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ABSTRAK

Identifikasi halal telah menjadi prosedur yang harus dipenuhi oleh produk-produk yang
dikonsumsi, seperti makanan dan Kesehatan. Salah satu produk Kesehatan yang sangat digemari
oleh konsumen, khususnya anak-anak, adalah suplemenkenyal. Penggunaan elatin pada produk
kenyal tersebut menjadi titikkritis bagi konsumen muslim, sehingga proses produksihaus sesuai
dengan petunjuk kehalalan yang telah diberlakukan. Penelitian ini brtujuan untuk mengidentifikasi
suplemen kenyalyagdijual di Jakarta Timur, Indonesia berdaarkan polimorfisme gen sitokrom b.
Penelitian ini diawali dengan ekstraksi genom dari produk tersebut kemudian dilanjutkan
Amplifikasi dengan PCR dan restriksi dengan enzimBsa JI. Ukuran produk PCR yang diperoleh
adalah sebesar 359 pb dan hasil restriksimemperlihatkan adanya perbedaan pola polimorfisme
produk suplemen kenyal dan gelatin babi sebagai kontrol positif. Produk suplemen kenyal yang
digunakan dapat dikatakan berstatus halal

Kata kunci: Suplemen Kenyal, PCR-RFLP, Halal
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BAB 1. PENDAHULUAN

A. LatarBelakang

Food supplement atau makanan tambahan pada aneka produk kesehatan
yang mengandung satu atau lebih zatbersifatnutrisi dan obat. Nutrisi yang
terkandung dalam food supplement meliputi vitamin, mineral dan asam amino,
sedangkan food supplement yang bersifat obat umumnya diambil dari tanaman
atau jaringan tubuh hewan yang berkhasiat sebagai obat (Sultana, Ali, & Ahamad,
2018). Dalam pemenuhan nutrisi bagi anak-anak terutama pada pemberian
vitamin, maka industri farmasi mulai memproduksi sediaan vitamin dalam bentuk
gummy. Sediaan gummy mudah dikunyah, sehingga anak-anak lebih menyukai
gummy dari pada bentuk tablet. Bahan-bahan untuk membuat gummy diantaranya
adalah sukrosa, laktosa, gomarab, manitol, dan gelatin (Karim & Bhat, 2008).

Gelatin pada sediaan gummy digunakan sebagai pengikat dan pelapis (Cai,
Gu, Scanlan, Ramatlapeng, & Lively, 2012). Gelatin merupakan protein yang
diperoleh dari hidrolisis parsial kolagen, yaitu komponen protein utama pada
kulit, tulang, kulit jangat, dan jaringan penghubung dari tubuh binatang. Gelatin
diturunkan sebagai turunan protein, karena didapat dari proses hidrolisis dan tidak
terdapat di alam (Domb, Kost, Sheva, & Wiseman, 1997). Gelatin yang
beredardipasarandidapatkandari bahan bakumamalia seperti kulitbabi 46%
dariproduksi gelatin dunia, diikuti dengan kulitsapi 29,4%, daritulangsapi
23,1%,dandari sumber lain sebesar 1,5% yang berasal dari produk perikanan
(Karim & Bhat, 2008).

Penggunaan gelatin yang berasal daribabi sebagai bahan baku dan
banyaknya produk gummytanpa label halal sertakurangnyaimplementasi undang-
undang (UU) No 33 Tahun 2014 tentang Jaminan Produk Halal (JPH),
menimbulkan kekhawatiran terhadap penduduk Indonesia yang mayoritas
beragama Islam (Presiden, 2014). Bagi umat Islam, produk halal merupakan aspek

yang sangat penting dalam mejalankan perintah agama. Oleh karena itu, perlu



dilakukan analisis untuk mendeteksi kehalalan penggunaan gelatin babi pada
produk gummy di pasaran.

Telah banyak metode yang digunakan untuk mendeteksi kehalalan
misalanya dengan Mass Spectrometry (Zhang et al., 2009), Fourier Transform
Infra Red (FTIR) Spectroscopic (Al-Saidi, Al-Alawi, Rahman, & Guizani, 2012),
dan Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)
yang dikombinasikan dengan PCA (Nur Azira, Amin, & Che Man, 2012).
Kekurangan dari metode-metode tersebut adalah analisisnya yang masih
didasarkan pada protein, dimana protein bersifat tidak stabil terhadap pemanasan
dan pH yang ekstrem. Teknik molekuler telah berkembang pada duadekade
terakhir yang memungkinkan pengembangan metode yang memudahkan dalam
pembuktian keberadaan kandungan babi (Girish et al., 2005).

Salah satu teknik pendeteksian secara molekuler yaitu Polymerase Chain
Reaction (PCR). Teknik PCR merupakan metode berbasis amplifikasi DNA
secara in vitro yang memiliki sensitifitas dan spesifisitas yang lebih tinggi
dibandingkan metode lain (Green & Sambrook, 2019). Pada pendeteksian halal,
teknik PCR sering dikombinasikan dengan pemotongan fragment DNA yang
diperoleh dari proses PCR. Teknik penggabungan ini dikenal dengan teknik PCR
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) (Bielikova, Pangallo, &
Tur, 2010). Teknik ini telah digunakan pada penelitian Fadlurahman dan Erwanto
dengan hasil yang dapat membedakan fragment DNA antara produk mengandung
babi dengan yang bebas babi.

B. Rumusan Masalah

Pentingnya pemberian food supplement khususnya pada anak -anak
menyebabkan berbagai perusahaan obat bersaing dalam inovasi produk food
supplement tersebut, salah satunya meengembangkan tekstrur kenyal. Salah satu
masalah yang mucul adalah adanya titik kritis kehalalan produk tersebut yang
terletak pada gelatin yang digunakan dalam proses pembuatan produk. Oleh
karena itu perlu diketahui halal tidaknya produk food supplement dengan tekstur
kenyal yang beredar dipasaran dengan menggunakan teknik PCR-RFLP.



C. Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi DNA babi pada berbagai
jenisgummy yang telah beredar di pasaran melalui amplifikasi DNA menggunakan
PCR-RFLP
D. Manfaat Penelitian

Manfaat yang diharapkandari penelitian ini adalah memberi informasi
dalammendeteksi DNA babi menggunakan teknik molekuler yaitu PCR-RFLP,

sehingga dapat dijadikandasar penelitian kehalalan.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

1. Gelatin

Gelatin merupakan senyawa turunan protein yang tersusun atas asam-asam
amino. Molekul-molekul gelatin mengandung tiga kelompok asam amino yang tinggi,
yaitu sekitar sepertiganya terdiri dari residu asam amino glisin atau alanin, hampir
seperempatnya terdiri atas asam amino basa atau asam, seperempatnya lagi yang tinggi,
yaitu sekitar sepertiganya terdiri dari residu asam amino glisin atau alanin, hampir
seperempatnya terdiri atas asam amino basa atau asam, seperempatnya lagi merupakan
asam amino prolin dan hidroksiprolin, dan sisanya aam amino lain. Proporsi yang tinggi
dari residu polar ini membutuat molekul gelatin mempunyai afinitas yang sangat tinggi
terhadap air. Oleh karena itu propolis yang tinggi dari residu prolin dan hidroksiprolin,
molekul-molekul gelatin tidak mampu melilit membentuk coil helix seperti halnya pada
kebanyakan molekul protein. Sebaliknya molekul-molekul gelatin ini membentuk
molekul yang panjang dan tipis, suatu sifat yang sangat menguntungkan dalam proses
pembentukan gel (GMIA, 2012).

Gelatin tersusun dari 18 asam amino yang saling terikat, terdiri dari asam
aspartat, asam glutamat, serin, valin, tirosin, lisin, treonin, arginin, glisin, histidin,
hidroksiprolin, isoleusin, leusin, hidroksilin, fenilalanin, prolin, alanin dan metionin.
Susunan asam amino gelatin berupa triplet peptida, yaitu Glisin-X-Y, dimana X
umumnya adalah asam amino prolin dan Y umumnya adalah asam amino hidroksiprolin

(Suryani, Sulistiawati, Fajriani, Farmasi, & Kesehatan, 2009).

Aplikasi gelatin dalam makanan maupun produk farmasi digunakan untuk
memproduksi permen berbasis gelatin seperti gummy, emulsifier, thickener, dan aplikasi
dalam farmasi seperti cangkang hard capsule dan soft capsul, mikroenkapsulasi dan lain
sebagainya (Karim & Bhat, 2008).

2. Aturan halal di Indonesia

Sebagai negara dengan mayoritas penduduk beragama Islam dan semakin
banyaknya produk makanan dan farmasi yang masuk ke Indonesia maka suatu sistem
telah ditetapkan guna melindungi konsumen muslim di Indonesia. Aturan utama yang
diberlakukan adalah bersumber dari Al-Qur’an surat Al-Bagarah ayat 168 yang berisi

tentang perintah mengkonsumsi makanan secara halal. Aturan tersebut dikembangkan



menjadi beberapa peraturan seperti anjuran mendapatkan sertifikat halal dari Lembaga
Pengkajian Pangan, Obat-Obatan, dan Kosmetika Majelis Ulama Indonesia (LPPOM-
MUI) dan dikeluarkannya melalui Undang-Undang Republik Indonesia No. 33 Tahun
2014 tentang Jaminan Produk Halal (JPH) oleh Pemerintah Indonesia (Presiden, 2014).
Oleh karena itu sangatlah penting untuk mengidentifikasi cemaran babi pada semua

produk olahan baik makanan maupun obat-obatan

3. PCR-RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism-PCR (RFLP-PCR) merupakan suatu
metode penggandaan DNA secara in vitro dan pengidentifikasian variasi genetik antar
spesies melalui restriksi pada DNA tersebut. Metode ini diawali dengan penggandaan
DNA menggunakan teknik PCR dan dilanjutkan dengan pemotongan DNA hasil
amplifikasi menggunakan enzim restriksi yang spesifik mengenali DNA. Metode ini telah
digunakan untuk menlihat variasi genetik pada DNA mitokondria, 16S rDNA. Penelitian
yang dilakukan oleh Ling-Sun dan Chich-Seng pada tahun 2003 dan Girish et al pada
tahun 2005 melaporkan bahwa metode RFLP-PCR dapat digunakan untuk
mengidentifikasi daging babi dan sapi (Erwanto, 2018).

i Identifikasi Kehalalan !
i Produk Makanan dan i
i Kesehatan untuk dapat |
E diterapkan pada Pusat Kajian |
' Halal UHAMKA (PKHU) |

Gambar 1. Roadmap Peneliti



BAB 3. METODE PENELITIAN

a. Alur/ Langkah Penelitian,

Gambar 2. Alur Penelitian

b. Lokasi Penelitian,
Penelitian ini akandilakukan di Laboratorium Bioteknologi, FFS-
UHAMKA
c. Konsep Metode Penelitian Yang Digunakan
Penelitian ini  dilakukan dengan menggunakan metode deteksi
kehalalanberbasis DNA
d. DesainPenelitan
Desain yang digunakan adalah desain eksperimental secara Kualitatif
e. Sampel Penelitian
Produk food supplementberteksturkenyal
f. Cara Pengumpulan Data,
i. Ekstraksi DNA dari Sampel Multivitamin Bertekstur Kenyal
Sebanyak 250 mg sampel maupun kontrol yang telah dihancurkan (berasal
dari 2 gr material) ditambahkan 1 ml Food Lysis dan 20 plproteinase
Kemudian dihomogenkan dengan menggunakan vortex selama 15 detik.
Setelah homogen dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 65° C selama 1
jam dengan kecepatan 100 rpm pada shaker incubator kemudian diinkubasi



selama 30 detik pada suhu ruang dan 10 menit pada suhu -20° C. Tahap
selanjutnya adalah sentrifuasi pada suhu 4° C selama 10 menit pada
kecepatan 2500xg. Sebanyak 600 pl lapisan supernatan diambil dan
dipindahkan ke dalam microtube 1,5 ml dan ditambahkan 500 ul kloroform
dilanjutkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 14000xg selama 15 menit.
Sebanyak 350 pl arutan supernatan hasil sentrifugasi dipindahkan ke dalam
tabung baru lalu ditambah buffe PB sebanyak 350 pl dan divortex selama 15
detik kemudian dipindahkan ke dalam Qiaquick spin column dan
disentrifugasi selama 2 menit dengan kecepatan 17700xg.. Larutan yang
tertampung pada collection tube dibuang dan tahap tersebut diulang kembali
sebanyak 1x. Setelah pengulangan senrifugasi, dilakukan penambahan
buffer AW2 dengan volume 500 pl dan disentrifugasi kembali dengan
waktu dan kecepatan yang sama seperti pada tahap sebelumnya. Larutan
yang tedapat pada collection tube kembali dibuang dan dilakukan
sentrifugasi ulang. Setelah itu dilakukan dry ing membrane dengan
melakukan sentrifigasi pada kecepatan 17700xg selam 3 menit. Membran
dipindahkan ke microtube 1,5 ml lalu ditambahkan 60 pl buffer EB dan
didiamkan selama 5 menit pada suhu ruang kemudian disentrofugasi pada
kecepatan 17700xg selama 2 menit. Sampel hasil isolasi terdapat pada
larutan yang terdapat pada micrtube tersebut dan disimpan pada suhu -20° C
hingga akan digunakan.

ii. Amplifikasi menggunakan PCR

Proses dilakukan dengan menggunakan primer CYTb1 dan sesuai dengan
yang digunakan oleh Murugaiah etal. (2009), Proses amplifikasi dengan
teknik PCR dilakukanberdasarkanprotokol Go Tag® Green Master Mix.
Sebanyak 12.5 pl Go Tagq Green Master Mix dimasukkankedalam tube
0.5ml, tambahkan primer 27F 2.5 pl dan primer 1492R 2.5ul. Kemudian
ditambahkan Nuclease-free water 4.5 ul, lalu dihomogenkan. Tambahkan
DNA Template 3 pl, dilakukan pipeting agar tercampur sempurna lalu
dimasukkan ke dalam mesin PCR. Kondisi PCR diatur sebagai berikut:

Pre-denaturasi : 94° C, 2 menit



Denaturasi 1 94° C, 36 detik
Annealing :51° C, 73 detik
Ekstensi : 72° C, 3 menit
Tahap denaturasi hingga ekstensi dilakukan sebanyak 35 siklus.
iii. Restriction Fragment Lenght Polymorphism
Untuk melanjutkan pada metode RFLP, hasil amplifikasi PCR sebanyak 10
ul kemudian diberikan penambahan enzim restriksi BsaJ | sebanyak 2 unit/
ul dan larutan pemecah sebanyak 20 pl yang mengandung 1 X reaction
buffer. Campuran sampel dengan bahan lainnya diinkubasi pada suhu 55 °C
selama 3 jam. Konfirmasi hasil RFLP menggunakan metode elektroforesis
iv. Elektroforesis
HasilRFLP diamati dengan elektroforesis gel agarosa 1%. Untuk membuat
agarosa dengan konsentrasi 1%, yaitu ditimbang agarosa sebanyakl gram
dalam 100 ml akua bidessteril, dan dididihkan hingga larut. Setelah agak
dingin, larutan tersebut dituang pada cetakan gel, sisirdipasang, dan
didiamkan hingga membeku. Sisir diangkat dan terbentuk kolom kecil
didalam gel. Nampan yang berisi gel dipindahkan ke wadahelektroforesis.
Wadah tersebut diberi buffer TAE 1x hingga menggenangi permukaan gel
agarosa. 10uL sampel DNA ditambahkan 2 ul Loading dyes dan dipipeting
agar homogen. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam kolom yang
tersediasecara hati-hati.
g. Instrumen Yg Digunakan, ManajemenAnalisis Data,
Analisa dilakukan secara kualitatif dengan menggunakan data yang terlihat
pada gel elektroforesis
h. IndikatorCapain Hasil Penelitian
Ketidakhalalan sampel yang digunakan diketahui dengan melihat bobot pita DNA
sampel hasil RFLP dengan bobot pita DNA pada kontrol positif yang merupakan
gelatin babi murni. Sebaliknya, sampel yang digunakan akan dikatakan halal jika

bobot pita DNA sampel sama dengan bobot pita DNA gelatin sapi murni sebagai

kontrol negatif



i. Fishbond Penelitian
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

a. Hasil penelitian

Pada penelitian ini, hasil PCR darikeenam sampel food supplement dapat
teramplifikasi dengan tepat pada fragmensitokrom b dengan ukuran sebesar 359
bp. Hal ini juga seripa dengan hasil amplifikasi gen sitokrom b pada gelatin babi

murni dan gelatin sapi murni (Gambar 4).

500 pb—p
400 —»

M K+ K- A B C D E F

Gambar 4. Hasil Elektroforesis Produk PCR. M: DNA ladder 1 kb, K+: Kontrol Positif
(Gelatin Babi), K-: Kontrol Negatif (Gelatin Sapi), A-F : Produk Suplemen
Kesehatan BerteksturKenyal

Produk PCR digunakan untuk reaksiselanjutnya yaitu restriksi
menggunakan enzim restriksi BsaJ 1. Hasil restriksi menunjukkan tidak adanya
perbedaan pola pemotongan DNA pada keenam sampel dan gelatin sapi murni
(Gambar 5).
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Gambar 5. Hasil Elektroforesis RFLP. M: DNA ladder 1 kb, B: Kontrol Positif
(Gelatin Babi), S: Kontrol Negatif (Gelatin Sapi), P1-P6 : Produk
Gummy

b. Pembahasan hasil penelitian

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu reaksiin-vitro untuk
menggandakan jumlah molekul DNA dengan cara mensintesis molekul DNA baru
yang berkomplemen dengan molekul DNA cetakan dengan bantuan enzim DNA
polimerase dan primer dalam suatu thermocycler (James, 2010). Ada beberapa
komponen bahan yang dibutuhkan seperti DNA template (cetakan), primer, dan
PCR premix. Komponen-komponen yang terdapatdalam PCR premix adalah Top
DNA Polymerase, dNTPs, Tris-HCI, KCI, MgCl2, stabilizer dan tracking dye.
Keuntungan menggunakan PCR premix adalah menghemat waktu pengerjaan
karena dapat langsung digunakan dan mengurangi kesalahan volume pada saat
pemipetan.

Dalam proses amplifikasi pada PCR reaksidiawali dengan predenaturasi
94°C selama 2 menit, Denaturasi pada suhu 94°C bertujuan untuk memisahkan
DNA heliks ganda menjadi 2 untaitunggal DNA. Annealing pada suhu 51°C
bertujuan untuk memberikan waktu kepada primer untuk menempel pada daerah
yang menjadi target DNA. Extension pada suhu 72°C bertujuan untuk
memperpanjang ikatan DNA vyang telah ditempeli oleh primer. Proses ini
dilakukan sebanyak 35 siklus untuk mendapatkan DNA dalamjumlahbanyak.
Proses PCR diakhiri dengan final extension 72°C pada waktu 3 menit untuk
menyempurnakan pemanjangan DNA.

Hasil PCR dianalisis dengan menggunakan teknik elektroforesis DNA.
Hasil visualisasi elektroforesis amplikon pada (Gambar 2) menunjukan bahwa
keenam sampel dan kontrol gelatin babisertagelainsapi yang diamplifikasi
menggunakan primer cyt b mampu mengamplifikasi initial region gen
cytochrome b, terbukti dengan terbentuknya fragmen DNA yaitu pada ukuran 359
bp. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Aida (2005); Erwanto (2012); Kocher et
al. (1989).
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Pada kontrol gelatin babi dan kontrol gelatin sapi terbentuk fragmen DNA
dengan ukuran yang sama yaitu 359 bp. Terbentuknya ukuran fragmen DNA yang
sama antara kontrol gelatin babi dan kontrol gelatin sapi dari hasil amplifikasi
menggunakan primer cyt b disebabkan karena primer cyt b merupakan primer
universal mamalia sehingga dapat mengamplifikasi DNA yang memiliki
kesamaan homologi dengan DNA babi seperti sapi (Kocher et al., 1989)..

Dalam meningkatkan spesifisitas keberadaan kandungan DNA babi pada
sampel dan kontrol, maka produk PCR digunakan pada proses selanjutnya, yaitu
metode RFLP. RFLP merupakan tindak lanjutdari hasil amplifikasi yang didigesti
menggunakan enzim restriksi, perbedaan antara spesies hewan dapat dibedakan
melalui digesti amplikon dengan enzim restriksi yang akan menghasilkan fragmen
dari berbagai ukuran yang unik untuk setiap jenis hewan (Rasmussen, 2010).

Pada gambar 3 terlihat bahwa pola pemotongan DNA pada gelatin babi
murni berbeda dengan sampel dan gelatin sapi murni. Pada gelatin babi murni
yang berperan sebagai kontrol positif, produk PCR terpotong menjadi duafragmen
DNA dengan ukuran 228 bp dan 131 bp. Aida et al (2005) melaporkan bahwa
pemotongan gen sitokrom b dengan enzim restriksi BsaJ 1 pada DNA babi
menghasilkan dua fragmen DNA dengan ukuran 228 pb dan 131 pb. Berdasarkan
hal tersebut, maka semua sampel yang digunakan pada penelitian ini tidak

teridentifikasi adanya kontaminasibabi Dalam produk tersebut.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Metode RFLP dapat digunakan untuk mengidentifikasikehalalan suatu produk
suplemen Kesehatan Dalam bentuk kenyal yang menggunakan gelatin sebagai
salah satukomposisinya. Produk suplemenkesehatan yang digunakan pada
penelitian ini tidak mengandung komponen babi yang diketahuidari adanya
kesamaan ukuran fragmen DNA, pada semua sampel dengan gelatin sapi yang
digunakan sebagai kontrol positif, sebagai hasil dari proses RFLP yang dilakukan

pada penelitian ini.

Saran

Metode RFLP yang digunakan pada penelitian ini dapat dimodifikasi dengan
menggunakan enzimrestriksi lainnya yang secara spesifik dapat memotong pada
gen sitokrom b dan mampu memotong gen sitokrom b pada gelatin babi menjadi

lebih darisatufragmen DNA.
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BAB VII RENCANA TINDAK LANJUT DAN PROYEKSI HILIRISASI

Minimal mencakup 2 hal ini.

Hasil Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian yang
dilakukandalamrangkamemperolehmetode
identifikasi yang mudah dan aatdiaplikasikan pada
Pusat Kajian Halal UHAMKA

RencanaTindakLanjut

Berdasarkan hasil yang telah dicapai, penelitian ini
dapat menunjukkan bahwa metode PCR-RFLP dapat
digunakan untuk identifikasi halal produk kesehatan.
Penelitian  ini  dapat ditindaklanjuti  dengan
penggunaan  enzimrestriksi  lain  yang  dapat
menghasilkanfragmen DNA yang sangat jelas
memperlihatkanperbedaanantara DNA babi dan
sapisehingga dapat diterapkan di Pusat Kajian Halal
UHAMKA.
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Abstract: Halal identification has been become a common procedure must be met by
consumable products, both dietary and health. Chewable health supplement is one of
favorite health consumable products especially for children. The usage of gelatin in
gummy production become a critical point for halal consumers, therefore, this product
must follow the halal guidelines for production process. Here, we did a halal
authentication for gummy supplement which marketed in East Jakarta, Indonesia based
on the polymorphism of Cytochrome B gene. To conduct the research we did a DNA
genome extraction which then be amplified using PCR technique. The cytochrome b
gene from amplification process then digested with Bsa JI restriction enzyme. The size
of cytochrome B gene obtained by PCR technique was approximately 359 bp. The
restriction process result was all the samples had different polymorphism pattern with
porcine sample as positive control. This study shows that all the products used in this
study were porcine-free products and able to be consumed by moslem customers.
Keywords:Halal, Chewable, RFLP

Abstrak: Identifikasi halal telah menjadi prosedur yang harus dipenuhi oleh produk-
produk yang dikonsumsi, seperti makanan dan Kesehatan. Salah satu produk Kesehatan
yang sangat digemari oleh konsumen, khususnya anak-anak, adalah suplemenkenyal.
Penggunaan elatin pada produk kenyal tersebut menjadi titikkritis bagi konsumen
muslim, sehingga proses produksihaus sesuai dengan petunjuk kehalalan yang telah
diberlakukan. Penelitian ini brtujuan untuk mengidentifikasi suplemen kenyalyagdijual
di Jakarta Timur, Indonesia berdaarkan polimorfisme gen sitokrom b. Penelitian ini
diawali dengan ekstraksi genom dari produk tersebut kemudian dilanjutkan Amplifikasi
dengan PCR dan restriksi dengan enzimBsa JI. Ukuran produk PCR yang diperoleh
adalah sebesar 359 pb dan hasil restriksimemperlihatkan adanya perbedaan pola
polimorfisme produk suplemen kenyal dan gelatin babi sebagai kontrol positif. Produk
suplemen kenyal yang digunakan dapat dikatakan berstatus halal.

Katakunci:Halal, Kenyal, RFLP

Pendahuluan
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Saat ini dunia perdagangan telah memasuki era bebas yang
mengakibatkan banyaknya produk yang keluar masuk wilayah Indonesia dapat
berasal dari negara non-muslim. Efek negatif dari globalisasi tersebut adalah
adanya produk-produk makanan dan obat yang tidak terjamin kehalalannya
(Farouk et al., 2006). Salah satu produk yang diragukan kehalalannya adalah
produk obat dan makanan berbahan dasar gelatin. Gelatin merupakan suatu bahan
yang sering digunakan untuk meningkatkan kualitas produk baik pada industri
makanan maupun obat (Sahilah et al., 2012; Venien & Levieux, 2005). Hal ini
disebabkan oleh karakteristik yang dimiliki oleh gelatin, seperti bentuk yang kuat,
seragam, jernih, dan fleksibel, serta dapat mengembang dan menyerap air (Domb,
Kost, Sheva, & Wiseman, 1997). Salah satu produk farmasi yang sekarang banyak
dikonsumsi oleh masyarakat dan diproduksi oleh industry farmasi adalah obat
dalam bentuk kenyal, salah satunya suplemen makanan. Produk farmasi dengan
tekstur kenyal diproduksi dengan menggunakan gelatine sebagai salah satu
komposisinya. Semakin maraknya penggunaan gelatin maka semakin besar pula
peluang bagi Muslim terekspos gelatin non-halal (Sahilah dan Aminah 2010
dalam (Sahilah et al., 2012).

Berbagai metode yang dapat digunakan untuk menentukan kehalalan
produk obat telah banyak dilaporkan oleh penelitian-penelitian sebelumnya.
Metode-metode yang dilaporkan tersebut menggunakan beragam parameter,
antara lain DNA, protein dan menerapkan metode imunologi Hidayati
2019((Abdullah  Amgizal, Al-Kahtani, Ismail, Hayat, & Jaswir, 2017;
Fadhlurrahman, Wardani, & Widyastuti, 2015; Farouk et al., 2006; Kwon et al.,
2016; Mutalib et al., 2015; Venien & Levieux, 2005). Salah satu region DNA
yang dapat digunakan untuk menentukankehalalan adalah sitokrom b (Y Erwanto,
2018). Penelitian ini melakukan analisapolimorfisme pada sitokrom b untuk
mengetahui kehalalan produk suplemen makanan berteksturkenyal yang beredar
di Jakarta Timur. Selain itu, analisa dilakukan dengan menggunakan gelatin babi
dan gelatin sapi sebagai pembanding pola polimorfisme.

Metode Penelitian

Sampel yang digunakan pada penelitian ini merupakan produk suplemenkesehatan
yang memiliki tekstur kenyal yang berada di wilayah Jakarta Timur. Penelitian ini
terdiri atas empat tahapan, yaitu isolasi DNA genom pada sampel dan
pembanding (gelatin babi dan gelatin sapi), amplifikasi gen sitokrom b, restriksi
dengan menggunakan enzim restriksiBsa JI, dan pengamatan pola polimorfisme
pada jel agarose. Isolasi DNA genom dilakukan dengan menggunakan prosedur
yang terdapat pada Dneasy Mericon Food Kit (Qiagen, USA). Genom yang
diperoleh kemudian digunakan sebagai cetakan DNA pada amplifikasi gen
sitokrom b dengan teknik PCR. Proses amplifikasidilakukan dengan
menambahkan bahan-bahan untuk amplifikasi DNA ke dalamAccuPower® PCR
PreMix (Bioneer). Bahan-bahan yang digunakan untuk amplifikasi adalah DNA
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genom sebanyak 2 pL, primer CYTb1 (5’-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA
TGA AA-3”) and CYTDb2 (5’-GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA-3)
masing-masing 1 pL, dan ditambahkan DNAse free water sebanyak 16 pL. Proses
amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus untuk tiga tahapan, yaitu denaturasi
(94°C, 36 detik), annealing (51°C, 73 detik), dan elongasi (72°C, 84 detik).Tahapan
denaturasi diawali dengan pre-denaturasi pada suhu 94°C selama 2 menit, dan setelah
elongasi dilakukan post-elongation selama 3 menit pada suhu 72°C. Amplikon yang
diperoleh dipotong dengan enzim restriksi BsaJl. Adapun formulasi tahapan restrksi
terdapat pada tabel 1. Proses restriksi dilakukan pada suhu 37°C selama 16 jam. Analisa
polimorfisme dilakukan dengan elektroforesis agarosa yang divisualisasi pada UV-
transilluminator.
Hasil dan Pembahasan
A. Ekstraksi DNA genom
Proses isolasi DNA merupakan tahap awal sebelum dilakukannya analisis
sumber DNA pada sediaan gummy dan gelatin. Isolasi DNA bertujuan untuk
mendapatkan DNA genom dari gelatin babi, gelatin sapi dan sediaan gummy.
Prinsip dasar isolasi DNA adalah dengan menghancurkan dinding dan
memberan sel lalu mengeluarkan DNA tanpa menyebabkan kerusakan pada
DNA tersebut. Secara umum, proses isolasi DNA terdiridari beberapa tahap
yaitu, perusakandindingsel (lisis), pemisahan DNA dari bahan lain dan
pemurnian DNA (Burden, 2012).
Pada penelitian ini, DNA hasil ekstraksi DNA sulit dideteksi dengan
menggunakan elektroforesis DNA, sehingga pengukuran konsentrasi dan
tingkatkemurnian DNA dengan menggunakan spektrofotometer DNA yang
dilakukan pada panjanggelombang 260 nm dan 280 nm. Adapunrentang
angka kemurnian isolat DNA adalah 1,8-2,0 (The Biotechnology Education
Company ®, 2018). Berdasarkan pengukuran yang telah dilakukan
sebagaimana terdapat pada tabel 1, terlihat bahwa hasil isolasi DNA
menggunakan Dneasy ® Mericon Food Kit memperoleh kemurnian yang baik
karena terdapat dalamrentang 1,8-2,0. Hal ini dikarenakan adanya pengikatan
DNA dan silikasehingga pencampuran dengan bahan lain dapat diminimalisir.
B. Amplifikasi Gen Sitokrom B
DNA yang berhasildiisolasi kemudian diamplifikasi dengan menggunakan
alat PCR. Proses amplifikasi membutuhkan sepasang primer yang spesifik
pada DNA babi dan DNA sapi yaitu dengan menggunakan primer reverse
(CYT b2) dan primer forward (CYT bl) (Kocher, 1989). Kedua primer
tersebut merupakan primer yang lazimdigunakan untuk identifikasi berbagai
jenis produk komersial di berbagai negara dan dapat mengamplifikasi initial
region gen cytocrome b. Cytocrome b dipakai karena ini merupakan gen
mitokondria yang terlindung oleh membran, diturunkandari pihak maternal
dan selalu adadidalamsel (Yuny Erwanto, Abidin, Muslim, Sugiyono, &
Rohman, 2014; Jahura, Munira, Bhuiyan, Hoque, & Bhuiyan, 2016).
Hasil PCR dianalisis dengan menggunakan teknikelektroforesis DNA.
Hasil visualisasi elektroforesis amplikon pada (Gambar 2) menunjukan
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bahwa keenam sampel dan kontrol gelatin babisertagelainsapi yang
diamplifikasi menggunakan primer cyt b mampu mengamplifikasi initial
region gen cytochrome b, terbukti dengan terbentuknya fragmen DNA yaitu
pada ukuran 359 bp, hal ini sesuai dengan Aida dkk (2005), Kocher dkk
(1989) dan Erwantodkk (2011).

Pada kontrol gelatin babi dan kontrol gelatin sapi terbentuk fragmen DNA
dengan ukuran yang sama yaitu 359 bp. Terbentuknya ukuran fragmen DNA
yang sama antara kontrol gelatin babi dan kontrol gelatin sapi dari hasil
amplifikasi menggunakan primer cyt b disebabkan karena primer cyt b
merupakan primer universal mamalia sehingga dapat mengamplifikasi DNA
yang memiliki kesamaan homologi dengan DNA babi seperti sapi (Kocher et
al., 1989; Parson, Pegoraro, Niederstétter, Foger, & Steinlechner, 2000).

Adanya kesamaan ukuran fragmen DNA kontrol gelatin babi dan kontrol
gelatin sapi menyebabkan amplifikasi DNA kontrol gelatin babi
menggunakan primer cyt b belum spesifik, sehingga keenam sampel belum
bisa disimpulkan mengandung DNA babi atau tidak. Untuk meningkatkan
spesifisitas DNA babi dari hasil PCR dibutuhkan metode Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP).

C. Polimorfisme Gen Sitokrom B

Molekul DNA tersusun atas nukleotida-nukleotida yang terangkai dalam
dua pilinan pita yang saling terkait membentuk suatu bentuk yang dikenal dengan
istilah double helix. Adanya nukleotida sebagai penyusun molekul DNA
menyebabkan DNA memiliki pola tertentu yang khas antar tiap spesies. Pola-pola
tersebut (polimorfisme) dimanfaatkan oleh para peneliti untuk berbagai
kepentingan, diantaranya adalah penentuan kehalalan suatu produk makanan
maupun obat. Salah satu metode deteksi halal yang telah dikembangkan dengan
memanfaatkan polimorfisme DNA antara lain adalah Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) (Fajardo et al., 2006).

Teknik PCR-RFLP memungkinkan diketahui diferensiasi spesies
meskipun spesies yang dianalisa memiliki kekerabatan yang relative cukup dekat.
Hal ini dikarenakan adanya pemotongan fragmen DNA dengan menggunakan
enzim restriksi tertentu. Pada Penelitian ini, enzim restriksi yang digunakan
adalah Bsal | yang secara spesifik akan mengenali region CCNNGG pada gen
sitokrom b. Keenam sampel yang dianalisa pada Penelitian ini dapat dikatakan
halal karena terdapat pola polimorfisme DNA yang berbeda dengan kontrol positif
yang merupakan gen sitokrom b yang berasal dari gelatin babi. Gen sitokrom b
yang berasal dari gelatin babi terpotong menjadi 2 fragmen dengan ukuran sekitar
131 pb dan 228 pb setelah dilakukan pemotongan dengan enzim Bsal |I.
Sementara itu, hasil restriksi gen sitokrom b dari keenam sampel multivitamin
kenyal dan gelatin sapi hanya menghasilkansatufragmen DNA dengan ukuran
sekitar 359 pb.

Adiningsih  (2018) melakukan penelitian identifikasi daging untuk

mengetahui pola perbedaan pita DNA antara babi hutan sumatera (Sus scrota
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vittatus), babi (Sus scrofadomesticus), dan sapi (Bos taurus) dengan menggunakan
enam macam enzim restriksi, salah satunya adalah BsaJ . Pada Penelitian tersebut
diperoleh hasil bahwa pemotongan dengan Bsal | terhadap daging Sus scrota
vittatus dan S. scrofadomesticus menghasilkan 2 fragmen dengan ukuran sebesar
131 pb dan 228 pb, namun hanya muncul satu fragmen berukuran sekitar 359 pb
pada sampel daging B. taurus. Hal yang sama juga diperoleh pada Penelitian yang
dilakukan Aida (2005) yang melakukan Penelitian identifikasi halal pada daging
mentah dan lemak yang berasal dari babi, ayam, domba, dan sapi.

Gambar

M K+ K- A B C D E F
Gambar 1. Hasil Elektroforesis Produk PCR. M: DNA ladder 1 kb, K+: Kontrol Positif

(Gelatin Babi), K-: Kontrol Negatif (Gelatin Sapi), A-F : Produk Suplemen
Kesehatan Bertekstur Kenyal
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Gambar 2. Hasil Elektroforesis RFLP. M: DNA ladder 1 kb, B: Kontrol Positif
(Gelatin Babi), S: Kontrol Negatif (Gelatin Sapi), P1-P6 : Produk
Gummy
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Kesimpulan

Metode RFLP dapat digunakan untuk mengidentifikasi kehalalan suatu produk
suplemen Kesehatan Dalam bentuk kenyal yang menggunakan gelatin sebagai
salah satu komposisinya. Produk suplemen kesehatan yang digunakan pada
penelitian ini tidak mengandung komponen babi yang diketahui dari adanya
kesamaan ukuran fragmen DNA, pada semua sampel dengan gelatin sapi yang
digunakan sebagai kontrol positif, sebagai hasil dari proses RFLP yang dilakukan
pada penelitian ini
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