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In Memoriam
Dr Anggoro Hadi Prasetyo
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Biologi-LIPI, telah menghadap Yang Maha Kuasa pada hari Sabtu tanggal 20 Pebruari 2010,
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mendapatkan gelar PhD dari Queen Mary University of London. Almarhum meninggalkan
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dan dua anak perempuan (Anisa Zahra dan Aisyah Zafrina Aini).
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PENGUJIAN PENCEMARAN DAGING BABI PADA BEBERAPA PRODUK BAKSO
DENGAN TEKNOLOGI PCR: PENCARIAN SISTEM PENGUJIAN EFEKTIF1

[Analysis of Porcine Contamination by Using PCR Technology in Several Meat Ball
Products: To Find an Effective Assessment System]

EndangTri Margawatr3* dan Muhamad Ridwan
Pusat Penelitian Bioteknologi, LIPI

Jin Raya Bogor Km. 46, Cibinong 16911. Telp/Fax: 021 -8759300/8754588
*e-mail: etmargawati@cbn.net.id

ABSTRACT
Entering globalization market, Indonesian government could not reject any import of food products from overseas. To anticipate
the possibility of porcine contaminants into processed meat products of imported food such as meat or chicken ball, sausage, tin
meat etc., it is important to apply laboratory research on such particular matter in regard to ethical and certain religious concern.
This study was intended to identify the possibility of porcine contaminants into either processed meat products or fresh meat. A
technique of polymerase chain reaction (PCR) was applied and PCR optimizing was conducted in advanced to obtain the right
annealing temperature. Positive control of fresh pork meat was amplified to get porcine Leptin size which is 152bp fragment. Five
samples of 4 meat balls and one fresh beef meat were individually collected for their DNA by either from minced or mashed after
liquid nitrogen exposure then followed with a series of DNA extraction steps. PCR was assigned by using a specific primer of Leptin
gene for porcine identification. Visualization of Leptin fragment was applied either on 1%, 2% of agarose gel or 10-20% gradient
acrylamide gel. The result showed that all sample applied were not identified for containing porcine contaminants while positive
control was on the right size of 152bp of Leptin gene. Specific primer used in this study was proved that there was not identified
porcine Leptin gene on the negative control (fresh beef meat). This study suggests that a method of PCR is a simple analytical
method for identification of porcine contaminants and visualization on 2% agarose gel is a cheaper and quicker method while by
gradient acrylamide gel showing more clear band however this method is time consuming and expensive.

Kata kunci: Leptin babi, PCR, daging olahan, produk makanan, pencemaran daging babi

PENDAHULUAN
Memasuki era perdagangan global,

dimungkinkan pemasukan barang atau bahan makanan
dalam bentuk olahan atau mentah dengan mudah dari
satu negara ke negara lain tanpa melalui pengujian.
Hal ini penting terutama bagi golongan masyarakat
tertentu yang tidak makan daging (vegetarian) atau
untuk agama tertentu. Dalam hal makanan olahan
(processed food) belum ada yang mengontrol akan
keaslian dari bahan komposisinya atau tercampur
dengan bahan lain bukan bahan aslinya. Pada produk
makanan olahan tertentu terbuat dari daging, akhir-
akhir ini tidak jarang ditayangkan di media masa
elektronik akan adanya campuran produk makanan
olahan untuk konsumsi manusia yang tercampur
dengan daging dari jenis (spesies) lain selain bahan
utamanya berupa daging sapi misalnya. Campuran
tersebut dapat berupa daging tikus, babi hutan maupun
babi budidaya, daging kuda atau campuran jenis lain.
Pencampuran dengan bahan dari spesies lain selain
bahan aslinya dimaksudkan untuk menghasilkan

produk akhir dengan harga yang relatif lebih murah
dibandingkan kalau makan olahan tersebut tersusun
murni dengan bahan aslinya (daging sapi, misalnya).
Semakin mengkhawatirkan kalau pencampuran dengan
bahan lain tersebut dilarang menurut Agama tertentu,
misalnya tercampurnya daging babi di dalam makanan
olahan produk bakso daging sapi atau ayam. Akhir-
akhir ini juga tersebar berita bahwa daging di pasaran
(pasar tradisional) juga tercampur dengan babi hutan
atau celeng.

Saat ini sudah waktunya dari segi ilmiah perlu
adanya analisis yang menguji terhadap pencampuran
tersebut. Dengan demikian secara ilmiah dapat
dibuktikan atau dipertanggung jawabkan akan adanya
pencampuran tersebut. Sayangnya hingga saat ini
belum ada prosedur baku yang dapat digunakan
sebagai acuan dalam pengujian adanya pencampuran
dengan bahan lain di luar bahan aslinya.

Kemajuan teknologi akhir-akhir ini yang pesat
di bidang biologi molekuler dapat diaplikasikan dan
mempermudah dalam pengujian atau pendeteksian akan

'Diterima: 14 Januari 2010 - Disetujui: OS Maret 2010
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adanya kontaminasi bahan lain diluar bahan aslinya.
Sebagai contoh kontaminasi daging babi dapat
dideteksi dengan amplifikasi PCR dari RNA ribosomal
18S inti dengan adanya hormon pertumbuhan (growth

hormone) atau kromosom Y (Meyer et al., 1995; Meyer
et al., 1994). Metode lain menggunakan elektroforesis
kapiler sensor fluorescence dapat diidentifikasi jenis
cetak jari (fingerprint) spesifik DNA dari daging babi,
kambing atau sapi yang didapatkan dengan
pemotongan ensim restriksi menggunakan hasil
amplifikasi fluorescence-labeling PCR (Al-Rashood
et al, 1995). Penelitilainjugamelaporkanpendeteksian
daging sapi dan babi olahan dengan pemanasan tinggi
134°C yang dapat mendeteksi kontaminasi sampai 0,1%
(Fumiere et al., 2006). Sistem TaqMan real-time PCR

dengan probe minor groove binding (MGB) juga
pernah digunakan pada pendeteksian kuantifikasi DNA
sapi, babi, domba, ayam, kalkun dan burung onta pada
sampel yang kompleks (Lopez-Anndreo et al., 2005).

Leptin adalah suatu protein yang disekresikan
oleh jaringan lemak atau adipocyte (Frederich et al.,

1995). Awalnya leptin diidentifikasi menurut
pemetakkan fisik (physical mapping) gen terdapat pada
kegemukan mencit dengan anotasi ob/ob mice (Zhang
et al., 1994). Gen leptin banyak digunakan untuk
determinasi jenis ternak tertentu karena mempunyai
ukuran potongan (fragment) berbeda satu jenis dengan
jenis lainnya. Identifikasi pencemaran daging babi
diantaranya dapat diketahui dari adanya potongan
DNA spesifik untuk gen leptin babi yang mempunyai
ukuran 152pb (Farouk et al., 2006). Metode dot-blot

awalnya digunakan untuk determinasi jenis ternak
tertentu (Ebbehoj dan Thomsen, 1991; Wintero et al.,

1990). Namun sekarang, polymerase chain reaction

(PCR) adalah pilihan teknik yang digunakan untuk
identifikasi jenis ternak tertentu (Ce"spedes et al., 1999).
Metodologi berbasis PCR merupakan teknik yang
berhasil dalam pengidentifikasian kontaminasi babi
(Farouk etal., 2006; Wolf et al., 1999; Stratil etal., 1997
dan Wintero et al., 1990).

Penelitian awal ini dimaksudkan untuk mencari
model pengujian dengan metode berbasis PCR pada 5
sampel produk daging olahan yang diperoleh di pasar
swalayan dan penjaja sayur di perumahan. Sebagai
kontrol positif adalah daging babi segar yang dikoleksi

DNA-nya. Sementara kelima sampel adalah bakso sapi
dan bakso ayam sebanyak 4 sampel dan satu daging
sapi segar sebagai kontrol negatif atau untuk pengujian
spesifik leptin babi, semuanya dikoleksi langsung DNA
nya. Spesifik primer oligonukleotida gen Leptin yang
digunakan dalam PCR mengikuti referensi dari Meyer
et al. (1995); Farouk et al. (2006) yang terakhir juga
sudah dibuktikan spesifikasinya untuk leptin babi oleh
Alaraidh(2008).

MATERIDANMETODA
Penyiapan Sampel

Sampel berupa daging babi segar dari usaha
perorangan, digunakan sebagai kontrol positif.
Sebanyak 4 sampel produk daging olahan terdiri dari 3
sampel bakso sapi dan 1 bakso ayam, dan 1 sampel
daging sapi segar sebagai kontrol negatif. Sampel
bakso dan daging sapi tersebut diperoleh dari toko
swalayan, penjaja sayur dan pasar tradisional. Semua
sampel disimpan dalam suhu rendah (± 4°C) sebelum
diproses.

Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA dilakukan secara terpisah baik

berasal dari daging segar maupun produk daging
olahan (bakso). Metode ekstraksi DNA mengikuti
prosedur Koh et al. (1998) dan Ilhak dan Arslan (2007)
dengan sedikit modifikasi. Masing-masing sampel
disiapkan 2 gram, dicincang (minced) atau direndam
dengan nitrogen (N2) cair kemudian digerus (mashed)

sebelum proses ekstraksi DNA. DNA yang terkoleksi
disimpan pada -20°C sebelum digunakan.

Primer Oligonukleitida
Primer yang digunakan adalah spesifik untuk

gen Leptin babi sesuai referensi (Meyer et al., 1995;
Farouk et al., 2006, Alaraidh, 2008). Runutan basa
spesifik primer tersebut yaitu, forward: 5 ' -
TGCAGTCTCT CCTCCAAA-3' dan reverse: 5'-
CGATAATTG-GATCACATTCTG-3'.

Polymerase Chain Reaction (PCR)
Sebelum dilakukan PCR, sebelumnya dilakukan

optimasi PCR untuk memperoleh suhu annealing yang

tepat. Optimasi PCR menggunakan mesin PCR Gradient
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(Biometra) dengan suhu annealing yang dicobakan
yaitu 50,6,51,9,53,3,54,8,56,2,57,2 dan 57,6°C. Optimasi
PCR dilakukan terhadap sampel positif kontrol, untuk
mendapatkan suhu annealing yang tepat gen Leptin
babi.

PCR dilakukan menggunakan reaksi master mix
KOD Hot Start (Novagen) dengan volume akhir 50ul
terdiri dari 10 x Buffer (1 Oul), dNTP 2.5mM (1 ul), MgSO4

25mM (2ul), Primer F 20pmol (2ul), Primer R 20pmol
(2ul), Taq polymerase 2,5units (1 ul), cetakan DNA 50ng/
ul (2 ul) dan dH,O (29ul). Program PCR terdiri dari
pemanasan awal 94°C selama 3 menit, diikuti denaturasi
94°C selama 1 menit, annealing (gradient untuk optimasi:
50,6, 51,9,53,3,54,8,56,2, 57,2 dan 57,6°C) selama 1
menit, extension 72°C selama 1 menit, menggunakan 35
siklus dan extension akhir pada 72°C selama 7 menit.

Gel Electroforesis dan Visualisasi
DNA gen Leptin babi yang teramplifikasi

dideterminasi pada gel agarose 1% atau 2% dengan
aliran listrik 100 Volt selama 1 jam atau pada 10-20%
gradient acrylamide gel (Coligan et al., 1997) dengan
aliran listrik 4 jam pada 10mA. Hasil elektroforesis di
stainning dengan 5 ul ethidium bromide (1 Omg/ml) dan
divisualisasi dengan transiluminator, gambar diambil
dengan film polaroid.

HASIL
Optimasi PCR Kontrol Positif

Sampel kontrol positif (daging babi) yang
dikoleksi DNA-nya tanpa optimasi PCR dan langsung
dilakukan PCR, hasil amplifikasinya divisualisasikan
seperti pada Gambar 1 a. Setelah dilakukan optimasi PCR
dengan 7 seri suhu annealing, hasilnya dapat dilihat
seperti pada Gambar lb. Keduanya (Gambar la dan b)
divisualisasi pada gel agarose 1% dan menunjukkan
spesifik gen Leptin babi dengan ukuran 152 pb.
Visualisasi hasil optimasi PCR menunjukkan pita yang
lebihjelas (Gambar lb).

Identifikasi Gen Leptin Babi pada Sampel
Dua Sampel kontrol positif berasal dari

penyiapan sampel dengan dicincang dan direndam
dengan N, cair digunakan dalam srudi ini dan lima
sampel (produk daging olahan: 3 bakso sapi, 1 bakso
ayam dan 1 sampel daging sapi) yang telah teramplifikasi
divisualisasi dengan dua metode yaitu pada 2% gel
agarose dan pada 10-20% gel akrilamid gradient. Semua
sampel terdiri dari 2 kontrol positif (daging babi), 4
sampel bakso dan 1 sampel daging sapi segar sebagai
negatif kontrol diamplifikasi dengan suhu annealing
55"C sebagai hasil optimasi PCR. Hasil visualisasi ke 7
sampel tersebut ditampilkan pada Gambar 2 (a. pada
agarose 2%; b. Pada 10-20% gel akrilamid gradient).

152pb

Gambar 1. Hasil eletroporesis gen Leptin babi: (a) tanpa optimasi PCR (M= Marker 1 OOpb; 1,2,3= daging babi) dan
(b) hasil optimasi PCR (M= Marker 1 OOpb; no 1 s/d no 7 berturut-turut adalah suhu annealing pada 50,6;
51,9; 53,3; 54,8; 56,2; 57,2 dan 57,6°C)
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152pb

152pb

Gambar 2. Visualisasi gen Leptin babi (a) pada 2% gel agarose dan (b) pada 10-20% gel akrilamid gradient
(M= Marker lOOpb; 1= sampel bakso sapi; 2 dan 3=positif kontrol daging babi; 4, 5, 6 dan 7 =
sampel bakso sapi, 5= sampel bakso ayam, 6= sampel bakso sapi, 7= sampel daging sapi)

PEMBAHASAN
Koleksi DNA

Semua sampel bakso (4) dan daging sapi segar
(1) serta kontrol positif daging segar babi (2) dikoleksi
dengan metoda yang digunakan oleh Koh et al. (1998)
dan Ilhak and Arslan (2007) dengan sedikit modifikasi.
Penyiapan sampel untuk metode ini menggunakan
sampel jaringan dan daging olahan dengan dicincang
dan direndam dengan N, cair khusus untuk sampel
kontrol positif sebelum proses ekstraksi DNA,
sementara pada sampel yang diuji hanya direndam
dengan N, cair. Semua sampel diekstraksi secara
terpisah.

Terdapat berbagai metode ekstraksi DNA
dengan sampel dari daging atau produk daging olahan.
Diantaranya menggunakan produk commercial kit

seperti ASL buffer kit (Qiagen) yang diikuti dengan
inkubasi untuk memperoleh DNA (Alaraidh, 2008).
Secara manual, DNA babi atau daging lain tercampur
dengan daging babi juga pernah dicoba dengan sedikit
proses agak panjang namun lebih murah (Koh et al.,

1998) yang kemudian dirujuk dengan sedikit modifikasi
oleh Ilhak and Arslan (2007) seperti yang dilakukan
pada studi ini. Metode koleksi DNA dari daging juga
dapat dirujuk dari Sambrook et al. (1989) yang intinya
hampir sama dengan dua metode tersebut di atas yang
dilakukan dalam penelitian ini. Namun pada metode
Sambrook et al. (1989) menggunakan ensim pankreas
untuk pemecahan dinding sel sehingga dapat

memperpendek proses ekstraksi DNA. Penyiapan
sampel dalam bentuk DNA untuk pengujian
pencemaran daging babi ini dianggap lebih efisien
waktu dalam identifikasi gen target dari pada penyiapan
sampel dalam bentuk RNA nya. Penyiapan sampel
dalam bentuk RNA perlu waktu yang ketat, begitu dapat
RNA harus segera dilakukan RT-PCR mengingat sifat
RNA yang tidak stabil.

Optimasi PCR
Optimasi PCR dilakukan hanya pada kontrol

positif dimaksdukan untuk memperoleh suhu annealing
yang tepat untuk PCR sehingga didapatkan produk
PCR yang tepat dan jelas pitanya. Seperti ditunjukkan
pada Gambar la, tiga (3) sampel kontrol positif hasil
PCR menunjukkan pita yang tidak jelas (blur) sebelum
dilakukan optimasi PCR. Sementara setelah dilakukan
optimasi PCR dengan 7 seri suhu annealing
menggunakan mesin PCR gradient, terlihat hasil
visualisasi gen Leptin babi lebih tegas yaitu pada
ukuran 152pb terutaman pada suhu antara 54,8 dan
56,2°C (Gambar 1 b: sumur no. 4-5). Suhu annealing hasil
optimasi PCR ini selanjutnya digunakan untuk PCR
pada pengujian ini, dengan rata-rata suhu annealing
adalah 55°C. Suhu annealing 55°C dengan waktu 1
menit, ini sama seperti yang digunakan pada penelitian
sebelumnya dalam pencemaran daging babi dengan
siklus PCR 35 (Alaraidh, 2008). Sementara Calvo et al.

(2001) menggunakan suhu annealing primer 50°C
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selama 30 detik dan Ilhak and Arslan (2007)
menggunakan suhu annealing 58°C selama 45 detik.

Visualisasi pada optimasi PCR ini menggunakan
konsentrasi 1% agarose gel, mungkin perlu
ditingkatkan kepekatannya karena ukuran Leptin babi
yang kecil 152pb. Beberpa peneliti sebelumnya
menggunakan konsentrasi agarose gel lebih tinggi dari
1% untuk visualisasi ukuran leptin yang kecil, yaitu
1,5% (Ilhak and Arslan, 2007), 1,7% (Alaraidh, 2008)
dan 2% (Calvo et al, 2001). Pada penelitian ini
seterusnya digunakan konsentrasi 2% agarose gel
dalam elektroforesis untuk memperjelas tampilan pita
yang lebih tegas.

Identifikasi Leptin

Berdasarkan hasil analisis uji keberadaan Leptin
babi dengan teknik PCR pada produk daging (bakso
sapi dan ayam) dan daging segar sapi yang berjumlah
5 sampel, tidak terdeteksi adanya campuran daging
babi. Hasil identifikasi ini divisualisasikan pada 2
metoda gel, yaitu 2% gel agarose (Gambar 2a) dan 10-
20% gradient gel akrilamid (Gambar 2b). Hal ini
kemungkinan sampel produk daging yang digunakan
adalah produk dalam negeri bukan produk import.

Selain itu juga belum banyak sampel yang digunakan
dalam uji penelitian ini. Namun demikian prosedur yang
dicoba dalam identifikasi ini sudah dapat digunakan
dalam pengujian campuran produk makanan daging.

Visualisasi dengan akrilamid gradient (Gambar
2b) menghasilkan tampilan pita yang lebih jelas, namun
preparasinya memerlukan peralatan yang lebih
kompleks dan perlu persiapan yang lebih rumit dengan
demikian memerlukan waktu lebih lama {time

consuming). Sementara visualisasi Leptin babi pada
konsentrasi 2% agarose gel dengan peralatan yang
sederhana, menunjukkan hasil yang cukup baik dengan
ukuran yang tepat 152pb (Gambar 2a).

Prosedur atau sistem yang digunakan dalam
penelitian ini dianggap efisien dengan peralatan yang
tidak terlalu maju {advanced equipments) meskipun
masih menggunakan commercial kits untuk reaksi PCR-
nya. Pengujian atau metode analisis kontaminasi daging
babi lainnya dapat dilakukan dengan identifikasi
protein dengan teknik elektroforesis (Kim dan Shelef,
1986; Skarpeid et al, 1998), liquid chromatography

(Ashoor et al, 1998) dan immunoassays (Jones and
Paterson, 1985; Hsieh et al, 1998). Namun demikian
protein akan kehilangan aktivitas biologinya setelah
hewan mati, selain itu kebanyakan protein bersifat labil
dalam kondisi panas. Oleh karena itu, pada hasil
penelitian ini, teknik PCR sepertinya lebih akurat dan
tepat untuk metoda analisis kontaminasi produk daging
dengan daging babi.

Spesifikasi primer yang digunakan dalam
amplifikasi penelitian ini telah dikonfirmasi dengan
sekuen cDNA Leptin babi yang didasarkan pada
analisis BLAST dari Genbank oleh Ramsay et al. (1998).
Hasil konfirmasi ini menunjukkan bahwa potongan
(fragment) gen Leptin babi 152pb yang didapatkan
dalam penelitian ini mempunyai kesamaan sekuen
(similarity) 98% pada sekuen hasil BLAST Ramsay et

al. (1998). Spesifikasi primer gen Leptin babi yang
digunakan dalam penelitian ini juga dibuktikan dengan
digunakannya daging sapi segar sebagai kontrol
negatif, lihat Gambar 2 (sumur no. 7), pada kedua
visualisasi (gel agarose dan akrilamid gradient) tidak
menunjukkan adanya pita ukuran 152pb.

KESIMPULAN
Metode analisis pencemaran daging babi

pada produk makanan bakso dan sampel daging telah
dilakukan dengan analisis molekuler menggunakan
teknik PCR. Identifikasi keberadaan campuran daging
babi dapat dilakukan terhadap keberadaan gen Leptin
berukuran 152pb. Berdasarkan hasil uji analisis pada 5
sampel yang digunakan, tidak teridentifikasi adanya
campuran daging babi pada produk bakso daging sapi,
bakso ayam maupun daging sapi segar. Terbukti produk
olahan dalam negeri yang diuji masih sesuai dengan
bahan asal yang digunakan tanpa kontaminasi daging
lainnya. Direkomendasikan dengan teknik PCR dapat
digunakan untuk analisis uji pada kemungkinan adanya
pencampuran daging lain (babi) pada produk daging
sapi atau ayam.
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