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ABSTRACT: Beef meatballs as a food favored by the people of Indonesia are prone to pork contamination because beef is relatively
expensive. The mixing case certainly causes inconvenience for Muslim communities in Indonesia because pork is not halal to be
consumed. However, it was necessary to analyze pork contamination in beef meatballs. Samples were taken from the Tanjung
Priok area because the number of adherents who could consume pork in the area was quite significant. Three control meatballs
(100% pork, 100% beef, 50% pork) and 10 sample meatballs were analyzed using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
method. The DNA isolate used was mitochondrial DNA with a cytochrome B target area. The results of RT-PCR amplification
in 3 control meatballs using pork primer showed 100% pork meatballs and a mixture of 50% pork resulting in an increase in
the amplification curve with crossing point (CP) 22.82 and 20.03. While the results of the amplification of 10 samples of beef
meatballs using pork primers did not increase the amplification curve which showed that there was no amplified porcine DNA in
the beef meatball products.

Keywords: bovine; halal; meatball; porcine; RT-PCR.

ABSTRAK: Bakso sapi sebagai makanan yang disukai oleh masyarakat Indonesia rawan terhadap cemaran daging babi karena
daging sapi harganya relatif mahal. Kasus pencampuran tersebut tentu menimbulkan ketidaknyamanan bagi masyarakat muslim
di Indonesia karena daging babi tidak halal dikonsumsi. Karena itu perlu dilakukan analisis cemaran daging babi pada bakso sapi.
Sampel diambil dari wilayah Tanjung Priok karena jumlah penganut yang boleh mengkonsumsi daging babi di daerah tersebut
signifikan banyaknya. Bakso kontrol (100% babi, 100% sapi, campuran 50% babi) dan 10 bakso sampel di analisis menggunakan
metode real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). Isolat DNA yang digunakan adalah DNA mitokondria dengan daerah target
sitokrom B. Hasil amplifikasi RT-PCR pada 3 bakso kontrol menggunakan primer babi menunjukkan bakso kontrol 100% babi dan
campuran 50% babi menghasilkan kenaikan kurva amplifikasi dengan CP 22,82 dan 20,03. Sedangkan hasil amplifikasi 10 sampel
bakso sapi menggunakan primer babi tidak menghasilkan kenaikan kurva amplifikasi yang menunjukkan bahwa tidak adanya DNA
babi yang teramplifikasi pada produk bakso sapi tersebut.

Kata kunci: babi; bakso; sapi; halal; RT-PCR.

Pendahuluan khususnya pemalsuan daging sapi dengan daging babi
merupakan tindakan penipuan bagi masyarakat, termasuk
Bakso merupakan salah satu makanan yang disukai bagi masyarakat Indonesia yang mayoritas Muslim, yang
di beberapa negara tertentu di Eropa, Asia, termasuk meyakini bahwa daging babi adalah daging yang haram
di Indonesia. Bakso dibuat dengan bahan dasar daging untuk dikonsumsi [1,2]. Article history
yang dihaluskan dicampur dengan tepung, bumbu dan Kasus pencampuran daging Received: 16 Feb 2020

Accepted: 22 April 2020

rempah. Daging yang paling umum digunakan dan disukai sapi dengan daging babi terjadi | ;0050 April 2020

masyarakat adalah daging sapi. Beberapa pedagang setiap tahun di Indonesia. Pada Access this article
bakso mencampur daging sapi dengan daging babi untuk Januari 2019, dua pedagang
mendapatkan keuntungan yang lebih banyak karena daging ditangkap polisi di Pasar Wonosari E -y E

sapi harganya lebih mahal. Pemalsuan bahan makanan, karena mencampur daging sapi
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Tabel 1. Susunan basa primer DNA sapi dan babi [11]

Nama Primer

Runutan Basa

Sapi Forward
Reverse
Babi Forward
Reverse

5’- CCCGATTCTTCGCTTTCCAT-3
5’- CTACGTCTGAGGAAATTCCTGTTG-3
5’- CTTGCAAATCCTAACAGGCCTG-3’

5’- CGTTTGCATGTAGATAGCGAATAAC-3

dengan babi [3]. Pada Maret 2018, dua pedagang bakso
digerebek polisi karena memasukkan daging babi ke dalam
bakso di daerah kampus Universitas Jambi [4]. Kasus lain,
Kepolisian Resor Bogor membongkar praktik pembuatan
bakso yang dicampur menggunakan daging babi di
sebuah ruko di wilayah Citeureup, Kabupaten Bogor.
Penggerebekan itu betlangsung pada Minggu, 14 Mei 2017
[5]. Karena itu diperlukan analisis kandungan daging babi
pada bakso sapi yang dijual di tengah masyarakat.

Tanjung Priok merupakan wilayah dengan penduduk
terbanyak di Jakarta Utara yaitu sebanyak 395.022 jiwa
dengan kepadatan penduduk sebesar 17.542 jiwa/km?*
Warga negara asing yang bermukim di daerah Tanjung Priok
cukup banyak, khususnya dari India dan Cina. Persentase
penduduk muslim adalah 64,80% dan penduduk beragama
non-Islam sebanyak 35,20%. Persentase non-muslim yang
cukup besar, mendasari pemilihan wilayah Tanjung Priok
sebagai daerah pengambilan sampel [6].

Analisis perbedaan daging sapi dan daging babi
beserta turunannya sulit dilakukan karena memiliki sifat-
sifat fisikokimia yang mirip. Beberapa metode analisis
telah dilaporkan diantaranya; ELISA [7], FTIR [8], LCMS
[9], dan analisis berbasis DNA dengan rea/-time PCR [10].
Metode yang cukup populer untuk bahan berbasis daging
adalah dengan menggunakan real-time PCR. DNA memiliki
struktur yang stabil, tahan dengan adanya perlakuan
pemanasan, dan dengan real-time PCR, perbanyakan
DNA yang terjadi dapat diamati secara langsung melalui

fluoresensi molekul reporter yang meningkat sejalan

dengan berlangsungnya proses PCR. Karena itu, pada
penelitian dilakukan uji cemaran daging babi pada bakso
sapi menggunakan RT-PCR pada sampel yang dijual di
wilayah Tanjung Priok.

Metode Penelitian

Bahan

Daging sapi dan babi segar (dibeli di Supermarket
Lebak Bulus), produk bakso sapi yang beredar di wilayah
70%  (Sigma-Aldrich, USA),
isopropanol (Sigma-Aldrich, USA), air demineralisata
(Ikapharmindo, Indonesia), SensiFAST SYBR No-ROX
(Bioline, USA), dan sepasang primer dengan urutan yang
ada pada Tabel 1 (diproduksi oleh PT. Roche), Satu set
kit komersial Wizard®Genomic DNA Purification Kit
(Promega, USA).

Tanjung Priok, etanol

Kriteria Pemilihan Sampel

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah pedagang
bakso keliling yang berada di wilayah Tanjung Priok.
Kriteria eksklusi pada penelitian ini adalah pedagang bakso
keliling yang memiliki sertifikat halal dan diketahui secara
pasti tidak halal yang berada di wilayah Tanjung Priok.

Isolasi DNA

Proses isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan

Tabel 2. Kondisi amplifikasi primer sapi dan babi

Proses Jumlah siklus Suhu (°C) Waktu
Pre Incubation 1 95 10 menit
Amplification 30 90 10 detik
60 20 detik

72 30 detik

Melting Curve Analysis 1 95 5 detik
60 1 menit

97/5
Cooling 1 40 10 detik
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Tabel 3. Kemurnian dan konsentrasi DNA hasil isolasi

No Isolat DNA Konsentrasi (ng/ul) Kemurnian (A, /A, )
Bakso Kontrol
1. Bakso Sapi 100% 181,316 1,51
2. Bakso Babi 100% 195,295 1,73
3. Bakso Campuran Sapi-Babi 133,025 1,67
Bakso Sampel
4. Bakso Sampel 1 174,720 1,59
5. Bakso Sampel 2 59,804 1,72
6. Bakso Sampel 3 54,526 1,57
7. Bakso Sampel 4 54,839 1,74
3 Bakso Sampel 5 53,806 1,92
9. Bakso Sampel 6 17,308 1,82
10. Bakso Sampel 7 17,425 1,97
11. Bakso Sampel 8 52,618 1,68
12. Bakso Sampel 9 67,526 1,72
13. Bakso Sampel 10 26,449 1,97

Wizard“*Genomic DNA Purification Kit [12]. Daging sapi
segar, babi segar dan sampel bakso sapi dihancurkan sampai
halus menggunakan lumpang dan alu. Daging yang telah
dihaluskan kemudian ditimbang sebanyak 20 mg. Masing-
masing daging dan sampel yang telah ditimbang dimasukkan
ke dalam microcentrifuge tube 1,5 ml lalu ditambahkan nucleic
lysis solution sebanyak 600 pl. Campuran tersebut kemudian
dihomogenkan selama 15 detik dan diinkubasi pada suhu
65°C selama 30 menit. Masing-masing campuran yang
sudah diinkubasi ditambahkan larutan RNase sebanyak
3 pL dan diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 30
menit. Selanjutnya Protein Presipitation Solution sebanyak
200 uL. ditambahkan kedalam campuran lalu divortex.

Campuran kemudian didiamkan dalam freezer selama 5

menit dilanjutkan dengan sentrifugasi selama 4 menit
dengan kecepatan 16.000 rpm. Endapan dan supernatan
yang terbentuk kemudian dipisahkan untuk diambil bagian
supernatannya dan ditambahkan isopropanol sebanyak 600
uL. Campuran dihomogenkan dan disentrifugasi selama
1 menit dengan kecepatan 16.000 rpm. Supernatan yang
terbentuk dibuang lalu ditambahkan etanol 70% sebanyak
600 pl. Campuran dihomogenkan dan disentrifugasi
kembali dengan kecepatan dan waktu yang sama. Endapan
yang terbentuk dipisahkan dengan etanol dengan cara
divapkan menggunakan Jairdryer selama 15 menit
agar proses penguapan etanol lebih cepat. Selanjutnya
rebidration DINA solution sebanyak 50 uL ditambahkan dan

disimpan pada suhu 4°C. DNA yang sudah diisolasi diukur

r —— ']
Sus scrofa cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence 1D: gb|KF799992.1] Length: 693 Number of Matches: 1
Range 1: 116 to 246 Gonllank Graphics '
Score Expect Identities Gaps Strand
237 bits(262) 2e-59 131/131(100%) 0/131(0%) Plus/Plus
Query 1 i(:__?_‘r_acAEA'rcemncAGﬁcc TCTTAGCAATACATTACACATCAGACACAACHACAGE 60
) ITIIHIH ] b |||\IIIII|I|||I|l||||||||||||||I|TIIII
sbict 116 AAArCCT CAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACAACAA AGC 175
T e
Sbict 176 'T‘TCTCATCAGTTACACACATTTGTC GAC TAAATTACGGATGAGTTATTCGCTATCT 235 W
Query 121 lgaoqaace | 1o
Sbjct 236 ACATGCAAACG 248

Gambar 1. Hasil uji spesifisitas primer babi
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Bos taurus cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence ID: gb|KF799994.1| Length: 704 Number of Matches: 1

Range 1: 517 to 636 GenBank Graphlcs Next Match I
Score Expect Identities Gaps Strand
217 bits(240) 2e-53 120/120(100%) 0/120(0%) Plus/Plus

[CCCGATTCTTCGCTTTCC%TTATCCTTCCATTTA ATCATAGCAATTGCCATAGTCC 60
CETTTT T T T e L [T

Sbjct 517 CCCGATTCTTCGCTTTCCATTTTATCCTTCCATTTATCATCATAGCAATTGCCATAGTCC 576

Query 1

Query 61
Sbjct

ACCTACTATTCCTCCACGAAACAGGCTCCAACAAC
CLLLECELEEEREERLEELL L EEE T Lt

CAGGAATTTCCTCAGACGTAG | 120
[ARNARRRARNRRNRRNRANY
ACCTACTATTCCTCCACGAAACAGGCTCCAACAACCCAACAGGAA CCTCAGACGTAG 636

Gambar 2. Hasil uji spesifisitas primer sapii

absorbansinya pada panjang gelombang 260 nm dan 280
nm menggunakan Spektrofotometer UV (DeNovix, USA)
untuk mengetahui kemurnian DNA isolat. Kondisi /Zght
¢ycler-480  real-time PCR (Roche, Swiss) yang digunakan
untuk amplifikasi DNA, berdasarkan hasil optimasi [13],
dicantumkan pada Tabel 2.

Hasil dan Diskusi

Isolasi DNA dilakukan pada kontrol bakso sapi, bakso
campuran sapi dan babi, bakso babi dan 10 sampel bakso
sapi yang beredar di wilayah Tanjung Priok menggunakan
kit Wigard Genomic DNA Purification Kit Promega. Walaupun
harga penggunaan kit lebih mahal, namun penggunaan
kit memiliki beberapa keuntungan, yaitu efisien dalam hal
waktu dan sederhana dalam preparasinya dibandingkan
metode isolasi lain seperti metode fenol atau kloroform
[14]. Selain itu, hasil isolasi DNA yang didapatkan memiliki

kemurnian tinggi dan dapat digunakan untuk berbagai
jenis sampel seperti kultur sel, darah, daging, dan jaringan
hewan [12].

Pada prinsipnyaisolasi DNA memiliki tahapan sebagai
berikut [12,15]: lisis sel, degradasi RNA, presipitasi protein,
presipitasi dan purifikasi DNA. Tahap lisis sel dilakukan
menggunakan nucleic lysis solution yang mengandung ezhylene
diamine tetra acetic acid dan sodium dodecyl sulphate. Dalam
proses pelisisan sel, EDTA bekerja dengan cara mengikat
ion magnesium yang bekerja sebagai penjaga integritas
sel dan mempertahankan enzim nuklease yang merusak
asam nukleat sedangkan SDS merupakan sejenis detergen
kationik yang mampu merusak membran sel. Selanjutnya,
tahap degradasi RNA menggunakan enzim RNaase yang
bekerja dengan melarutkan RNA tanpa merusak struktur
DNA. Presipitasi protein dilakukan oleh Protein Presipitation
Solution. Tahap terakhir adalah presipitasi dan purifikasi

DNA menggunakan larutan isopropanol dan etanol 70%.

Gambar 3. Hasil kurva amplifikasi rea/-time PCR bakso kontrol, NT'C dan bakso sampel 1
sampai 5 menggunakan primer sapi NTC = No Template Control, PC1 = Kontrol positif bakso
daging sapi, PC2 = Kontrol positif bakso daging campuran sapi dan babi, NC = Kontrol
negatif, P1 — P5 = Sampel bakso 1 — sample bakso 5).
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Gambar 4. Hasil kurva melting peaks real-time PCR bakso kontrol, NTC dan sampel 1 hingga sampel 5
dengan primer sapi

Larutan isopropanol berguna untuk memisahkan DNA
dari garam-garam mineral sisa reaksi sebelumnya dengan
mengendapkan DNA. Sedangkan etanol 70% berguna
untuk membersihkan DNA dari sisa larutan isopropanol.
DNA kemudian disimpan menggunakan DNA rebidration
solution sehingga memudahkan dalam proses analisis dan
perlakuan amplifikasi.

Hasil analisis konsentrasi isolat DNA dengan
spektrofotometer UV dapat dilihat pada Table 3.
Konsentrasi isolat DNA yang diperoleh untuk daging sapi
dan daging babi berkisar pada rentang 133,025-195,295
ng/uL, dan pada semua sampel berkisar antara 17,308-
174,720 ng/pl. Daging sapi dan daging babi sebagai
kontrol merupakan daging tanpa campuran bahana lain
sechingga konsentrasi DNA nya menjadi lebih besar.
Pada sampel 1, didapatkan konsentrasi yang tinggi jika

dibandingkan dengan sampel lain. Kemungkinan, daging
pada sampel 1 lebih banyak.

Analisis kemurnian DNA diperlukan untuk menjadi
persyaratan langkah selanjutnya. DNA dapat dikatakan
murni terhadap protein apabila nilai rasio absorbansi isolat
pada panjang gelombang 260 nm terhadap absorbansi
isolat pada panjang gelombang 280 nm berkisar antara
1,8 sampai 2,0 [10]. Untuk analisis kemurnian isolat
DNA, seluruh perlakuan memiliki tingkat kemurnian yang
berbeda dan berada pada rentang 1,51-1,97. Kemurnian
tertinggi ada pada bakso sampel 10 yaitu sebesar 1,97
dan kemurnian terendah ada pada sampel bakso 3 yaitu
sebesar 1,57. Isolat DNA dengan kemurnian di atas 1,0
masih dapat digunakan ke tahap analisis menggunakan
real-time PCR [16]. Dengan demikian seluruh sampel bakso

memenubhi syarat untuk dilanjutkan ke tahap amplifikasi.

Gambar 5. Hasil kurva amplifikasi real-time PCR bakso kontrol, NTC dan bakso sampel 6
hingga bakso sampel 10 dengan primer sapi INTC = No Template Control, PC1 = Kontrol positif
bakso daging sapi, PC2 = Kontrol positif bakso daging campuran sapi dan babi, NC = Kontrol

negatif, P6 — P10 = Sampel bakso 6 sampai 10).
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Gambar 6. Hasil kurva melting peaks real time PCR bakso kontrol, NTC dan sampel 6 hingga
sampel 10 dengan primer sapi

Penelitian ini menggunakan primer babi dan primer
sapi dengan urutan basa primer yang dirancang oleh
Tanabe ez al., (2007) [11]. Uji spesifisitas dilakukan untuk
mengetahui tingkat spesifisitas primer di mana primer
hanya akan mengamplifikasi satu area target saja. Urutan
basa primer yang disusun oleh Tanabe, sebelumnya telah
digunakan oleh Zilhadia (2017), untuk membandingkan
metode sybr green dan hydrolysis probe dalam analisis DNA
gelatin sapi dan babi menggunakan real-time PCR [10].
Namun hasil uji spesifisitas tidak dicantumkan sehingga
perlu diuji kembali menggunakan fasilitas Nazional Center
Jfor Biotechnology Information (NCBI) pada menu Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Hasil uji spesifisitas untuk
primer babi forward dan reversed yang digunakan dapat dilihat
pada Gambar 1, yang menunjukkan bahwa primer babi
Jorward dan reversed spesifik untuk mengamplifikasi DNA
mitokondria sitokrom b babi dengan panjang amplifikasi

131 pasang basa. Hasil uji spesifisitas primer sapi forward
dan reversed dapat dilihat pada Gambar 2 yang menunjukkan
bahwa sepasang primer tersebut juga spesifik [17].

Analisis amplifikasi DNA dilakukan pada 10 sampel
bakso yang berada di wilayah Tanjung Priok menggunakan
primer sapi dengan instrumen real-time PCR. Analisis
dilakukan dalam 2 sesi, pada sesi pertama analisis dilakukan
pada bakso kontrol, Not Template Contro/ (NTC) dan sampel
1 hingga sampel 5 dan menghasilkan kurva hasil amplifikasi
real-time PCR yang dapat dilihat pada Gambar 3.

Hasil amplifikasi dilihat dari nilai crossing point (CP)
pada kenaikan kurva amplifikasi. CP menunjukkan jumlah
siklus amplifikasi di mana DNA mengalami perbanyakan
secara signifikan. Gambar 3 menunjukkan kontrol positif
bakso daging sapi, kontrol positif bakso daging campuran
dan kelima sampel bakso mengalami kenaikan kurva
amplifikasi dengan nilai CP berturut-turut 23,86; 20,16;

Gambar 7. Hasil kurva amplifikasi rea/ time PCR bakso kontrol, NTC dan bakso sampel
1 hingga bakso sampel 5 menggunakan primer babi (PC1 = Kontrol positif bakso dag-
ing babi, PC2 = Kontrol positif bakso daging campuran sapi dan babi).
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Gambar 8. Hasil kurva melting peaks real time PCR bakso kontrol, NTC dan bakso sampel 1
hingga bakso sampel 5 dengan primer babi

20,05 21,91; 22,10; 25,00 dan 18,55. Nilai CP yang berbeda
pada tiap bakso sampel maupun bakso kontrol terjadi
karena adanya perbedaan nilai konsentrasi dan kemurnian.
Dari Gambar 3 juga diketahui NTC dan kontrol negatif
tidak mengalami kenaikan kurva amplifikasi yang
menunjukkan spesifitas primer sapi. Spesifisitas amplifikasi
dapat dilihat pada Gambar 4, di mana pada melting curve
hanya ada satu puncak melting curve yang menandakan
DNA yang teramplifikasi adalah DNA sapi.

Pada sesi kedua, analisis dilakukan pada bakso
kontrol dan NTC dengan sampel 6 hingga sampel 10
dan menghasilkan hasil kurva amplifikasi rea/-time PCR
seperti pada Gambar 5, menunjukkan kontrol positif
bakso daging sapi, kontrol positif bakso daging campuran
dan kelima sampel bakso mengalami kenaikan kurva

amplifikasi menggunakan primer sapi dengan nilai CP

berturut-turut 22,95; 18,71; 22,67; 20,57; 21,20; 22,60 dan
22,93. Spesifisitas amplifikasi dapat dilihat pada Gambar

6 di mana pada melting curve hanya ada satu puncak melting

curve yang menandakan DNA yang teramplifikasi adalah
DNA sapi. Hasil amplifikasi menggunakan primer sapi
menunjukkan bahwa semua sampel bakso mengandung
daging sapi.

Untuk menguji adanya cemaran daging babi, maka
analisis amplifikasi DNA dilakukan pada 10 sampel
bakso menggunakan primer babi. Analisis juga dilakukan
dalam 2 sesi, pada sesi pertama analisis dilakukan pada
bakso kontrol, NTC dan sampel 1 hingga sampel 5 dan
menghasilkan hasil kurva amplifikasi rea/-time PCR yang
dapat dilihat pada Gambar 7, menunjukkan hanya kontrol
positif bakso daging babi dan kontrol positif bakso

campuran yang mengalami kenaikan kurva amplifikasi

Ll 'aﬂ!‘ ol

Gambar 9. Hasil kurva amplifikasi rea/ fime PCR bakso kontrol, NTC dan bakso sampel 6

hingga bakso sampel 10 dengan primer babi (PC1 = Kontrol positif bakso daging babi, PC2
= Kontrol positif bakso daging campuran sapi dan babi).
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Gambar 10. Hasil kurva melting peaks real time PCR bakso kontrol, NTC dan bakso sampel 6
hingga bakso sampel 10 dengan primer babi

dengan nilai CP berturut-turut 22,24 dan 20,78. Tidak ada
sampel, kontrol negatif maupun NTC yang mengalami
kenaikan kurva amplifikasi. Spesifisitas amplifikasi dapat
dilihat pada Gambar 8 di mana pada melting curve hanya
ada satu puncak wmelting curve yang menandakan DNA yang
teramplifikasi adalah DNA babi.

Pada sesi kedua, analisis kembali dilakukan pada
bakso kontrol dan NTC dengan sampel 6 hingga sampel
10 dan menghasilkan hasil kurva amplifikasi rea/-time
PCR yang dapat dilihat pada Gambar 9, menunjukkan
hanya kontrol positif bakso daging babi dan kontrol
positif bakso campuran yang mengalami kenaikan kurva
amplifikasi dengan nilai CP berturut-turut 22,82 dan 20,03
yang menandakan kedua sampel tersebut mengandung
DNA babi. Tidak ada sampel, kontrol negatif maupun
NTC vyang mengalami kenaikan kurva amplifikasi.
Spesifisitas amplifikasi dapat dilihat pada Gambar 10 di
mana pada welting curve hanya ada satu puncak melting curve
yang menandakan DNA yang teramplifikasi adalah DNA
babi dan sampel tidak mengandung DNA babi.

Hasil uji menunjukkan bahwa tidak ada DNA babi
yang terdeteksi pada sampel bakso sapi yang diambil
pada bulan Juli 2019 di daerah Tanjung Priok. Analisis
secara berkala tetap diperlukan untuk pengawasan dan

memberikan kenyamanan dan kepastian bagi masyarakat.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil analisis menggunakan metode rea/-
time PCR, 10 sampel bakso sapi yang diambil pada bulan
Juli 2019 di wilayah Tanjung Priok tidak mengandung DNA
babi schingga tidak terlihat kenaikan kurva amplifikasi.
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