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ABSTRAK

Gelatin merupakan salah satu bahan tambahan pangan yang banyak digunakan 
dalam pembuatan soft candy sebegai agen pembentuk gel. Namun, gelatin yang digunakan masih 
diragukan kehalalannya dikarenakan lebih dari 40% produksi gelatin menggunakan komponen 
babi sebagai bahan baku. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi keberadaan gelatin babi 
pada softcandy menggunakan metode PCR (Polymerase Chain Reaction) yang disempurnakan 
dengan metode RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Sampel yang digunakan dalam 
penelitian ini sebanyak sepuluh jenis soft candy yang dilakukan proses ekstraksi DNA terlebih 
dahulu sebelum dilakukan metode deteksi PCR-RFLP. Proses PCR menggunakan primer yaitu 
Cyt B (Cytochrome B) yang akan mengamplifikasi  DNA homolog babi. Sampel yang berhasil 
teramplifikasi dilanjutkan dengan proses RFLP menggunakan enzim BseD1 untuk membedakan 
antara DNA babi dengan DNA homolognya. Hasil penelitian ini didapatkan bahwa suhu opti-
mum dari proses annealing PCR sebesar 49 °C, tujuh dari sepuluh sampel berhasil diamplifikasi 
dengan ukuran DNA sebesar 359 bp (base pair), sedangkan tiga sampel tidak berhasil diampli-
fikasi karena kurang tepatnya proses isolasi yang dilakukan. Tiap sampel tidak menunjukkan 
adanya fragmentasi DNA dengan ukuran 228 bp dan 131 bp saat dilakukannya proses RFLP. 
Hal tersebut menunjukkan bahwa tujuh dari sepuluh sampel tidak mengandung gelatin babi 
dan tiga sampel yang tidak berhasil diamplifikasi perlu dilakukan proses ekstraksi ulang dengan 
menggunakan metode lain yang lebih tepat.

Kata kunci : Gelatin, PCR, RFLP, Soft Candy

ABSTRACT

Gelatin is one of common food additives used in the production of soft candy as a gelling 
agents. However, the status halal of the gelatin is still unclear as more than 40% percent of worldwide 
gelatin production used pig and its derivative. The purpose of the research is to detect the presence of pig 
gelatin in soft candy using PCR (Polymerase Chain Reaction) which is enhanced by the method of RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism). The sample used in this study were ten different type of soft 
candy that firstly conducted by using DNA extraction process prior to the detection of PCR-RFLP method. 
PCR using primers Cyt B (Cytochrome B) which will amplify homologous pig DNA. The samples were 
successfully amplified followed by RFLP using the enzyme BseD1 process to distinguish between swine 
DNA with DNA homologs. Results revealed that the optimum temperature of the PCR annealing at 49 °C, 
seven out of ten samples successfully amplified with DNA size of 359 bp (base pair), while three samples 
did not successfully amplified because the unsuitable isolation process. Each sample did not show any DNA 
fragmentation with the size of 228 bp and 131 bp time of the RFLP process. It shows that seven out of ten 
samples do not contain pork gelatin and three samples were not successfully amplified, therfore it is neces-
sary to repeat the extraction by using another more precise method.

Key words: Gelatin, PCR, RFLP, Soft Candy
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PENDAHULUAN

Soft candy merupakan kembang gula 
yang bertekstur lunak, yang diproses dengan 
penambahan komponen hidrokoloid seperti 
agar, gum, pektin, pati, karagenan, gelatin 
dan lain-lain (Suprianto, 2007). Gelatin meru-
pakan gelling agent karena kemampuannya 
membentuk gel, memadat, dan menstabil-
kan. Gelatin juga umum digunakan sebagai 
agen pengikat dan  pelapis pada bermacam-
macam produk pangan seperti marshmal-
lows, gummies, daging dan lain-lain (Cai et 
al., 2012). Gelatin yang beredar di pasaran 
didapatkan dari bahan baku mamalia seperti 
kulit babi sebanyak 46% dari produksi gela-
tin dunia, diikuti dengan kulit sapi sebanyak 
29.4%, dari tulang sapi sebesar 23.1%, dan 
dari sumber lain sebesar 1.5% yang berasal 
dari produk perikanan (Karim dan Bath, 
2009). Adanya kandungan babi pada soft 
candy menjadi suatu masalah dikarenakan 
adanya konsumen yang beragama Islam 
yang tidak diperbolehkan untuk mengkon-
sumsi babi dan turunannya berdasarkan hu-
kum halal. Suatu metode deteksi diperlukan 
untuk mengetahui keberadaan gelatin babi 
pada soft candy.  

Salah satu jenis metode pendeteksian 
yang umum dilakukan dalam mendeteksi 
komponen babi dan turunannya adalah me-
tode berbasis DNA yaitu PCR (Polymerase 
Chain Reaction). Metode berbasis amplifikasi 
DNA memiliki sensitivitas dan spesifisitas 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan me-
tode lain (Che Man, 2007). Pengujian PCR tel-
ah banyak dilakukan oleh peneliti sebelumn-
ya, seperti penelitian Ilhak dan Arslan (2007) 
mengidentifikasi spesies beberapa daging 
dengan metode PCR, Tanabe dan Miyauchi 
(2007) mendeteksi kandungan babi tersem-
bunyi pada produk makanan, Cai et al (2012) 
mendeteksi dan menghitung jumlah kand-
ungan gelatin babi dan gelatin sapi pada 
campuran gelatin menggunakan metode RT-
PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain 
Reaction), dan Sahilah et al. (2012) meng-
gunakan PCR dengan kombinasi Southern 
Hybridization untuk mendeteksi kandungan 
babi ada kapsul gel yang beredar di pasaran.

Metode PCR dalam penelitian ini 
menggunakan primer cytochrome b (cyt b) 
yang mampu mengamplifikasi DNA babi 
dan turunannya. Cytochrome b juga mampu 
diaplikasikan pada sampel yang telah men-
galami pemanasan.  Menurut Pascoal et al. 

(2004), penggunaan cyt b pada metode PCR 
memiliki kelemahan yaitu adanya kemung-
kinan primer cyt b mengamplifikasi DNA 
yang memiliki homologi dengan DNA babi, 
seperti sapi, dan ayam, sehingga dibutuhkan 
metode tambahan yang mampu meningkat-
kan akurasi dan spesifisitas dalam mende-
teksi gelatin babi. Salah satu metode yang 
mampu meningkatkan sensitivitas dan sp-
esifikasi dari hasil PCR adalah metode RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism). 
Metode RFLP memanfaatkan enzim restriksi 
yang akan membedakan antara DNA babi 
dengan DNA homolog babi berdasarkan sisi 
restriksi dari enzim yang digunakan. Enzim 
restriksi yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah enzim BseD1 yang memiliki sisi 
rekstriksi antara basa nukleotida 228 dan 
229. Tujuan dari penggunaan enzim restrik-
si adalah untuk memotong hasil ampifikasi 
PCR sehingga sekuen yang dihasilkan lebih 
spesifik dan mewakili spesies tertentu (Ras-
mussen, 2012).

BAHAN DAN METODE

Bahan
Sampel berupa soft candy dengan ber-

bagai jenis (marshmallow, chewing gum, jel-
ly candy) sebanyak 10 buah yang diperoleh 
dari Toko Avia dan Alfamart. Bahan kimia 
yang digunakan adalah Asam fosfat 85% 
(RRC), Tris-base (vivantis), Na-EDTA (Phy-
totech), NaCl (Merck), SDS (1610301), fenol 
(Smart Lab), Kloroform (Smart Lab), Isoamil 
alkohol (Merck), Na-asetat (RRC),  O steril 
(lokal), agarosa (Merck), Ethidium Bromida 
(H5041), marker Ladder 100 kb (Thermo-
scientific), dan Loading dye (Thermoscien-
tific), Go Taq Green (Promega), oligonukleo-
tida primer sitokrom b dengan urutan basa 
primer forward (CYT b1) 5’ –CCA TCC AAC 
ATC TCA GCA TGA TGA AA-3’ dan primer 
reverse (CYT b2) 5’ –GCC CCT CAG AAT 
GAT ATT TGT CCT CA- 3’ (AHMBiotech 
Indonesia), Enzim BseD1 (Thermoscientific), 
Proteinase-K (promega), Nuclease free water 
(Promega).	

Alat
Alat-alat yang digunakan dalam pe-

nelitian adalah mesin PCR (Applied Bio-
systems GeneAmp PCR System 9700), Nan-
odrop (ND-1000 Spectrophotometer), mesin 
Elektroforesis (Bio-Rad), transilluminator, 
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autoklaf (TOMY ES-315), pH meter (trans 
Instrument), timbangan analitik (Ohauss), 
kulkas (Toshiba), Kompor listrik (Maspion 
S-300), vortex (LW Scientific, GSA MX-S 
dan Maximix), sentrifugator dingin (Hettich 
Zentrifugen), shaker waterbath (Lokal), mik-
ropipet (Eppendorf).	

Metode
Isolasi DNA

Proses isolasi merupakan modifikasi 
yang merujuk pada penelitian Ilhak dan Ar-
slan (2007) dan Erwanto et al. (2014). DNA 
pada sampel dipisahkan terlebih dahulu 
dengan komponen-komponen non DNA 
yang terdiri dari beberapa tahap. Awalnya 
sampel ditimbang sebesar 10 gram dan di-
larutkan dalam aquades sebanyak 100 ml. 
Sampel yang sudah dilarutkan kemudian di-
panaskan sehingga terlarut secara sempurna. 
Sebanyak 500 µl sampel dimasukkan pada 
mikrotube 1.5 ml dengan penambahan pro-
teinase-K sebanyak 3 µl dan TE Buffer 750 µl 
(Tris-EDTA pH 8  dan SDS 1% (v/v)). Mikro-
tube yang berisi sampel kemudian diinkuba-
si pada waterbath dengan suhu 55 °C sela-
ma 16 jam. Sampel kemudian disentrifugasi 
dengan kecepatan 32.869 x g selama 10 menit 
pada suhu 4 °C. Hasil sentrifugasi kemudian 
dipisahkan antara supernatan dengan pellet  
yang terbentuk.

Supernatan yang didapatkan kemu-
dian dipindahkan pada mikrotube baru dan 
ditambahkan 20 µl NaCl 5 M. Dilanjutkan 
dengan inkubasi pada suhu 37 °C selama 
1 jam. Campuran kemudian disentrifugasi 
dengan kecepatan 32689 x g selama 10 menit 
untuk kemudian dipisahkan antara superna-
tan dengan pellet yang terbentuk. Supernatan 
kemudian diukur volumenya. Supernatan 
dipindahkan kembali pada mikrotube baru 
dan ditambahkan fenol:kloroform: Isoamil 
alkohol (P:C:I) dengan perbandingan 25:24:1 

sebanyak volume sampel yang ada. Campu-
ran kemudian disentrifugasi dengan kecepa-
tan 14000 RPM selama 10 menit. Kemudian 
akan terbentuk 3 lapisan. Lapisan atas dipi-
sahkan dengan lapisan lainnya. DNA dalam 
keadaan kemurnian rendah terdapat pada 
lapisan paling atas. Sampel DNA yang di-
dapat kemudian diukur volumenya. Sampel 
dipindahkan lagi pada mikrotube baru den-
gan penambahan kloroform sebanyak vol-
ume sampel yang ada. Sampel kemudian 
disentrifugasi lagi dengan kecepatan 14000 
RPM selama 10 menit. Setelah disentrifugasi, 
supernatan diambil dan diukur volumenya. 
Perlakuan penambahan fenol:kloroform: 
Isoamil Alkohol (25:24:1) serta kloroform 
diulang sebanyak 3 kali sehingga kemurnian 
DNA yang didapat tinggi.

Sampel DNA yang didapat ditam-
bahkan etanol absolut sebanyak 2 kali vol-
ume sampel dan Na asetat 3 M dengan pH 
7 sebanyak 1/10 volume. Sampel disentrifu-
gasi dengan kecepatan 14000 RPM selama 10 
menit. Setelah sentrifugasi, pisahkan super-
natan dan pellet yang terbentuk. Pellet yang 
tersisa pada mikrotube kemudian ditambah-
kan 500 µl Etanol 70%. Campuran pellet dan 
etanol kemudian disentrifugasi dengan ke-
cepatan 14000 RPM selama 10 menit. Pellet 
kemudian dipisahkan dengan alkohol dan 
dilanjutkan pengeringan pellet  pada suhu 
ruang. Pellet kemudian ditambahkan TE 
Buffer sebanyak 50 µl dan disimpan dalam 
freezer dengan suhu -20 °C. DNA dari tiap 
sampel kemudian dilakukan pengujian ke-
murnian dan konsentrasi menggunakan alat 
nanodrop spektrofotometri.

Amplifikasi DNA menggunakan metode 
PCR

Proses Amplifikasi DNA merupa-
kan modifikasi yang  merujuk pada peneli-
tian Tanabe (2007) dan Erwanto et al. (2014). 

Tabel 1. Formulasi PCR
Komponen Volume 1x reaksi PCR (µl)

Master Mix Go Taq Green (Promega) cam-
puran antara enzim Taq polymerase, buffer 
Taq, MgSO4, dan dNTP	12,5

12.5

Primer forward (10 µM) 1
Primer reverse (10 µM) 1
DNA template 2
ddH2O 8.5
Total volume 25
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Proses amplifikasi DNA dengan PCR diawali 
dengan persiapan campuran sampel dengan 
jumlah volume sebanyak 25 µl yang tertera 
pada Tabel 1. Campuran sampel kemudian 
dimasukkan pada thin wall dalam keadaan 
tertutup dan kemudian diletakkan pada mes-
in PCR. Mesin PCR kemudian di atur suhu 
dan waktu dari masing-masing tahap (de-
naturasi, penempelan, dan elongasi). Suhu 
yang ditentukan berdasarkan primer yang 
digunakan. Pada penelitian ini, tahap pre-
denaturasi diatur pada suhu 94 °C selama 2 
menit. Dilanjutkan dengan tahap denaturasi 
yang diatur pada suhu yang sama dengan 
sebelumnya selam 36 detik. Tahap Anneal-
ing diatur pada suhu 51 °C selama 73 detik. 
Tahap Extension dibagi menjadi bagian awal 
dengan pengaturan 72 °C selama 84 detik dan 
bagian akhir (final) dengan pengaturan 72 °C 
selama 3 menit. Proses PCR ini diatur seban-
yak 35 siklus. Tahap penyimpanan diatur 
pada suhu 4 °C selama 5 menit. Setelah setiap 
tahap telah diatur suhu dan waktunya, tekan 
tombol PCR untuk memulai proses amplifi-
kasi dan tunggu hingga mesin PCR selesai 
beroperasi. Konfirmasi hasil amplifikasi PCR 
menggunakan metode elektroforesis.

RFLP (Restriction Fragment Length Poly-
morphism)

Untuk melanjutkan pada metode 
RFLP, hasil amplifikasi PCR sebanyak 10 µl 
kemudian diberikan penambahan enzim re-
striksi BseD1 sebanyak 2 unit/ µl dan  larutan 
pemecah sebanyak 20 µl yang mengandung 1 
x reaction buffer (10 mM Tris-HCl, 100 mM 
KCl, 1 mM EDTA, 0.2 mg/ml BSA, 1 mM 
DTT dan 50% glycerol). Campuran sampel 
dengan bahan lainnya diinkubasi pada suhu 
55 °C selama 3 jam. Konfirmasi hasil RFLP 
menggunakan metode elektroforesis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kemurnian Isolat DNA
DNA dari tiap sampel maupun kon-

trol yang dianalisa menghasilkan kemurnian 
dan konsentrasi seperti yang tertera pada Ta-
bel 2. Konsentrasi yang didapatkan berkisar 
antara 13.35 hingga 263 ng/µl dan kemurni-
an berkisar antara 1.15 hingga 1.76. Menurut 
Brown (2010), nilai kemurnian DNA yang 
didapat menggunakan nanodrop spektro-
fotometri berada dibawah 1.8 menandakan 
bahwa DNA isolasi masih mengandung kon-
taminan berupa protein. Sedangkan, nilai 
kemurnian DNA berada diatas 2.0 menanda-

Tabel 2. Hasil konsentrasi dan kemurnian isolasi DNA pada sampel soft candy 
Sampel Kosentrasi (ng/µl) Kemurnian

K+ 246.78 1.74
F1 223.14 1.56
G1 262.99 1.46
C1 36.84 1.48
C2 141.67 1.5
C3 74.81 1.66
C4 23.63 1.57
C5 89.36 1.27
C6 13.35 1.76
C7 19.53 1.45
C8 59.45 1.49
C9 33.98 1.46
C10 178.36 1.15

Keterangan :
K+		  = kontrol Positif Daging babi
F1		  = Kontrol Positif Gelatin babi
GI		  = Kontrol Negatif Gelatin Sapi
C1 – C10	= Sampel Soft Candy
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kan bahwa DNA isolasi masih mengandung 
kontaminan RNA.

Beberapa DNA yang telah diisolasi 
menghasilkan konsentrasi yang rendah. 
DNA yang dikatakan baik menurut Erwanto 
et al., (2014) umumnya memiliki konsentrasi 
diatas 125 ng/µl. Rendahnya konsentrasi 
yang didapat bisa diakibatkan oleh pen-
gulangan proses pemurnian dengan fenol: 
kloroform:isoamil alkohol (P:C:I). Menurut 
Goldenberger et al., (1995) penggunaan P:C:I 
tidak dianjurkan dalam isolasi DNA dikare-
nakan fenol dan kloroform merupakan ba-
han kimia berbahaya bersifat karsinogenik 
yang dapat mendegradasi DNA. Selain itu, 
saat proses pemisahan antar fase dalam 
penggunaan P:C:I membutuhkan ketelitian 
tinggi karena memungkinkan terjadinya ke-
hilangan DNA. Kandungan P:C:I yang ter-
sisa pada DNA juga dapat menjadi inhibitor 
pada proses PCR (Goldenberger et al., 1995).

Optimasi Suhu Annealing PCR
Suhu optimasi yang digunakan adalah 

49 °C, 41 °C, 53 °C, 57 °C, 59 °C, 61 °C, 62 
°C, 63 °C, 64 °C, 65 °C. Dari tiap suhu yang 
diujikan kemudian dilihat hasil visual yang 
terbaik. Hasil visualisasi dapat dilihat pada 
Gambar 1. Hasil visualisasi terbaik ditunju-
kan pada suhu 49 °C dengan kecerahan hasil 
visualisasi yang paling terang dibanding-

kan pada suhu yang lain. Dalam literatur, 
Erwanto (2012) berhasil mengamplifikasi 
gen babi menggunakan primer cyt b dengan 
suhu annealing sebesar 51 °C. Hal tersebut 
menandakan bahwa suhu yang digunakan 
pada penelitian ini masih dalam jangkauan 
yang sama yaitu ± 5 °C dibawah nilai Tm 
yang didapat.

Amplifikasi DNA sampel menggunakan 
PCR

Berdasarkan hasil visualisasi pada 
Gambar 2, dari sepuluh sampel yang diuji-
kan proses PCR menggunakan primer cyt b 
mampu mengamplifikasi DNA babi dan ho-
molognya pada sampel C1, C2, C3, C4, C5, 
C6, dan C10 dengan ukuran 359 bp. Sampel 
C7, C8, dan C9 tidak menunjukkan terben-
tuknya hasil amplifikasi dengan ukuran 
359 bp. Proses amplifikasi pada C7-C9 tidak 
berhasil dikarenakan sifat sampel yang  di-
gunakan bersifat lengket sehingga sampel 
sulit dilarutkan pada saat proses isolasi dan 
mengakibatkan DNA tidak terekstrak den-
gan sempurna.  Beberapa pre-treatment  tel-
ah dilakukan untuk mengatasi sifat  lengket 
yaitu dengan melarutkannya pada air hangat 
(modifikasi Raraswati, 2013), dan membeku-
kannya pada suhu -20°C selama 24 jam 
(Demirhan, 2011)

Gambar 1. Hasil optimasi suhu annealing  PCR pada suhu 49 °C hingga 65 °C
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Gambar 2. Visualisasi hasil PCR dari tiap sampel soft candy, M = Marker 100 bp; 
C1-C10	= sampel soft candy

Gambar 3. Hasil visualisasi proses RFLP pada hasil PCR gelatin babi dan gelatin sapi; K+ : kon-
trol positif; K- : kontrol negatif
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Aplikasi RFLP pada sampel 
Metode RFLP pada penelitian ini 

merujuk metode pada penelitian Erwanto et 
al. (2014). Proses RFLP dilakukan berdasar-
kan komposisi Tabel 3 diujikan pada kon-
trol positif dan negatif dengan tujuan untuk 
mengkonfirmasi dari kemampuan enzim 
BseD1 dalam membedakan DNA babi dan 
sapi. Hasil visualisasi pada Gambar 3 mem-
buktikan bahwa enzim BseD1 hanya spesifik 
memotong pada DNA babi. Enzim BseD1 
mampu memotong hasil amplifikasi dari 
DNA babi dengan menghasilkan sekuen 228 
bp dan 131 bp seperti yang dilakukan oleh 
Erwanto et al. (2014) dalam memotong DNA 
daging babi. Tiap sampel tidak menunjuk-
kan terbentuknya 2 fragmen pada saat di-
lakukannya proses RFLP menggunakan en-
zim BseD1. Hal tersebut menandakan bahwa 
7 dari sampel yang berhasil diamplifikasi 
menggunakan PCR tidak mengandung babi 
dan turunannya. Hasil negatif pada pengu-
jian bahan pangan menggunakan metode 
PCR-RFLP dengan enzim BseDI juga ter-
jadi pada pendeteksian cemaran babi pada 
chicken nugget di Indonesia oleh Raharjo et 
al. (2012). Menurutnya, tidak terbentuknya 
hasil fragmentasi dengan ukuran 228 bp dan 
131 bp menunjukkan bahwa sampel tidak 
mengandung DNA babi dan turunannya.

SIMPULAN

Suhu optimasi Annealing menggu-
nakan primer cyt b  didapatkan sebesar 49 
°C. Metode PCR-RFLP mampu untuk mem-
bedakan antara DNA babi dengan DNA sapi 
dengan hasil  amplifikasi PCR sebesar 359 bp  
menggunakan primer cyt b dan terbentuknya 
2 fragmen DNA pada proses berukuran 228 
bp dan 131 bp menggunakan enzim BseD1. 
Tujuh dari sepuluh sampel yang telah diam-
plifikasi tidak menunjukkan adanya kand-
ungan gen babi setelah dilakukan penam-
bahan enzim restriksi BseDI sehingga dapat 
dikatakan bebas dari kandungan babi dan 
turunannya. Tiga sampel yang tidak berhasil 

diamplifikasi belum dapat dipastikan men-
gandung babi atau tidak dikarenakan kurang 
tepatnya proses isolasi yang dilakukan.
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