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IDENTIFIKASI CEMARAN BABI PADA PRODUK
BAKSO DENGAN BERBAGAI LEVEL CAMPURAN
MENGGUNAKAN PENANDA 16S rRNA

Elsha Dewi Arimbi (12180122331)
Di bawah bimbingan Restu Misrianti dan Deni Fitra

INTISARI

S NINN!Iw eldid yeH @

Y2 Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode molekuler yang efektif
untuk mendeteksi DNA spesifik, termasuk dalam jumlah kecil dan pada produk
ofahan. Gen 16S rRNA merupakan penanda spesifik untuk mendeteksi keberadaan
daging babi karena memiliki sekuens yang konservatif dan berbeda antar spesies.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendeteksi keberadaan daging babi dalam
produk bakso dengan berbagai tingkat campuran (1%, 5%, 10%, dan 15%)
menggunakan teknik PCR dengan primer spesifik gen 16S rRNA. Penelitian ini
menggunakan metode penelitian eksperimental dengan cara mengekstrasi DNA
menggunakan kit zymo research, lalu diuji kualitas menggunakan elektroforesis
dan kuantitasnya menggunakan spektrofotometer. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa rata-rata konsentrasi DNA hasil ekstraksi adalah 126,82 ng/uL, sedangkan
rata-rata nilai kemurnian DNA (rasio A260/A280) sebesar 1,823. Nilai tersebut
mengindikasikan bahwa DNA yang diperoleh memiliki kualitas yang baik dan
memenuhi syarat untuk digunakan dalam proses PCR. Metode PCR dengan
menggunakan dengan primer gen 16S rRNA berhasil mendeteksi DNA babi hingga
pada level 1% dengan pita DNA berukuran 220 bp. Selain itu, primer juga mampu
mgndeteksi DNA ayam (326 bp) dan sapi (431 bp) secara spesifik. Hasil ini
menunjukkan bahwa PCR dengan primer gen 16S rRNA efektif dan sensitif untuk
mendeteksi adanya cemaran daging babi pada produk bakso.

L]

u——

K?:Jata kunci: bakso, daging babi, deteksi DNA, gen 16S rRNA, PCR, primer spesifik.
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o  IDENTIFICATION OF PORK CONTAMINATION IN
PlR ODUCTS MEATBALLS WITH DIFFERENT LEVELS OF MIX
USING 168 rRNA TAGS

Elsha Dewi Arimbi (12180122331)
Under the guidance of Restu Misrianti and Deni Fitra

ABSTRACT

NSNS NINY!Ilw ejdid ye

Polymerase Chain Reaction (PCR) is an effective molecular method for
detecting specific DNA, including in small amounts and in processed products. The
168 rRNA gene is a specific marker to detect the presence of pork because it has a
conservative sequence and differs between species. The purpose of this study was
to detect the presence of pork in meatball products with various levels of mixture
(1%, 5%, 10%, and 15%) using PCR techniques with specific primers of the 16S
rRNA gene. This study used an experimental research method by extracting DNA
using a zymo research kit, then tested for quality using electrophoresis and quantity
using a spectrophotometer. The results showed that the average concentration of
extracted DNA was 126.82 ng/uL, while the average DNA purity value (4260/4280
ratio) was 1.823. This value indicates that the DNA obtained has good quality and
is eligible for use in the PCR process. The PCR method using the 16S rRNA gene
primers successfully detected pig DNA up to a level of 1% with a DNA band
measuring 220 bp. In addition, the primers were also able to detect chicken (326
bp) and cattle (431 bp) DNA specifically. These results show that PCR with 16S
rRNA gene primers is effective and sensitive to detect the presence of pork
céntamination in meatball products.

Keywords: meatball, pork, DNA detection, 16S rRNA gene, PCR, specific primers.

~

nery wisey JireAg uej[ng jo A}ISIdAIU) dTWE



‘nery eysng NN uizi edue) undede ynjuaq wejep 1ul sin} eAley yninjas neje ueibeqas yeAueqiadwaw uep ueywnwnbuaw Buele|iq 'z

4%

AVTE VISNS NIN
5
=

‘nery eysng NiN Jelem BueA uebunuaday uexibniaw yepy uednynbuad ‘g

‘yejesew mens uenelun neje ynuy uesijnuad ‘uelode] ueunsnAuad ‘yeiw| efiey uesijnuad ‘uenijauad ‘ueyipipuad uebunuaday ynun eAuey uednnbuad ‘e

\)

&

Jagquuins ueyingaAusw uep ueywnjuesuaw edue) (ul SN} eA1ey yninjes neje uelbeqgas diynbusw Buele|iq 'L

:\|'|/ifa

Buepun-Buepun 1Bunpuijg ediD yeH

DAFTAR ISI

©

ale

W

i Halaman

&

U .
KATA PENGANTAR ..ot i
I§TISARI .................................................................................................... il

=
ABSTRACT ...ttt e e aneas iii

=
1D N S N 2 ] TSR iv

—

DAFTAR TABEL ...oooooeeeeeooeesseseeessesssssseesessessssessesssssssessssssessessens vi

Q
%&FTAR GAMBAR .....eeeeeeeeeeeeeeesseses e seeesssssssseeee s ese s vii
D_AFTAR N I €3 N N SR viii
DAFTAR LAMPIRAN ......ooiiiiiie ettt X
I.  PENDAHULUAN ....ooiiiiiii ittt 1

1.1. Latar BelaKang.........cccoceiiiiiiieiiiiesiec e 1
1.2. Tujuan .. S e L A A LT 3
1.3. Manfaat ,.... 00 NN W T O 3
L4, HIPOLESIS .eeiuveeieiiiieiiieiieesiee ettt 3
II. TINJAUAN PUSTAKA ...ttt 4

%1 2.1. Bakso ............ ... .. N 0NN BN . BN N SR B 4

;- 2.2. Babi................. [ S W SN BN BN SN 4

i 230 DNA st ssssssssssssss e sssss s 6

;j— 2.4, DNA MitoKondria ........ccocveiiiiiiiiie et 6

5 2.5. Polymerase Chain Reaction (PCR) ........cccovviiiiiiiiiii 7
I]g MATERI DAN METODE .......oooiviiiiiiieic e 9

= 3.1. Waktu dan Tempat........ooooiiiii, 9

S 3.2. Bahan dan Alat...........coooviiiiiiiie e 9

M 33, Metode Penelitian i it s et i sees e e enn i ot i eas 10
= 3.4. Prosedur Penelitian ..........ccccoocvieeiiiiiiiee et 10

= 3.4.1. Pembuatan bakso..........cccceevviiiieiiiiiie e 10

(_.r? 3.4.2. Ekstrasi DNA sampel ..o 11

g 3.4.3. SpeKtrofOtOMELET ......vvviiviiiiiiie i 12

9 3.4.4. Polymerase Chain Reaction (PCR).........cccccovvviniinininnnn. 13

= 3.4.5. EleKtroforesis.......ccccoiiiieieiiiiie et 13
73,5, Parameter Penelitian .........c..coo.oovveveereeeenresnsnssissessssssesseensnneans 14

2 3.6, ANalisis Data ... 15

A

2

55

2 iv



16
16
17
17
19
21
25
25
25
26

4.2.2. Kuantitas DNA .........cooiiiiiii
4.3. Deteksi Campuran Babi pada Produk Bakso ...........c.ccccevviviiiennns

4.2.1. Kualitas DINA ..ottt e e e e e e e eaeenen

B S0 ittt et rr e ———

L KeSIMPulan ...
2. SATAN Lo

4.1. Desain Primer untuk Deteksi Cemaran Babi pada Produk

HASIL DAN PEMBAHASAN ..ot

7\' 4.2. Kualitas dan KuantitaS DNA ......oooiiiiiiiiiiiiinieeeeeeeeriin e e eereenns
-5
5

Ha

2

cipta milik Ul Z% u m%m Riau State Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

_u.\II Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
..u. :ﬂf 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

Kf .u: a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
I/\h_ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

NS LXIAL 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



S 2 =2 2 3 >
=
=
]
= : : : :
=
- 2 B
o P E L
A -N -
= -
7 N T -
= -
= S : :
< g 8 i
2 = 8 i
© 35 i i
g («2] : .
£ i<
a 2 <« 2
£ 8 z 0O
§ 227
— [¢B) wn) 7
: £ £ E
- & § g
< c 2 5
g € 2 =
53 %3
M m o T I
© Hak @ptamifikUIN Suska Riau State Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

U.\/I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
..u. :ﬁ 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

Kf .n: a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
l/\h_ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

OROeR XTAL 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



o~ =
5 2202588 5
=
s
—
=
= : : : : : : . :
: : : H : HE @) 0
H H H H H 3 — g
H H H H H 3 — H
AR S S S R
orof f o B
. H H H g 3 = H
Y |4
SR A s g
=
=~ S = -
< S % .
=] : : : g - : m ©
= L i
S i gz 38
=7 s i i i 2 A §
< 3 : : : g B 4
= s : : : P8 < &
<3 N : E S I =
= s % g5 E 3
_ S 3 33 2 &2
2T 8 % 2 E g
= X I .4 &8 £
S S £ g PR
< 5 = S H & =
S v = - < 7
$ 2 S 3 2 & = O
g v /8 O 3 5 <= 4
S~ o g 2 8 58 g &
S 8 8 8 & - 2 «©
S 2 2 2 ¥ § E @
~ X < By =
T2 8% 5 2 5T
< ¢ ¢ g © 8 F 3
Z & 8 8 ©o g § >
o A 2 2 2 = & = =
g g g »u X B ‘0
m 2 3 53 3 8 ® &2 ©
M o M x T M o I
© Hak @U_hmﬂ ﬂ kY IN Suska Riqu State Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

_u.\II Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
..u. :ﬂf 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

iﬂf .\: a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
I/\h_ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

R RTAL 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



viii

Z
:
&
2 S g
Z S 53¢
= S % @ g .S
& & 2 82 &
L N )
o~ .C (=] — ~ d Q
2 S3EFT: %S
D @) Q Lnua o d < ~
S o ‘7 el =
ST g &2 2 3 5
2 3 E ~ & 8 §
S & &8 Z K I S g
S i = — = Q Q
Q EN < s L N IS o
S o § 8 S % £ =2 &
S S £ 55 €85 ¢
T QA ara & &9 7
< § =
©H mm mu Hm_juw_ _ _AMC mh Mc wIDnm Riau State Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

U.\/I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
..u. :ﬁ 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

Kf .n: a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
l/\h_ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

OROeR XTAL 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



= 23 m
g
]
=
= o
2
z
=9 HENS)
= =
< : 8
- : o
~ 5
< i g
- |
= =
=z 8
g
Ele
g =
=8
wnn O
s B
=
s £3
g g g
-y
© Hakscipta;milik UIN Suska Riau State Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

U.\/I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
...1 ...ﬂf 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

ff .n.. a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
l/\h_ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

OROeR XTAL 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



‘nery eysng NN uizi eduey undede ynjuaq wejep iul sijn eAley yninjas neje ueibegas yelueqiadwaw uep uejwnwnbuaw Buele|iq 'z

4%

S
:\n/lﬂ

‘nery eysng NiN Jelem BueA uebunuaday uexibniaw yepy uednynbuad ‘g

‘yejesew nens uenelun neje ynuy uesinuad ‘uelode| ueunsnAuad ‘yeiw) eAiey uesinuad ‘uenjguad ‘ueyipipuad uebunuaday ymun eAuey uednnbusad e

1V VISNS NIN

o0}
€

= b

JJaquuns ueyngaAusw uep ueywnuesusaw eduey 1ul siny BAuey yninias neje ueibegas dynbusw bBuele|iq |

U:g

Buepun-Buepun 1Bunpuijg ediD yeH

I.  PENDAHULUAN

1:1. Latar Belakang

f, Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah salah satu metode yang dipilih untuk
n%ngidentiﬁkasi spesies karena memiliki spesifisitas dan akurasi yang tinggi,
meéngingat setiap spesies memiliki DNA yang spesifik (Arini dkk., 2018). PCR
merupakan teknik sintesis dan amplifikasi DNA secara in vitro. Metode ini

m%mungkmkan amplifikasi segmen DNA hingga jutaan kali hanya dalam hitungan

Jegp Setiap gen memiliki primer dengan konsentrasi dan suhu annealing yang

bgrvariasi, sehingga diperlukan optimasi terhadap konsentrasi primer dan suhu
ag;lealing untuk mencapai kondisi PCR yang optimal dan menghasilkan hasil yang
ng;ksimal (Setyawati dan Zubaidah, 2021). Metode PCR saat ini dikenal sebagai
teknik yang sangat akurat, cepat, mudah digunakan, dan mampu mengidentifikasi
spesies asal pangan. Selain itu, PCR bisa diterapkan meskipun sampel yang
digunakan sangat sedikit atau berukuran kecil. DNA pada sampel tersebut dapat
diperbanyak, dan hasilnya terlihat sebagai pita yang jelas (Arslan et al., 2006).
Penelitian mengenai identifikasi jenis daging telah banyak dilakukan oleh para
peneliti menggunakan DNA mitokondria. Beberapa gen yang umum digunakan
sebagai penanda spesies hewan atau jenis daging antara lain sitokrom b (cyt b),
daerah Displacement Loop (D-loop), serta subunit ribosom RNA 12S dan 16S.
B%;berapa peneliti telah menggunakan gen cyt b untuk membedakan material yang
bse_;rjasal dari jenis hewan yang berbeda (Primasari, 2011). Pada penelitian Sepmiarti
di{zk (2015), D-loop mampu membedakan DNA babi diantara DNA spesies lainnya
p;ﬁa suhu penempelan optimum 61,40C pada sampel permen lunak. Pada
pgnelitian Sitompul dan Artanto (2020), gen 12S rRNA dapat mendeteksi cemaran
dagmg babi pada produk olahan sapi. Pada penelitian Misrianti et a/ (2022), gen
1€S rRNA menunjukkan bahwa sapi Bali memiliki keragaman genetik yang tinggi
dil%’l berada dalam klaster yang berbeda (Bos javanicus) dibandingkan dengan ras
sapi lainnya yang sebagian besar berada dalam klaster Bos indicus.
t Gen 16S rRNA telah banyak dimanfaatkan dalam berbagai penelitian dan
ap,hkam praktis karena dianggap efisien dan mudah digunakan (Akihary dan
Kl)londam, 2020). 16S rRNA merupakan bagian dari DNA ribosom yang

~
mengandung sekuen spesifik untuk setiap jenis spesies, sehingga dapat diandalkan
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up_tuk deteksi keberadaan cemaran spesifik, termasuk babi (Ali et al., 2015).
M@nurut Akihary dan Kolondam (2020), gen 16S rRNA terbukti sangat efektif
di‘gunakan karena memiliki tingkat akurasi yang tinggi serta proses identifikasinya
re:latlf cepat. Gen 16S rRNA telah banyak digunakan untuk mendeteksi keragaman
ge’netlk hewan dan studi filogenetik, namun hingga saat ini belum ada penelitian
y;_;ng memabahas penggunaannya dalam mendeteksi DNA pada produk olahan
pg;__ﬁgan.

— Gen 16S rRNA dianggap lebih unggul dibandingkan gen target lainnya, seperti
cjé? b, dalam analisis molekuler dan identifikasi spesies. Keunggulan ini didasarkan
pada sifatnya yang ubikuitas (terdapat di hampir semua organisme), memiliki
bggian konservatif yang memungkinkan penyusunan pohon filogenetik universal,
sefta bagian hypervariable yang dapat membedakan spesies secara spesifik
(l;angastuti, 2006). Selain itu, gen ini juga digunakan sebagai kronometer evolusi,
karena tingkat mutasinya dapat mencerminkan jarak evolusioner antar spesies.
Penelitian Widyadnyana et al. (2015) menunjukkan bahwa gen 16S rRNA mampu
mengidentifikasi spesies dengan tingkat kemiripan hingga 99%, dan berdasarkan
kriteria Petti (2007), kemiripan sebesar 97% mengindikasikan satu genus,
sementara 99% menunjukkan satu spesies.

Sebaliknya, penggunaan gen cyt b dalam metode PCR memiliki kelemahan
k?;i*ena primer-nya dapat mengamplifikasi DNA dari spesies lain yang memiliki
ui:*i‘ltan homologi tinggi, seperti sapi dan ayam, sehingga menurunkan spesifisitas
hgsil deteksi (Pascoal et al., 2004). Dengan demikian, gen 16S rRNA dinilai lebih
sﬁesiﬁk, akurat, dan andal dalam identifikasi spesies, terutama dalam studi yang
m‘émerlukan tingkat presisi tinggi, seperti deteksi cemaran dalam produk pangan.

- Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi

)} l;‘?"‘l!;'

k beradaan cemaran babi dalam produk bakso yang mengandung berbagai level

i

campuran menggunakan penanda 16S rRNA. Penelitian ini diharapkan dapat
memberlkan kontribusi pada pengembangan metode deteksi cemaran babi yang
leblh efisien dan akurat di Indonesia serta mendukung industri pangan dalam

n:ggnyedlakan produk yang lebih transparan dan aman bagi konsumen.
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Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi dan referensi

:|: Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi cemaran daging babi hingga
. Manfaat

¢» Penanda 16S rRNA dapat digunakan dalam mendeteksi campuran daging babi

=
dan sapi sampai level 1% pada produk bakso.

b; i metode deteksi pada pemalsuan makanan.

4. H

le’vel 1% dengan menggunakan primer 16S rRNA pada metode multiplex PCR.

lé. Tujuan

cigta m

I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
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II. TINJAUAN PUSTAKA

=\
(@)}

2§1L Bakso

¢ Bakso adalah produk olahan daging yang telah dihaluskan, kemudian
dECampur dengan bumbu dan tepung, dibentuk menjadi bola-bola kecil, dan direbus
dalam air panas (Montolalu ef al., 2013). Berdasarkan SNI 01-3818-1995, bakso
di:a;'ging merupakan produk makanan yang berbentuk bulat atau bentuk lainnya,
dibuat dari campuran daging ternak, pati atau serealia, dengan atau tanpa
p?pambahan Bahan Tambahan Pangan (BTP) yang diizinkan, dan kandungan
dg;gingnya harus minimal 50%.

=
9 Menurut Sari dan Widjanarko (2015), bahan utama dalam pembuatan bakso

aéjalah daging sapi, dengan tambahan bahan lain seperti tepung, garam, es, Sodium
T?ipolyphosphate (STPP), serta bumbu penyedap. Selain garam dan tepung,
bawang merah, bawang putih, dan merica juga digunakan dalam proses pembuatan
bakso (Yunarni, 2012).

Proses pembuatan bakso meliputi beberapa tahap, yaitu penghancuran daging,
pembuatan dan pencampuran adonan, pencetakan, serta pemasakan bakso (Putri,
2009). Tujuan dari penghancuran daging adalah untuk memperluas permukaannya,
sehingga protein larut garam dapat keluar, yang kemudian menyebabkan perubahan
jaringan lunak daging menjadi mikropartikel. Adonan bakso dibuat dengan
rrikzncampurkan daging yang telah dihancurkan dengan garam dan bumbu
seiéukupnya, lalu secara bertahap ditambahkan tepung, pati, atau tapioka sambil
d;:aduk hingga tercampur rata. Kemudian bakso dicetak menggunakan tangan
d;’ilgan cara meremas-remas adonan di tangan kemudian menekannya ke tengah-
téi;lgah jari antara ibu jari dan jari telunjuk kemudian adonan yang keluar diambil

dgngan menggunakan sendok (Yunarni, 2012).

2.2. Babi

; Babi adalah sejenis hewan ungulata yang bermoncong panjang dan merupakan
héWan yang asalnya berasal dari Eurasia. Babi termasuk kedalam kingdom
q;’imalia, filum chordata, kelas mammalia, subkelas theria, infrakelas eutheria,

0%310 artiodacyla, famili suidae, dan genus sus (Linnaeus, 1758).

nery wisey J
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_ Babi merupakan hewan omnivora yang akan mengonsumsi berbagai jenis

Q)

makanan. Misalnya, babi hutan memakan akar, buah-buahan, tikus, dan reptil kecil.
o)

Sementara itu, babi domestik biasanya diberi pakan seperti jagung, gandum,
o

kedelai, atau barley. Di peternakan, babi juga sering diberi kulit sayuran, kulit buah-

)
—

buahan, dan sisa-sisa makanan lainnya ( Ikhsan, 2021). Babi juga dikenal sebagai
hgwan yang cenderung kotor dan sering memakan bangkai, kotorannya sendiri,
bélkan kotoran manusia. Hewan ini lebih menyukai lingkungan yang kotor
dibandingkan tempat yang bersih dan kering. Selain itu babi juga dikenal sebagai
heéwan yang malas, kurang aktif mencari makanan, tidak tahan terhadap sinar
n{j}atahari, dan tidak gesit. Kebiasaannya yang rakus dalam makan dan tidur
n?énjadikannya salah satu hewan paling rakus di antara hewan ternak lainnya.
Séiring bertambahnya usia, babi cenderung menjadi lebih malas dan lemah, serta
k;rang memiliki insting untuk mempertahankan diri. Selain itu, babi cenderung
tidak cemburu dan sering menunjukkan ketertarikan terhadap sesama jenis (Qiumei
dan Deqin, 2022).

Babi menggunakan perilaku tertentu untuk mengatur suhu tubuhnya
(termoregulasi). Karena memiliki kelenjar keringat yang sangat sedikit, mereka
berkubang di air atau lumpur untuk menjaga tubuh tetap dingin dan mencegah stres
akibat panas. Di sisi lain, mereka akan berkumpul di sarangnya untuk tetap hangat
(@gram dan Legge, 1970; Fikri dan Amrullah, 2023). Pola hidup dan pola makan
b%aibi yang kurang higienis menyebabkan dagingnya berpotensi mengandung cacing
pga yang berbahaya bagi kesehatan. Beberapa penelitian ilmiah melaporkan bahwa
bgbi dapat menjadi pembawa berbagai jenis parasit dan bibit penyakit, seperti
cé&ing pita (Taenia solium), cacing spiral (Trichinella spiralis), cacing tambang
(%hcylostoma duodenale), cacing paru (Paragonimus pulmonaris), cacing usus
(l:*':?asciolopsis buski), cacing schistosoma (Schistosoma japonicum), bakteri
penyebab tuberkulosis (TBC), bakteri kolera (Salmonella choleraesuis), bakteri
bz:ucelloszs suis, virus cacar, virus kudis (Scabies), serta parasit protozoa seperti

Brilantzdzum coli dan Toxoplasma gondii, dan lainnya (Pray et al, 2017).
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2.3. DNA

T_ Deoxyribonucleic Acid (DNA) adalah senyawa kimia yang sangat vital bagi
k%hidupan. DNA menyimpan informasi genetik yang diturunkan dari satu generasi
kg generasi berikutnya. Seluruh DNA yang terdapat dalam suatu sel membentuk
ge’nom yang mencakup baik bagian gen yang fungsional maupun nonfungsional.
Genom DNA terdiri dari gen serta urutan intergen (Sabrina dkk, 2022).

é Isolasi DNA adalah proses yang bertujuan untuk mengeluarkan DNA dari
lingkungan asalnya, biasanya dilakukan melalui ekstraksi atau lisis. Proses ini
bg&sanya melibatkan homogenasi dan penambahan buffer ekstraksi atau buffer lisis
guna melindungi DNA agar tidak mengalami kerusakan (Yuwono, 2008). Menurut
h%il penelitian, DNA yang diisolasi selama 12 jam menggunakan metode /isis
o;{iérnight menghasilkan pita yang lebih jelas dibandingkan dengan lisis selama 2
jam dan 10 menit (Hariyadi dkk, 2018).

Pengisolasian DNA pada makhluk hidup dapat dilakukan dengan metode yang
sederhana. Proses ini melibatkan pemecahan dinding sel, membran plasma, dan
membran inti, baik dengan cara mekanik maupun kimia. Teknik isolasi DNA
bertujuan untuk memperoleh DNA yang murni, yaitu tanpa adanya protein dan
RNA dari sel dalam jaringan. Pemecahan dinding sel secara mekanik dapat
dilakukan dengan menggunakan blender (Griffiths dan Chacon-Cortes, 2014).

:i',‘ Isolasi DNA melibatkan beberapa tahapan, termasuk persiapan ekstrak sel,
péinurnian DNA dari ekstrak, dan presipitasi DNA. Ketika isolasi dilakukan pada
s%npel buah, kadar air yang berbeda pada setiap jenis buah dapat mempengaruhi
h:%sil isolasi. Semakin tinggi kadar air, semakin sedikit sel yang larut dalam ekstrak,
séhingga jumlah DNA yang terpresipitasi juga akan berkurang. Proses lisis
rr%rupakan tahap awal yang sangat menentukan keberhasilan isolasi DNA (Gill et
afm, 2016). Berbagai metode dapat diterapkan dalam tahap lisis, termasuk metode

Ei‘mia dengan enzim seperti proteinase-K dan SDS, serta menggunakan nitrogen

cg;r (Ahari et al., 2012).

22_7;1 DNA Mitokondria

(?‘ Mitokondria sebagai pusat kontrol metabolisme seluler dan eksekutor kematian
sgl Mitokondria  juga memiliki  perangkat genetik sendiri  yaitu DNA
nf tokondria DNA mitokondria memiliki karakteristik khas yang berbeda dengan

nery wise
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DNA inti, dan menjadi penanda forensik yang cukup penting. mtDNA sering
d\ﬁ;unakan dalam kasus dimana bukti biologi ada dalam jumlah sangat sedikit.
n;'L;'DNA mengalami laju mutase ang sangat tingga diakibatkan oleh paparan
rggctive oxygen species. Sebagai upaya kompensasi mitokondria yang mengalami
kg&'usakan maka mitokndria dapat mengalami biogenesis (Arsana dan Juliasih,
2523).

i Menurut Misrianti et al (2022), mitokondria DNA memiliki daerah
Displacement Loop (D-loop) dan 37 gen yang terdiri dari 13 gen pengkode protein
(ﬁélipeptida) 22 gen pengkode transfer RNA (tRNA), serta dua gen pengkode RNA
rf;ﬁosom (rRNA) yang terdiri dari subunit kecil (12S) dan subunit besar (16S).
J%nlah salinan mtDNA spesifik untuk jenis jaringan dan tahap perkembangan dan

gat berjumlah ribuan per sel. mtDNA secara umum dianggap diwariskan dari ibu.
Sglain itu, genom mtDNA tidak mengandung intron dan sangat sedikit nukleotida
intergenik noncoding. Ia direplikasi secara independen dari siklus sel dan replikasi
nDNA, meskipun semua protein yang terlibat dalam replikasi mtDNA dikode oleh

nDNA (Zhao, 2019).

2.5. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR), ditemukan oleh Kary Mullis pada tahun
1985 telah menjadi teknik penting dalam mendukung penelitian di bidang biologi
molekuler (Mullis, 1986). PCR merupakan teknik yang digunakan untuk
mensmtesm dan memperbanyak DNA (McPherson dan Moller, 2006; Setyawati dan
Zybaldah 2021).

~ Teknik PCR ini menggunakan enzim polymerase yang tahan terhadap suhu

JI

n

tmggl untuk memperbanyak molekul DNA secara in vitro. Metode ini dapat

AT

n’I’enggandakan segmen DNA tertentu yang ditandai oleh primer, menghasilkan
rﬁauan hingga jutaan salinan hanya dalam beberapa jam (Handoyo dan Rudiretna,
2300)

ﬁ Teknologi PCR telah memberikan kontribusi signifikan bagi berbagai disiplin
11_I_pu, termasuk peternakan. Dalam bidang ini, PCR memudahkan para pemulia
u%“ﬁuk menyeleksi ternak berdasarkan karakter unggul dan mendeteksi penyakit
ygng berpotensi membahayakan kesehatan ternak (Shiddieqy et al., 2014; Noor,
20\1 8)

1Y WISE
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6 Menurut Handoyo dan Rudiretna (2001) , proses PCR terdiri dari beberapa

t

4]
penempelan primer pada templat (annealing); (4) pemanjangan primer (extension);

tahap, yaitu: (1) pra-denaturasi DNA templat; (2) denaturasi DNA templat; (3)
o

dan (5) pemantapan (post-extension). Tahap-tahap dari (2) hingga (4) merupakan

siklus yang diulang, di mana setiap siklus menghasilkan duplikasi jumlah DNA.

milik UIN Suska Riau State Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
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o III. MATERI DAN METODE

=l
3:1. Waktu dan Tempat

€ Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2024 — Februari 2025 di
L®)
L@boratorium Reproduksi dan Pemuliaan dan Laboratorium Teknologi Pasca Panen
Fakultas Pertanian dan Peternakan Universitas Islam Negeri Sultan Syarif Kasim
Riau.

=
3:2. Bahan dan Alat

g) Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel bakso yang terbuat
dari daging sapi, ayam dan babi. Bahab-bahan yang digunakan dalam pembuatan
b;g(so adalah tepung tapioka, air, bawang putih bubuk, garam, merica bubuk, daging
s;ﬁ_:f)i, daging ayam, daging babi, dan es batu. Bahan-bahan yang digunakan pada
ekstrasi DNA adalah kit DNA zymo research (Gambar 3.1) yang terdiri dari solid
tissue buffer (blue), genomic binding buffer, DNA elution buffer atau buffer
isotonik, DNA pre-wash buffer, g-DNA wash buffer, DNA elution buffer atau air
(water), buffer GA, proteinase-k, GB buffer, etanol, PW buffer, TE buffer, dan
templat DNA genom. Bahan yang digunakan dalam proses elektroforesis adalah
agarosa, buffer tris acetate ETDA (TAE), etidium bromida dan loading dye. Primer
yang digunakan dalam penelitian ini disusun menggunakan primer 3.

:;’: Alat yang digunakan dalam pembuatan sampel bakso adalah chopper, panci,
bgbkom, sendok, pisau, dan timbangan. Alat yang digunakan pada penelitian ini
aéjalah mesin thermal cycler (GeneAmp® PCR System 9700, Singapura), tabung
eEpendorf 1,5 ml, vortex, centrifuge (Gambar 3.1), tabung mikrocentrifuge, tabung
kgleksi, Zymo-Spin™ [IC-XLR Column, micropipette, elektroforesis gel agarosa,
OEI-/ transilluminator atau gel documentation system, hotplate stirrer,

sﬁ’ékimfotometen inkubator, timbangan analitik dan tip (10, 200, 1000 pl).

. X
- | M

Ganqualar 3.1. Kit DNA zymo research dan centrifuge
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35%. Metode Penelitian

= Penelitian ini menggunakan metode eksperimental. Pembuatan sampel bakso
d%;fakukan dengan mencampurkan daging ayam, daging sapi, dan daging babi dalam
b%bagai level (1%, 5%, 10%, dan 15%). Daging ayam dan sapi berperan sebagai

bahan utama, sementara daging babi ditambahkan sebagai cemaran pada masing-

U

n;asing perlakuan. Selain itu, disiapkan dua kontrol, yaitu:

Kontrol negatif: bakso tanpa daging babi (100% daging ayam dan 100% daging

sapi)
Kontrol positif: bakso dengan 100% daging babi

NS NI MNeA

2 Data dalam penelitian ini diperoleh berdasarkan hasil pengamatan panjang
eh)
fragmen DNA yang dihasilkan melalui proses elektroforesis. Produk PCR diamati
péﬂa gel agarosa untuk mendeteksi keberadaan pita DNA spesifik.

3.4. Prosedur Penelitian

3.4.1. Pembuatan bakso
Pembuatan bakso dilakukan sebagai berikut :

a. Daging ayam, daging sapi, dan daging babi ditimbang sesuai dengan level yang
digunakan. Level campuran bakso disajikan pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Berbagai level campuran bakso

No Level Daging Daging Daging Tepung Garam Merica Bawang

v sapi babi ayam  tapioka (2) bubuk putih

& (8) (g) (8) (8) (8) bubuk (g)

@l 100% sapi 100 - - 15 2 1 2

2 99% ayam, 99 - 1 15 2 1 2

~ 1% sapi

=B 95% ayam, 95 - 5 15 2 1 2

A 5% sapi

4 90% ayam, 90 - 10 15 2 1 2

= 10% sapi

<5 85% ayam, 85 - 15 15 2 1 2

L 15% sapi

; 100% ayam - - 100 15 2 1 2

<7 100% babi - 100 - 15 2 1 2

8  99%  sapi, 99 1 - 15 2 1 2

:: 1% babi

9 95% sapi, 95 5 - 15 2 1 2

— 5% babi

0 90% sapi, 90 10 - 15 2 1 2

10% babi

“41  85%  sapi, 85 15 - 15 2 1 2
15% babi

nery wisey Jlredg ue
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Pada level 1, daging dicampurkan dengan 15g tepung tapioka, 2g bawang putih
bubuk, 2g garam, 1g merica bubuk, dan es batu secukupnya, kemudian
dimasukkan ke dalam chopper. Semua bahan dicincang halus dalam chopper.
Adonan bakso tersebut dicetak, lalu langsung dimasukkan ke dalam panci
berisi air panas. Bakso dimasak hingga matang.

Langkah b dan c diulang pada setiap level.

.2. Ekstraksi DNA sampel

Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan kit DNA zymo research dengan

w
mengikuti protokol ekstraksi yang disediakan produsen dan dimodifikasi. Adapun
w

tahapan ekstraksi DNA adalah sebagai berikut :

ad
(o)
c

o,

}INS JO AJISIdATU) dDTWR]ST 9)e)S

[¢)]

-

=

nery wisey JrreAg ue

Persiapan sampel

Sampel bakso seberat 15 mg ditimbang dengan akurat, kemudian dimasukkan
ke dalam tabung eppendorf berkapasitas 1,5 ml.

Penambahan reagen

Ke dalam masing-masing tabung sampel, ditambahkan 95 pl akuades, 95 pl
solid tissue buffer blue, dan 10 pl proteinase-K

Homogenisasi dan inkubasi

Campuran dalam tabung divortex selama 10-15 detik hingga homogen. Setelah
itu, sampel diinkubasi pada suhu 55°C selama 1-3 jam hingga larut
sepenuhnya.

Sentrifugasi awal

Setelah sampel larut, dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 X g
selama 1 menit untuk memisahkan komponen sampel.

Pemindahan supernatan

supernatan yang diperoleh dipindahkan ke tabung eppendorf baru berkapasitas
1,5 ml. kemudian, ditambahkan genomic binding buffer sebanyak dua kali
volume supernatan (misalnya, jika supernatan yang diperoleh sebanyak 20 ul,
maka ditambahkan 40 ul genomic binding buffer). Dihomogenkan selama 10
detik.

Filtrasi dengan kolom Zymo-Spin™ IIC-XLR

Campuran dipindahkan ke kolom Zymo-Spin™ IIC-XLR yang telah

ditempatkan dalam tabung koleksi, kemudian dilakukan sentrifugasi pada

11
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n'e

10.000 x g selama 1 menit. Cairan hasil aliran dan tabung koleksi kemudian

dibuang.

Pencucian DNA

1) Sebanyak 400 pul DNA pre-wash buffer ditambahkan ke dalam kolom spin
yang telah dipindahkan ke tabung koleksi baru.

2) Sebanyak 700 pl g-DNA wash buffer ditambahkan ke dalam kolom spin,
lalu dilakukan sentrifugasi pada 10.000 % g selama 1 menit. Tabung koleksi
dikosongkan.

3) Sebanyak 200 pl g-DNA wash buffer kembali ditambahkan ke dalam kolom
spin, kemudian dilakukan sentrifugasi pada 10.000 % g selama 1 menit.
Tabung koleksi dan cairan hasil aliran dibuang.

Elusi DNA

Kolom spin dipindahkan ke tabung mikrocentrifuge yang bersih. Sebanyak

250ul DNA elution buffer atau air ditambahkan langsung ke matriks dalam

kolom. Campuran diinkubasi pada suhu kamar selama 5 menit, lalu dilakukan
sentrifugasi pada 10.000 x g selama 1 menit untuk mengelusi DNA.

Penyimpanan atau penggunaan DNA

DNA yang telah dielusi dapat langsung digunakan untuk aplikasi molekuler

atau disimpan pada suhu < -20°C untuk penggunaan di masa mendatang.

7
3:i4.3. Spektrofotometer

(¢*]
s
wn

Spektrofotometer digunakan untuk mengukur konsentrasi DNA yang

dglasilkan. Pengukuran yang dilakukan dengan spektrofotometer menghasilkan

fungsi absorbansi atau transmitansi terhadap panjang gelombang cahaya (Basset,

(=
1994: 65). Berikut ini adalah tahapan umum dalam penggunaan spektrofotometer:

. a o BN
nery wisey JIIeAg H2}[ng ¥o AJISIoA

Spektrofotometer dinyalakan dan dibiarkan melakukan pemanasan selama
beberapa menit (tergantung jenis alat, biasanya sekitar 10-15 menit).

Panjang gelombang yang sesuai untuk zat yang akan diukur dipilih, yaitu 260
nm dan 280 nm.

Kuvet yang bersih dan bebas dari noda atau goresan diambil.

Bagian luar kuarvet dibersihkan menggunakan tisu bebas serat agar tidak ada

kotoran atau sidik jari yang dapat memengaruhi hasil pengukuran.

12
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Kuvet diisi dengan larutan sampel, dan satu kuvet lain diisi dengan larutan
blanko, dengan volume sekitar 2/3 dari kapasitas kuvet.

Kuvet yang berisi sampel dan blanko diletakkan ke dalam spektrofotometer

dio ‘:? BH B
H | =/

sesuai posisi yang benar (biasanya mengikuti penanda arah pada kuvet).
Setelah kuvet dimasukkan, hasil yang ditampilkan di layar spektrofotometer

diamati, baik dalam bentuk absorbansi maupun transmitansi, tergantung pada

AT ]

pengaturan alat.
Jika ada beberapa sampel, prosedur pengukuran diulangi untuk setiap sampel,
dimulai dari pembersihan kuvet, pengisian dengan sampel baru, hingga

pengukuran absorbansi atau transmitansi dilakukan.

A\l PN O .':7‘\
- BYSNS NN

3,.]44 Polymerase Chain Reaction (PCR)
~ PCR dilakukan menggunakan alat thermal cycler (GeneAmp® PCR System
9700, Singapura). Volume total reaksi dalam mikrotube adalah 25 uL, terdiri dari
12,5 uL MyTaq™ HS Red Mix (Bioline, London, UK), 1 puL templat DNA genom
(10 ng/pL), 1 pL primer maju, 1 pL primer mundur, serta H20 hingga mencapai
volume total 25 pL. Pada reaksi Simplex-PCR hanya digunakan satu pasang primer,
duplex-PCR berisi dua pasang primer (primer bovine dan primer spesies lainnya),
dan multiplex-PCR berisi seluruh pasangan primer (Misrianti et al., 2022).

o Konsentrasi masing-masing primer dalam reaksi diatur sebesar 10 M. Proses
PER dimulai dengan tahap denaturasi awal pada suhu 95°C selama 3 menit, diikuti
3CTS|kIus denaturasi pada suhu 95°C selama 15 detik, tahap annealing pada suhu
64°C selama 30 detik, dan diakhiri dengan ekstensi pada suhu 72°C selama 30 detik.
E)ksten3| akhir dilakukan pada suhu 72°C selama 3 menit. Produk PCR kemudian
d&anaI|S|s melalui elektroforesis pada gel agarosa 2% dengan tegangan 100 Volt
se1ama 30 menit. Hasil elektroforesis divisualisasikan menggunakan perangkat

d@kumentas1 gel (Gel Doc™ XR+, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), dan digunakan
mfgrker 100 bp sebagai standar ukuran pita DNA (Misrianti et al., 2022).

34.5. Elektroforesis
L Langkah-langkah menggunakan elektroforesis dan visualisasi hasil PCR

aéfalah sebagai berikut:

=
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Siapkan gel agarosa dengan konsentrasi 2,5% dengan memanaskan campuran
agarosa dan buffer TAE hingga larut sepenuhnya.

Setelah larutan agarosa agak dingin, tambahkan etidium bromida untuk
memvisualisasikan DNA, kemudian tuangkan larutan ke dalam cetakan gel dan
biarkan hingga padat.

Ketika gel sudah mengeras, tempatkan gel ke dalam perangkat elektroforesis
dan rendam dengan buffer TAE 1x.

Ambil 5 pl produk PCR dan campurkan dengan 1 pl loading dye, kemudian
masukkan campuran ini ke dalam sumur-sumur pada gel agarosa. Jangan lupa
memasukkan DNA marker ke salah satu sumur sebagai acuan ukuran.
Jalankan elektroforesis pada tegangan 80 volt selama kurang lebih 40 menit
hingga produk PCR bergerak dari kutub negatif ke kutub positif.

Setelah elektroforesis selesai, letakkan gel di atas perangkat dokumentasi gel

untuk visualisasi dan dokumentasi hasil.

Parameter Penelitian

Kualitas dan Kuantitas DNA yang Diekstraksi

1) Kemurnian DNA: diukur menggunakan spektrofotometer dengan rasio

absorbansi 260/280 nm (idealnya 1,8-2,0).

2) Konsentrasi DNA: menggunakan spektrofotometer untuk menentukan

kadar DNA yang telah diekstraksi dari sampel bakso.

Keberhasilan Amplifikasi PCR

1) Keberadaan pita DNA : hasil elektroforesis gel agarosa diamati untuk
melihat adanya pita DNA yang merupakan hasil amplifikasi PCR, guna
memastikan bahwa proses amplifikasi DNA telah berhasil.

2) Ukuran pita DNA : dikonfirmasi dengan membandingkan pita sampel
dengan DNA ladder (penanda ukuran). Misalnya, jika ukuran target adalah
200 bp, pita sampel harus sejajar dengan pita 200 bp pada DNA ladder.

3) Kontrol positif : Pita DNA terlihat pada ukuran target (misalnya, 200 bp)

menunjukkan bahwa primer dan reaksi PCR berfungsi dengan baik.

14
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V. PENUTUP

©
el
5:1. Kesimpulan

©  Penelitian ini menunjukkan bahwa teknik multiplex PCR dengan primer
sEpsifik untuk babi, sapi, dan ayam efektif dalam mengidentifikasi cemaran babi
pada produk bakso. DNA yang diekstraksi memiliki kualitas dan kuantitas yang
bﬁk, dengan konsentrasi antara 82,4 ng/pL hingga 173,8 ng/pL dan rasio
kemurnian A260/A280 yang sesuai. Metode PCR ini mampu mengidentifikasi
Q:}ZyA babi dan sapi bahkan pada tingkat kontaminasi serendah 1%, dengan hasil

aﬁmlifikasi yang jelas.
=

Q
5:2. Saran

g Untuk pengembangan lebih lanjut, disarankan untuk meningkatkan metode
ekstraksi DNA agar mengurangi kontaminasi, serta mengembangkan teknik PCR
untuk produk daging lainnya seperti sosis. Selain itu, peningkatan sensitivitas
deteksi pada tingkat kontaminasi yang lebih rendah dan penerapan teknik ini dalam
pengawasan kualitas produk daging dapat memperkuat kontrol terhadap keaslian

produk daging yang beredar di pasar.

nery wisey JireAg uej[ng jo A}ISIdAIU) DTWR]S] 3}€}§
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1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.
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Lémpiran 1. (a) Penimbangan daging untuk pembuatan bakso, (b) Proses
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pembuatan bakso, (c) Bakso dengan 100% daging babi, (d) Bagian
bakso yang diambil untuk sampel, (e) Penimbangan sampel bakso,
(f) Sampel Bakso yang sudah dimasukkan kedalam tube, (g)
Penambahan proteinase-K kedalam sampel, (h) Homogenisasi
sampel, (i) Inkubasi sampel, (j) Sampel setelah di inkubasi, (k)
memisahkan supernatan dan endapan pada sampel, (1) Supernatan
dan endapan sampel yang sudah terpisah, (m) Pembuatan gel
agarose, (n) Elektroforesis sampel, (0) Penambahan aquades pada
sampel untuk uji spektrofotometer, (p) Spektrofotometer, (q) Proses
PCR menggunakan mesin Thermal cycler.
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_U\II Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
_u__._...l 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
AM.. .\m a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
I,/_-_\_h__ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.
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