi. b) Peta plasmid pUC18 yang mengandung gen 

resisten ampisilin (Ap
r
), gen lacZ, dan sepuluh daerah 

restriksi (EcoRI, SstI, KpnI, SmaI, BamHI, XbaI, SolI, PstI, 

SphI, HindIII) (Lodge, 2007).  
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H. Sejarah Plasmid 

Penamaan plasmid pertama kali dicetuskan oleh Joshua Lederberg, 

seorang ahli biologi molekuler dan genetika berkebangsaan Amerika. 

Istilah “plasmid” pertama kali muncul dalam sebuah tulisan ilmiah 

berjudul in Physiological Reviews karya Lederberg untuk mewakili 

istilah “elemen yang dapat diwariskan selain kromosom”. 

Di penghujung 1960, pemahaman genetik dan sifat fisik plasmid 

dan pewarisan sitoplasmik berkembang pesat hingga memungkinkan 

eksploitasi massif plasmid sebagai alat untuk mempelajari proses seluler 

seperti replikasi DNA. 

 

I. Klasifikasi Plasmid  

Plasmid dapat diklasifikasikan ke dalam dua kelompok, yaitu 

plasmid konjugatif dan non-konjugatif. Plasmid konjugatif dapat 

memediasi pentransferan dirinya sendiri di antara sel bakteri melalui 

proses yang dikenal dengan konjugasi. Proses konjugasi membutuhkan 

fungsi dari daerah spesifik tra (transfer) dan mob (mobilising) yang 

terdapat pada plasmid. Sementara plasmid non-konjugatif tidak memiliki 

kemampuan mentransfer dirinya sendiri tetapi memungkinkan 

dimobilisasi oleh plasmid yang memiliki kemampuan konjugasi jika 

mereka memiliki daerah mob yang fungsional (Nicholl, 2008). 

Plasmid juga dapat diklasifikasikan berdasarkan jumlah kopi 

plasmid yang ditemukan di dalam sel inangnya, suatu sifat yang dikenal 

dengan sebutan copy number. Plasmid low-copy-number cenderung 

menunjukkan kontrol ketat replikasi DNA, dengan replikasi DNA 

plasmid terkait erat dengan replikasi DNA  kromosom inangnya. 

Sementara replikasi plasmid high-copy-number tidak bergantung pada 

replikasi DNA kromosom inangnya (Nicholl, 2008).  

Secara umum plasmid yang dikelompokkan pada plasmid 

konjugatif berukuran besar menunjukkan kontrol ketat replikasi DNA 

(dikelompokkan sebagai plasmid low-copy-number), sedangkan plasmid 

non-konjugatif berukuran kecil menunjukkan replikasi DNA yang yang 

tidak bergantung replikasi DNA kromosom inang (dikelompokkan 

sebagai plasmid high-copy-number).  

 

J. Plasmid dalam Teknik Biologi Molekuler 

Plasmid biasa digunakan dalam teknik kloning molekuler. Plasmid 

ini umumnya dikonstruksi melalu teknik rekayasa genetika sehingga 

bereplikasi di bawah kontrol, membawa gen yang secara spesifik resisten 

terhadap satu atau lebih antibiotika, dan mengandung sejumlah situs 

restriksi endonuklease yang merupakan tempat penyisipan DNA target 

yang diinginkan (namun hanya terbatas sampai berukuran ~10 kb). 
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Dalam teknik biologi molekuler, plasmid dijadikan wahana 

(vektor) untuk mentransfer sekuen DNA target pada inang sel bakteri, 

tempat DNA target nantinya diperbanyak. Plasmid termasuk vektor yang 

paling umum digunakan dibandingkan dengan vektor lainya seperti 

cosmids, fosmids, phage, yeast artificial chromosomes (YACs), 

transposon, bacterial artificial chromosomes (BACs), dan virus.  

 

Tabel 5.3.  Beberapa contoh plasmid yang digunakan dalam teknik 

biologi molekuler 

Vektor Kandungan  Aplikasi Suplier 

pBR322 Ap
r
, Tc

r
, Daerah kloning 

tunggal 

Kloning dan 

subkloning pada 

Escherichia coli 

Banyak 

suplier 

pATI53 Ap
r
, Tc

r
, Daerah kloning 

tunggal 

Kloning dan 

subkloning pada 

Escherichia coli 

Banyak 

suplier 

pGEM
®
-3Z Ap

r
, multicloning site 

(MCS), 

promoter SP6/T7, lacZ α 

Kloning dan 

transkripsi in 

vitro pada E.coli 

dan produksi 

DNA utas 

tunggal 

Promega 

pCR
®
2.1-

TOPO
®
 

Kan
r
, Ap

r
, MCS, 

Promoter T7, 

Lac  

M13 forward dan reverse 

Kloning produk 

PCR 

Invitrogen 

pCI
®
 Ap

r
, MCS, promoter T7, 

CMV enhancer/promoter 

Ekspresi gen 

pada sel 

mamalia 

Promega 

pET-3 Ap
r
, MCS, promoter T7 Ekspresi gen 

pada sel bakteri 

Stratagene 

pCMV-

Script
®
 

Neo
r
, MCS yang besar, 

human cytomegalovirus 

(CMV) 

enhancer/promoter 

Ekspresi gen 

tingkat tinggi 

pada sel 

mamalia dan 

kloning produk 

PCR 

Strategene 

pYES2/CT, 

pYES3/CT 

Ap
r
 , Marker 

URA3/TRP1, MCS 

dengan 8/9 daerah unik, 

epitop V5 dan 

polyhistidine (6xHis) tag, 

promoter GAL1 khamir 

Ekspresi gen 

pada sel khamir 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Invitrogen 
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K. Teknik Isolasi Plasmid dari Sel Bakteri 

Teknik isolasi plasmid merupakan prosedur yang umum dilakukan 

dalam teknik kloning gen. Daerah DNA target yang ingin diperbanyak 

disisipkan dalam daerah MCS plasmid kemudian ditransformasikan ke 

dalam sel inang bakteri untuk selanjutnya secara otomatis ikut 

digandakan ketika sel bakteri membelah selama tahap perbanyakan sel. 

Setelah proses perbanyakan dalam sel bakteri mencukupi, plasmid 

dengan DNA target yang disisipkan ke dalamnya umumnya akan diisolasi 

(diambil) dari sel inangnya melalui serangkaian teknik isolasi.   

Prinsip dalam teknik isolasi plasmid dari sel bakteri adalah 

mengambil plasmid dengan membuat membran sel bakteri terbuka pada 

kondisi basa yang memungkinkan plasmid keluar dari sel. Kondisi basa 

dimaksudkan agar DNA berbentuk sirkular larut sementara DNA 

kromosom yang berbentuk linier akan mengendap bersama organel lain 

sel sehingga mudah dipisahkan dengan teknik sentrifugasi.  

 

L. Prosedur Lisis Sel Bakteri dengan Alkali untuk Isolasi 
Plasmid 

Tahap pertama adalah menginokulasi koloni tunggal bakteri yang 

diambil dari cawan petri yang mengandung medium LB agar dan 

antibiotik tertentu ke dalam tabung uji yang mengandung 3-5 ml medium 

LB dengan antibiotik tertentu. Kultur bakteri ditumbuhkan semalam 

dengan penggoyangan 200 rpm pada 37
o
C.  

Sebanyak 1,5 ml kultur bakteri dipindahkan ke dalam tabung 

sentrifus mikro 1,5 ml. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 

13.000 rpm selama 2 menit. Pelet yang didapatkan ditambahkan 200 µL 

Lysing solution I dingin. Suspensi dihomogenkan dengan divorteks atau 

melalui pemipetan naik-turun. Pastikan semua pelet sel bakteri bercampur 

baik dengan Lysing solution I. Suspensi lalu diinkubasi di dalam es 

selama 5 menit. Ke dalam suspensi bakteri ditambahkan 300 µL Lysing 

solution II (larutan selalu dibuat baru). Suspensi dicampurkan dengan 

dibolak-balik secara cepat sebanyak lima kali tanpa divorteks. Suspensi 

bakteri lalu diinkubasi di dalam es selama 5 menit. 

Ke dalam suspensi ditambahkan 200 µL Lysing solution III dingin. 

Suspensi dicampur dengan dibolak-balik beberapa kali untuk selanjutnya 

diinkubasi selama 5 menit di dalam es. Suspensi ini kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 rpm selama 2 menit. 

Supernatannya dipindahkan ke tabung yang baru. Selanjutnya, supernatan 

ditambahkan 400 µL CIAA (Chloroform Isoamyl Alcohol) dengan 

perbandingan 1:1. Untuk menghomogenkannya, suspensi divorteks. 

Suspensi selanjutnya disentrifugasi selama 5 menit pada kecepatan 

13.000 rpm. Cairan lapisan atas dipindahkan ke tabung sentrifus mikro 



Teknik-teknik Dasar Bioteknologi 

46 

baru dan ditambahkan etanol absolut (100%) sebanyak 2 x volume pada 

suhu ruang. Setelah diinkubasi selama 2 menit pada suhu ruang, larutan 

disentrifugasi 5 menit pada 13.000 rpm. Supernatan yang didapat dibuang 

dan peletnya dicuci dengan 1 ml etanol 70%. Larutan lalu disentrifugasi 

selama 5 menit pada 13.000 rpm. Setelah supernatan dibuang, pelet 

dikeringkan selama 7-10 menit pada suhu ruang. Pelet yang diperoleh 

disuspensikan dengan penambahan 50 µL TE buffer atau ddH2O yang 

mengandung enzim RNase 20 µg/ml. Suspensi dihomogenkan dengan 

divorteks, kemudian disimpan dalam pendingin -20
o
C. 

 

Keterangan 

Lysing solution I :  2,5 ml glukosa 2 M, 2 ml EDTA 0,5 M, 2,5 ml Tris 

1 M, dan 3 ml ddH2O 

  

Lysing solution II :  200mM NaOH, 1%SDS  

Cara membuatnya (untuk 1 Liter) :  

Larutkan 8,0 gram NaOH ke dalam 950 ml ddH2O. Tambahkan 

50 ml larutan SDS 20%. Homogenkan larutan. 

 

Lysing solution III: 60 ml kalium asetat 5 M (pH 4,8), 11,5 ml asam 

asetat, dan ddH2O sampai volume total 100 ml. 

 

Buffer TE :  Tris pH 8.0 with HCl, 1mM EDTA 

Cara membuatnya (untuk 1 Liter): 

Larutkan 1,21 gram Tris base dan 0,37 gram EDTA.2H2O ke 

dalam 800 ml ddH2O. Atur pH sampai 8,0 dengan penambahan 

HCl. Tambahkan ddH2O sampai volumenya 1 liter. Homogenkan 

larutan. 

 

M. Soal Latihan 

1. Apa yang dimaksud dengan enzim restriksi? Apa bedanya dengan 

enzim-emzim pada umumnya? 

2. Apa yang dimaksud dengan restriction site? 

3. Jelaskan perbedaan enzim retriksi type I, II dan III. 

4. Jelaskan secara sederhana tahapan pemotongan DNA menggunakan 

enzim restriksi. 

5. Jelaskan apa yang dimaksud dengan plasmid. Mengapa plasmid 

penting dalam teknologi DNA rekombinan? 

6. Jelaskan beda antara plasmid konjugatif dan plasmid non-konjugatif. 

7. Jelaskan apa yang dimaksud dengan plasmid sebagai vektor utk 

cloning. 

8. Jelaskan secafa sederhana tahapan isolasi plasmid. 
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