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Info Artikel Abstrak

Identifikasi kandungan cemaran daging babi pada kornet sapi dilakukan
dengan metode PCR berdasarkan primer spesifik babi P14. Penelitian
ini bertujuan untuk mengidentifikasi campuran daging babi pada tiga
macam merk kornet sapi berdasarkan primer spesifik P14 yang
menunjukkan lokus PRE-1 pada genom babi. Primer spesifik DNA
digunakan untuk isolasi. DNA sampel kornet yang akan diamplifikasi
secara in vitro dengan menggunakan mesin PCR, hasil amplifikasi
diidentifikasi dengan menggunakan elektroforesis gel, sehingga akan

Keywords: terlihat pita DNA sesuai dengan ukuran panjang DNA yang

diamplifikasi. Pita DNA spesifik P14 dari daging babi dibandingkan
dengan pita DNA spesifik daging sapi berdasarkan ukuran produk PCR
yang terbentuk. Sampel penelitian adalah kornet sapi di Wilayah
Kedungmundu menggunakan metode PCR dengan primer spesifik P14.
Berdasarkan hasil isolasi DNA pada 3 merk kornet sapi yang dijual di
Supermarket disekitar wilayah Kedungmundu didapatkan sampel kornet
negatif mengandung daging babi atau tidak terdapat cemaran daging
babi, pada kornet sapi dan sampel kornet positif mengandung daging
sapi ditandal dengan hasil produk PCR sampel sebesar 274 bp.

Deteksi daging babi, Kornet
Sapi, PCR

PENDAHULUAN

Produk pangan dalam kehidupan
manusia merupakan hal penting dalam
memenuhi kebutuhan gizi dan nutrien yang
diperlukan oleh tubuh. Sebagian besar
produk makanan yang diperjualbelikan telah
diolah dan diawetkan untuk memperpanjang
masa sSimpan. Produk olahan yang
dikonsumsi dan dipasarkan secara luas
memiliki  syarat tidak  menyebabkan
gangguan kesehatan. Agama Isam adalah
agama yang juga mengatur umatnya dalam
perkara makanan, yaitu antara makanan yang
boleh dimakan (halal) dan makanan yang
dilarang untuk dimakan (haram). Seluruh
produk pangan yang mengandung unsur babi
di dalamnnya diharamkan dalam Islam untuk
dimakan (Muslim, 2013).
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Daging olahan adalah daging yang
diawetkan dengan cara diasap, diasinkan
bahkan ditambahkan dengan bahan kimia
Beberapa contoh daging atau ikan olahan
yaitu : ikan asap, ikan asin, dendeng, abon,
sosis, kornet dan lain-lain. Cornet beef
adalah makanan yang dibuat dari daging sapi
tanpa tulang (deboned) atau hasil potongan
daging vyang telah dicincang dengan
ditambahkan  bahan  pengawet  untuk
mempertahankan warna daging agar tampak
segar, yang sudah mengalami proses
penggaraman (curing) sebelum dikalengkan
(Griffin and Lewis, 2009), Cit (Ramadhan
dkk., 2013).

Daging babi merupakan sumber
protein hewani yang harganya murah dan
mudah diperoleh di pasaran. Daging babi
sering digunakan sebagai campuran bakso,
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siomay, dan bakmi goreng. Pencampuran ini
tidak disertai informasi yang jelas kepada
masyarakat, sehingga masyarakat tidak
mengetahui  produk  olahan  tersebut
mengandung babi. Masyarakat Muslim
diharamkan mengkonsumsi daging babi,
beberapa golongan masyarakat  juga
mempunyal hipersensitivitas atau intoleran
terhadap daging babi (Ong et al., 2007).

Penelitian yang dilakukan (Fibriana
dkk., 2012) menemukan satu dari tiga belas
sampel bakso dari pedagang besar, menengah
dan kecil yang diambil secara acak dipusat
kota Salatiga positif mengandung daging
babi. Upaya untuk melakukan identifikasi
telah dilakukan dengan berbagai macam
metode, metode yang dianggap paling valid
saat ini adadah PCR dengan berbagai
variasinya (Erwanto dkk., 2012).

Penelitian ~ yang .~ menggunakan
metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
dengan primer spesifik banyak digunakan
karena dapat mengetahui ada tidaknya
kontaminasi babi dalam campuran daging.
Analisis PCR menggunakan primer spesifik
DNA dengan memanfaatkan urutan DNA
mitokondria merupakan metode yang umum
digunakan untuk mengidentifikasi spesies
tertentu. Penggunaan’ DNA  mitokondria
daam analisis PCR dapat meningkatkan
sengitivitas, karena setiap sel memiliki sekitar
seribu mitokondria dan setiap mitokondria
memiliki sepuluh salinan 'DNA, sehingga
terdapat  sepuluh ribu salinan  DNA
mitokondria dalam sel (Alaraidh et al., 2008
& Kesmen et al., 2009). Penelitian Erwanto
(2012) menggunakan enzim BseDl pada
amplikon mitokondrial gen cytochrome b
yang dapat digunakan untuk mendeteksi
kontaminasi daging babi pada daging lain
hingga level kontaminasi 1%.

Penelitian  ini  bertujuan  untuk
mengidentifikasi ada tidaknya kandungan
daging babi dalam produk kornet yang dijual
di sekitar wilayah Tembalang menggunakan
teknik PCR dengan primer spesifik DNA
Gen Babi P14 yang didasarkan pada
informass  DNA sdl. Identifikasi olahan
daging yang menggunakan gen Cytochrome b
dengan target gen sekitar 481 bp dan telah

diaplikasikan untuk identifikasi jenis daging
pada produk olahan pangan (Erwanto dkk.,
2012). Primer spesifik DNA digunakan untuk
isolas DNA sampel kornet yang akan
diamplifikasi secara in vitro dengan
menggunakan mesin PCR, hasil amplifikasi
diidentifikasi dengan menggunakan
elektroforesis gel, sehingga akan terlihat pita
DNA sesuai dengan ukuran panjang DNA
yang diamplifikasi. Pita DNA spesifik P14
dari daging babi dibandingkan dengan pita
DNA spesifik daging sapi berdasarkan
ukuran basepair yang terbentuk.

METODE

Penelitian ini  dilaksanakan di
Laboratorium Biologi Molekuler Universitas
Muhammadiyah Semarang dengan metode
PCR. Sekuens primer yang digunakan dalam
penelitian ini adalah primer P14 vyang
spesifik pada gen Cytochrome b babi
Forward 5 CCC CGT CTC CTT CCT CCG
GTG GTT GAT G 3’ dan Revers 5° CTG
CGA CAC ATG ATG CCT TTA TGT CCC
AGC 3’ dengan produk PCR 274 bp. Primer
Sapi yang spesifik pada gen Cytochrome b
sapi Forward 5° GAC CTC CCA GCT CCA
TCA AAC ATC TCA TCT TGA TGA AA
3’ dan Reverse 5° CTA GAA AAG TGT
AAG ACC CGT AAT ATA AG 3’ dengan
produk PCR 481 bp. Tahap awa identifikas
DNA dimulai dari isolas DNA dengan cara
manual (tanpa kit), uji kualitas DNA
(elektroforesis gel agarose 1%), amplifikasi
gen, dan elektroforesis gel agarose 2%.

Isolasi DNA

Proses awal isolas DNA, dimulai
pada penghancuran jaringan dengan cara
digerus kemudian ditambahkan 2 ml lysis
buffer lalu dimasukkan dalam konikal 15 ml,
ditambahkan 20 pl proteinase K, vortex lau
diinkubasi pada suhu 55°C sdlama 1 jam
(digojok tiap 10 menit), ditambahkan phenol
CIAA 2 ml kemudian digojok 15 menit,
disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm
selama 20 menit pada suhu ruang, Hasil yang
didapatkan adalah 3 lapisan pada konikal
beris sampel daging sapi segar dan daging
babi segar, sedangkan pada ketiga sampel
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kornet terdapat empat lapis. Kedua konikal
yang berisi daging segar, dipindahkan Iapisan
atas kedalam konikal 15 ml, sedangkan
ketiga konikal yang berisi sampel kornet,
dipindahkan lapisan kedua, ditambahkan
etanol absolut dingin 1.1 atau 1.2
dipindahkan benang-benang DNA kedalam
500 pl ethanol 70%, disentrifus dengan
kecepatan 12000 rpm selama 10 menit pada
suhu 4°C, dikeringanginkan kemudian
ditambahkan TE 100 pl, selanjutnya periksa
kemurnian DNA dengan menggunakan
elektroforesis agarose 1%.

Uji Kemurnian DNA

Hasil isolasi kemudian dicek
keberadaan DNAnya dengan elektroforesis
gel agarose 1%. Tahap ini dimulai .dengan
penambahan loading dye pada sampel,
larutan DNA vyang bermuatan negatif
dimasukkan kedalam sumur-sumur yang
terdapat dalam gel agarose dan diletakkan
dikutub negatif, kemudian dialiri arus listrik
sebesar 100 volt. sdlama 60 dengan
menggunakan larutan buffer yang bermuatan
negatif maka DNA ‘akan bergerak kekutub
positif. Lihat pita DNA hasil elektroforesis
menggunakan UV transiluminator.

Amplifikas PCR

Reakss PCR dibuat dalam total
volume 25 pl yang mengandung nuclease
free water 7,5 pl, master mix 2x 12,5 pl,
primer F dan R masing-masing 2 pl dan 1 pl
DNA hasil ekstraksi. Amplifikasi dengan
menggunakan primer spesifik P14 dilakukan
dengan program sebagai berikut:
predenaturasi 94°C selama 5 menit,
denaturasi 94°C selama 30 detik, annealing
61°C selama 30 detik, extension 72°C selama
1 menit, dengan siklus PCR diulang
sebanyak 35. Post extension 72°C selama 7
menit, kemudian suhu diturunkan sampai
mencapai 4°C selama 10 menit. Sedangkan
amplifikas dengan menggunakan primer

spesifik sapi  digunakan program sebagai
berikut : predenaturasi 95°C selama 4 menit,
denaturasi 95°C selama 30 detik, annealing
49°C selama 30 detik, extension 72°C selama
2 menit, dengan sklus PCR diulang
sebanyak 35. Post extension 72°C selama 10
menit, kemudian suhu diturunkan sampai
mencapa 4°C sdlama 10 menit. Hasil PCR
disimpan pada suhu -20°C sampai digunakan
untuk analisis selanjutnya. Untuk amplifikasi
dengan primer spesifik yang didesain,
dilakukan dengan volume yang sama namun
dengan program optimasi yang divarias
khususnya saat annealing yang merupakan
faktor paling kritis. Reaksi optimas
dilakukan dengan melakukan berbagai variasi
suhu khususnya saat annealing.

ElektroforesisHasil Amplifikas

Visualisas hasil PCR di
elektroforesis pada 100 V gel agarose 2%
selama 60 menit dalam 1x buffer TAE.
Marker 100 bp (Vivantis) digunakan sebagai
DNA ladder. Hasl amplifikas kemudian
dianalisa secara visuad dengan UV
transiluminator. Sampel dinyatakan positif
tercemar babi apabila hasil visualisasi sampel
kornet sapi tersebut terbentuk pita DNA
tunggal dengan ukuran 481 bp yang sesuai
dengan kontrol positif. Sampel kornet sapi
dinyatakan negatif tercemar babi apabila
hasil visualisasi sampel tersebut tidak
terbentuk pita DNA tunggal sesuai dengan
kontrol positif.

HASIL

Jenis penelitian yang digunakan
merupakan analisis deskriptif. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Biologi
Molekuler Fakultas IImu Keperawatan dan
Kesehatan  Universitas Muhammadiyah
Semarang pada bulan Agustus sampai
September 2018. Sampel yang digunakan
dalam penditian ini adalah tiga merk kornet

Sapl
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3000

451 bp

274 bp

Gambar 1 : Amplifikasi gen Cytochrome b (M) Marker, (1) Daging sapi segar, (2) Daging babi segar, (3) Kornet sapi 1,
(4) Kornet sapi 2, (5) Kornet sapi 3 “Nomor 1-5.memakai primer sapi”, (6) Daging sapi segar, (7) Daging babi segar, (8)
Kornet sapi 1, (9) Kornet sapi 2 dan (10) Kornet sapi 3 “Nomor 6-10 memakai primer P14”.

Tabel 1. Fragmen DNA daging sapi, daging babi dan kornet sapi hasil PCR yang diambil dengan elektroforesis agarose.

No Kode sampel

Primer Teramplifikasi Ukuranpita Mengandung daging babi

1 Daging sapi-segar  Sepi
2 Daging babi segar  Sapi
3 Kornet sapi 1 Sapi
4 Kornet sapi 2 Sapi
5 Kornet sapi 3 Sapi
6  Daging sapi segar P14
7 Daging babi segar P14
8 Kornet sapi 1 P14
9 Kornet sapi 2 P14
10 Kornet sapi 3 P14

Vv

U et gl A (< =T

274 bp Tidak
- Tidak
274 bp Tidak
274 bp Tidak
274 bp Tidak
- Tidak
481 bp Ya
- Tidak
- Tidak
- Tidak

Hasil PCR DNA genom daging sapi,
daging babi dan sampel kornet sapi
menggunakan primer P14 ditunjukkan pada
gambar 1 Hasil elektroforesis produk PCR
menunjukkan adanya pita spesifik yang
berukuran 481 bp pada daging babi dan pita
spesifik yang berukuran 274 bp pada daging
sapi dan sampel kornet sapi. Ketebalan pita
DNA hasil amplifikasi dipengaruhi oleh
jumlah DNA vyang terisolas. Semakin
banyak DNA yang terisolasi maka semakin
tebal pita DNA. sebaliknya semakin sedikit
DNA yang terisolasi maka semakin tipis pita
DNA yang tervisuadisas pada gel agarose.
Primer P14 merupakan salah satu dari 13
primer yang manunjukkan lokus PRE-1 pada
genom babi, dan menjadi salah satu standar
analisis makanan yang mengandung daging
babi. Hasil PCR menunjukkan bahwa lokus

PRE-1 yang diwakili oleh primer P14 hanya
terdapat dalam DNA genom babi dan tidak
terdapat dalam genom sapi (Fibriana dkk.,
2012). Pada tabel 1, disgikan data hasil
pengamatan panjang fragmen DNA hasil
PCR, DNA vyang teramplifikas dengan
primer spesifik sapi adalah daging sapi (1),
kornet sapi 1 (3), kornet sapi 2 (4) dan kornet
sapi 3 (5) dengan produk PCR 274 bp.
Sedangkan DNA yang teramplifikasi dengan
primer spesifik P14 adalah daging babi (7)
dengan produk PCR 481 bp. Dari proses
amplifikas DNA diperoleh produk PCR yang
diinginkan yaitu pita spesifik 274 bp dan 481
bp. Daging sapi dan daging babi sebagai
kontrol positif yang dijadikan dasar untuk
menyimpulkan bahwa kornet mengandung
daging sapi dan tidak mengandung daging
babi.
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DISKUS

Penambahkan proteinase K dan
phenol CIAA untuk  menghilangkan
kandungan protein. Hasil proses didapatkan
tiga lapisan pada konikal berisi sampel
daging sapi segar dan daging babi segar,
sedangkan pada ketiga sampel kornet
terdapat empat lapis. Lapisan paling bawah
adalah polisakarida, lapisan tengah berupa
molekul protein yang berbentuk cincin putih,
sedangkan lapisan paling atas adadah fase
akuos beris materi genetik DNA dan RNA
(Yanuhar, 2010). Namun pada sampel kornet,
terdapat satu lapisan lagi. Kedua konikal
yang berisi daging segar, dipindahkan lapisan
atas ke dalam konikal 15 ml, sedangkan
ketiga konikal yang berisi sampel kornet,
dipindahkan lapisan kedua. Lapisan kedua
dipilih karena pada proses isolasi
sebelumnya, pada lapisan . pertama tidak
mengandung DNA.

Genom yang  smear pada hasil
eektroforesis gel agarose 1% disebabkan
karena adanya kontaminasi RNA, protein dan
tidak utuhnya genom yang terisolasi. Genom
yang mengalami fragmentasi menjadi banyak
fragmen yang berbeda ukuran dan tertahan
pada gel sesua dengan ukurannya dan
menghasilkan gambar yang smear (Mulyana.
Y., 2010). Genom ' yang mengalami
fragmentasi dipengaruhi oleh banyak faktor,
diantaranya  adalah  lamanya  waktu
homogenisas dengan lysis buffer (Aljanabi et
al., 1999), penggerusan dengan
menggunakan mortar yang cukup Kkuat
(Santiana, 2010) dan aktivitas DNase yang
dapat memotong ikatan pospodiester DNA
(Weir, 1993).

Pemilihan suhu pada proses PCR
sangat penting karena suhu merupakan faktor
paling kritis dalam menentukan keberhasilan
suatu PCR khususnya suhu annealing. Suhu
annealing untuk primer P14 yang digunakan
dalam penelitian ini adalah 61°C. Suhu ini
digunakan karena pada proses amplifikasi
sebelumnya, kontrol positif tidak
teramplifikasi sehingga dilakukan perubahan
suhu. Suhu annealing juga tergantung pada
komposisi basa, panjang dan konsentras
primer.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil isolasi DNA pada
3 merk kornet sapi yang dijua di
Supermarket di sekitar wilayah
Kedungmundu didapatkan sampel kornet
negatif mengandung daging babi atau tidak
terdapat cemaran daging babi pada kornet
sapi dan sampel kornet positif mengandung
daging sapi ditandai dengan hasil produk
PCR sampel sebesar 274 bp.
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