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Lampiran 1. Skema Kerja 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Persiapan DNA sisipan Rv 1926c dari klon rekombinan pGEM-T Easy 

 

Pembuatan Sel Kompoten Escherichia coli BL21 

 

Ligasi Gen Rv 1926c ke Vektor Ekspresi pQE 30Xa 

 

Transformasi Plasmid Rekombinan ke Host Escherichia coli BL21 

 

Karakterisasi Plasmid Rekombinan (pQE 30Xa – Rv 1926c) 

Analisis data 
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Lampiran 2. Skema pembuatan gel agarosa 1,2% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 3. Komposisi pembuatan media Luria Bertani (LB) 

Tabel 1. Komposisi Luria Bertani (LB) Padat 

No. Komposisi Dosis 

1. Bacto tryptone 0,5 gr 

2. Bacto yeast extract 0,25 gr 

3. Bacto agar 0,5 gr 

4. NaCl 0,5 gr 

5. Aquadest 50 ml 

 

 

1,2 gr gel agarosa ditimbang lalu dilarutkan dalam 60 ml TBE 0,5X 

Dipanaskan dalam microwave selama 2 menit kemudian diamkan 

sampai dingin 

Ditambahkan EtBr  2 L  

 

Tuang ke dalam cetakan gel yang telah berisi sisir 

Tunggu hingga memadat 
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Tabel 2. Komposisi Luria Bertani (LB) Cair 

No. Komposisi Dosis 

1. Bacto tryptone 1 gr 

2. Bacto yeast extract 0,5 gr 

3. NaCl 1 gr 

4. Aquadest 100 ml 

 

 
Gambar 13. Komposisi LB 

 

 

Lampiran 4. Komposisi Reagen Purifikasi 

Tabel 3. Komposisi Reagen Purifikasi 

No. Komposisi Volume yang Ditambahkan 

1 Produk PCR (sampel) 25 μl 

2 Buffer PB 50 μl 

3 Buffer PE 750 μl 

4 Buffer EB 50 μl 
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Gambar 14. Reagen Purifikasi 

 

Lampiran 5. Komposisi Reagen Ligasi 

Tabel 4. Komposisi Reagen Ligasi 

No. Komposisi dalam Reaksi Ligasi Volume yang Ditambahkan 

1 Sampel 3 μl 

2 pQE 30Xa hasil restriksi 1 μl 

3 T4 DNA Ligase 1 μl 

4 Nuclease Free Water 4 μl 

5 Rapid Ligation Buffer 1 μl 
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Lampiran 6. Reagen Transformasi ke Sel Escherichia coli BL21 

Tabel 5. Reagen Transformasi ke Sel Escherichia coli 

No. Komposisi Volume yang ditambahkan 

1. Ampisilin 20 µl 

2. IPTG 100 µl 

3. X-gal 40 µl 

4. Produk ligasi 10 µl 

5. Sel kompoten 50 µl 

 

Lampiran 7. Reagen PCR Koloni 

Tabel 6. Reagen PCR koloni 

No. Komposisi Volume yang ditambahkan 

1. sampel 3 µl 

2. Go taq green 12 µl 

3. Primer F dan R 1 µl 

4. Nuclease free water 8,5 µl 

 

Lampiran 8. Reagen Isolasi Plasmid 

Tabel 7. Reagen Isolasi Plasmid 

No. Komposisi Volume yang ditambahkan 

1. Buffer P1 250 µl 

2. Buffer P2 250 µl 

3. Buffer N3 350 µl 

4. Buffer PE 700 µl 

5. Buffer EB 40 µl 
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Lampiran 9. Full Genom MPT63 (Rv 1926c) (NCBI Gen Bank: 

NC_000962.3) 

Origin  

1 atgaagctca ccacaatgat caagacggca gtagcggtcg tggccatggc  ggccatcgcg 

61 acctttgcgg caccggtcgc gttggctgcc tatcccatca ccggaaaact tggcagtgag 

121 ctaacgatga ccgacaccgt tggccaagtc gtgctcggct ggaaggtcag tgatctcaaa 

181 tccagcacgg cagtcatccc cggctatccg gtggccggcc aggtctggga ggccactgcc 

 241 acggtcaatg cgattcgcgg cagcgtcacg cccgcggtct cgcagttcaa tgcccgcacc 

 301 gccgacggca tcaactaccg ggtgctgtgg caagccgcgg gccccgacac cattagcgga 

 361 gccactatcc cccaaggcga acaatcgacc ggcaaaatct acttcgatgt caccggccca 

 421 tcgccaacca tcgtcgcgat gaacaacggc atggaggatc tgctgatttg ggagccgtag 
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Lampiran 10. Vektor pQE 30Xa 
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Lampiran 11. Foto Prosedur Kerja 

 
Gambar 15. Persiapan insert Rv 1926c dari pGEM-T Easy 

 

 

 
Gambar 16. Pembuatan media Luria Bertani (LB) 
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Gambar 17. Pembuatan Sel Kompoten  

 

 

 
Gambar 18. Transformasi plasmid rekombinan ke E.coli BL21 
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Gambar 19. Karakterisasi Klon Rekombinan 

 

 
Gambar 20. Elektroforesis  

 


