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Analisis Gen Parsial Rab4a dan Gen SPHAR pada Sapi (Bos taurus) (Blakely
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Abstrak

Pencampuran daging sapi giling dengan daging babi terjadi di beberapa kasus,
sehingga perlu adanya metode untuk mendeteksi keberadaan daging babi. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi gen parsial Rab4a dan gen
SPHAR (S-phase response) sebaga marker pada daging sapi (Bos taurus) dengan
babi (Sus scrofa domestica) untuk deteksi kehalalan daging giling ditinjau dari
varias ukuran dan keberadaan amplikon. Penelitian ini menggunakan metode
berbasis PCR dengan sumber sekuen gen parsial Rab4a pada spesies sapi (Bos
taurus) dan babi (Sus scrofa) dan mentargetkan pada sekuen daerah intron pada
gen yang memiliki varias sekuen yang tinggi. ldentifikasi daging dengan
menggunakan primer A, primer B dan primer C. Visualisass DNA menunjukkan
bahwa amplifikas dengan menggunakan primer A menghasilkan amplikon
dengan panjang 150 bp dan 280 bp untuk sampel daging sapi. Primer C juga dapat
dijadikan marker identifikasi daging sapi ditandai dengan munculnya amplikon
dengan panjang 260 bp, 270 bp dan 550 bp. Primer B tidak dapat dijadikan
sebagal marker karena amplikon tidak muncul secara spesifik untuk daging babi.
Kesimpulannya adalah primer A memiliki potensi sebagai marker untuk
mendeteksi kehalalan daging sapi.

Kata Kunci : Daging Babi, Deteksi Kehalalan, Gen Parsial Rab4a, Gen SPHAR,
Metode PCR.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar belakang

Indonesia merupakan negara dengan mayoritas penduduknya
beragama muslim. Isslam mengagjarkan untuk mengkonsumsi makanan
yang baik dan hala. Allah SWT berfirman dalam surat Al-Maidah ayat
88, “Dan makanlah dari apa yang telah diberikan Allah kepadamu
sebagai rezeki yang halal dan baik, dan bertakwalah kepada Allah yang
kamu beriman kepada-Nya”. Surat Al-Bagarah ayat 173 juga menjelaskan
tentang makanan yang haram, “Hanya yang diharamkan atas kamu ialah
bangkai, darah, daging babi dan hewan yang disembelih bukan dengan
nama Allah melainkan dengan nama berhala. Tetapi barang siapa yang
terpaksa memakannya, sedang ia tiada aniaya dan tiada pula melampaui
batas, maka tak ada dosa terhadapnya. Sungguh Allah Maha Pengampun
Lagi Maha Penyayang”. Berdasarkan ayat tersebut wajib bagi setiap
muslim untuk menjaga kehalaan produk makanan.

Akan tetapi banyak penemuan terkait produk makanan yang
mengandung campuran bahan yang tidak sesuai dengan yang tercantum
dalam kemasan. Bahkan BPPOM telah menemukan pencampuran daging
sapi dengan daging babi seperti dalam bentuk makanan olahan abon dan
dendeng. Produk tersebut telah tersebar di berbagal pusat perbelanjaan

kota-kota besar (Republika, 17 April 2009). Selain produk olahan,



makanan pencampuran bahan daging babi dalam keadaan segar dengan

daging sapi juga pernah terjadi (Erwanto et al., 2011).

Sebenarnya daging sapi dan babi dapat dibedakan berdasarkan dengan
morfologi daging tersebut. Perbedaannya dapat dilihat dari serat daging,
warna daging, aroma maupun lemak daging. Akan tetapi apabila sudah
dicampur dalam bentuk gilingan, kedua daging tersebut akan sangat sulit
dibedakan. Oleh karena itu, muncul berbagai metode deteks kehalalan
daging giling.

Salah satu metode deteksi kehalalan daging giling yang berkembang
adalah metode kimiawi. Metode tersebut adalah Fourier Transform Infra
Red (FTIR) yang digunakan untuk mendeteksi kandungan lemak babi,
akan tetapi aplikasinya membutuhkan preparasi sampel yang tidak mudah
(Rohman et al., 2011).

Metode deteksi kehalalan lain yang berkembang yakni berbasis
molekular. Teknik molekular yang telah berkembang dalam dua dekade
terakhir memungkinkan pengembangan metode yang memudahkan
autentifikasi dan reliable untuk identifikas jenis daging (Girish et al.,
2005). Metode-metode tersebut adalah hibridisass DNA, PCR-RAPD
(Polymerase Chain Reaction-Random Amplified Polymorphic DNA),
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism) dan PCR dengan primer spesifik.

Hasil penelitian Erwanto et al., (2011) telah mampu membuktikan

kemampuan deteksi DNA melalui metode PCR-RFLP untuk mendeteksi



kontaminasi babi pada produk pangan. Deteksi kontaminasi unsur babi
sampai level 1% dapat dideteks keberadaanya pada produk pangan yang
dilakukan di laboratorium (Aidaet al.,2005; Erwanto et al., 2011; Erwanto
et al.,, 2012). Akan tetapi, metode PCR-RFLP cukup kompleks karena
PCR itu sendiri harus dilanjutkan dengan pemotongan DNA hasil PCR
dengan enzim restriksi (Rohman et al., 2011). Oleh karena itu diperlukan
metode yang |ebih sederhana untuk mendeteksi kehalalan daging giling.

Salah satu metode berbasis PCR (Polymerase Chain Reaction) yang
sederhana adalah dengan menggunakan primer spesifik. Sebagai contoh
yaitu sekuen gen cytochrome b dan gen leptin yang dapat dimanfaatkan
untuk mendeteksi adanya campuran daging babi pada daging giling
(Safitri & Agustin, 2015). Gen cytochrome b digunakan sebagai marker
biologi dalam mengidentifikas jenis daging dan mengungkapkan bahwa
kandungan daging babi sampai level 1% dapat tercerna dengan baik
(Erwanto et al., 2007; Ong et al., 2007). Produk akhir yang dihasilkan
adalah visualisas perbandingan variasi ukuran amplikon dan deteksi
keberadaan gen target menggunakan elektroforesis.

Potensi sekuen genom atau gen untuk dikembangkan sebagai marker
dalam deteks keberadaan daging babi dengan nilai akurasi yang masih
sangat tinggi. Gen target yang berpotens digunakan sebagai marker adalah
kelompok gen ortholog. Analisa/deteksi secara molekul pada gen-gen
yang bersifat ortholog banyak digunakan sebagai marker untuk mendeteksi

suatu spesies, salah satunya adalah gen Rab4a. Gen tersebut memiliki



fungs penting dalam sel. Menurut Goueli et al., (2012), Rab4a menyandi
protein regulator yang penting dalam proses daur ulang jalur endositik ke
membran plasma. GTPase Rab4a, yakni TBC1D16 mampu mengatur
reseptor dalam transfer daur ulang pada proses endositosis dan signalling
pada reseptor EGF (EGFR). Gen Rab4a termasuk kelompok RAS onkogen
dan terlibat sistem perbaikan DNA.

Selain gen Rab4a, terdapat pula gen lain yang dapat digunakan sebagai
marker untuk identifikasi. Salah satunya adalah kelompok gen orphan,
seperti gen SPHAR (S-phase response). Gen SPHAR adalah gen yang
terlibat dalam fungs regulasi sintesis DNA dan diekspresikan di semua
jaringan tubuh (Digweed et al., 1995). Gen tersebut dapat digunakan
sebagal marker karena memiliki sekuens yang spesifik. Akan tetapi, gen
orphan memiliki variasi sekuen cukup tinggi dan tingkat homologi yang
sangat rendah. Secara khas kelompok gen orphan berkontribusi antara
10% sampai 30% dari semua gen pada genom. Karakterisasi fungsi gen
orphan masih sangat sedikit dan pada sebagian besar primata hanya sedikit
data dan fungs yang sudah diketahui (Daubin & Ochman 2004; Domazet-
Loso et al., 2007).

Sampel pendlitian yang digunakan adalah daging giling sapi (Bos
taurus) dan babi ternak (Sus scrofa domestica). Sumber sekuen untuk
desain primer salah satunya berasal dari babi hutan (Sus scrofa). Babi
hutan dan babi ternak memiliki tingkat kemiripan sekuen yang cukup

tinggi, sehingga dapat digunakan sebagai sekuen untuk desain primer. Gen



target yang digunakan sebagai marker identifikasi adalah daerah intron
gen Rab4a dan gen SPHAR (S-phase response). Sapi (Bos taurus) dan babi
(Sus scrofa domestica), masing-masing memiliki gen Rab4a. Akan tetapi
berdasarkan pada genom babi, hanya gen Rab4a yang terdeteks
sedangkan keberadaan gen SPHAR tidak terdeteksi. Gen SPHAR hanya
terdeteks pada genom sapi yang berada pada daerah intron gen Rab4a
dengan panjang 300 bp (www.nchi.nim.nih.gov). Oleh karena itu,
keunikan sekuen kedua gen tersebut dapat berpotensi sebagai marker
untuk mengidentifikasi adanya kandungan atau campuran daging babi
dalam daging sapi giling.
B. Rumusan Masalah

Bagaimana potensi gen parsial Rab4a dan gen SPHAR (S-phase
response) sebagai marker pada daging sapi (Bos taurus) dan babi (Sus
scrofa domestica) untuk deteksi kehalalan daging giling ditinjau dari
variasi ukuran dan keberadaan amplikon?
C. Tujuan Penelitian

Mengetahui potensi gen parsial Rab4a dan gen SPHAR (S-phase
response) sebagai marker pada daging sapi (Bos taurus) dan babi (Sus
scrofa domestica) untuk deteks kehalalan daging giling ditinjau dari

variasi ukuran dan keberadaan amplikon.



D. Manfaat Penelitian
Sebagal salah satu metode sederhana dan cepat untuk mendeteksi
kehaladan daging giling berbasis PCR (Polymerase Chain Reaction)

berupa profil dengan nilai akurasi yang lebih tinggi.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Sekuen gen Rab4a sapi (Bos taurus) (Primer A) berpotens digunakan
sebagai marker untuk mendeteksi kehalalan daging sapi giling dengan
variasi ukuran amplikon 200 bp dan 280 bp (Bos taurus) dan 150 bp (Sus
scrofa) dengan urutan sekuens primer TGTCTGACTCTTTGCGACC
(Forward) dan GACCTGAGAGAAGGGGGGGG (Reverse). Amplikon
pada sekuen gen SPHAR sapi (Bos Taurus) (Primer C) muncul pada
sampel babi (170 bp, 200 bp, 250 bp, 260 bp, 300 bp dan 550 bp) dengan
akurasi yang rendah karena disebabkan oleh amplikon yang dihasilkan
banyak dan tidak spesifik.
B. Saran

Potensi sekuen primer gen SPHAR Bos taurus dan primer gen parsial
Rab4a Sus scrofa dapat ditinjau kembali dengan metode yang lain untuk

memperkuat potensi primer tersebut.
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LAMPIRAN

1. Isolasi DNA

a. Nilai Kualitas dan Konsentrasi Isolasi DNA ke-1

No Nama Sampel Nilai OD 260 Konsentrasi DNA A260/A280

(nm) (ug/ ) (nm)
1 Sapi 0,015 75,0533 0,6858
2 Babi 0,029 144,4295 1,4203
3 Sapi+Babi 0,009 43,8541 1,0967
4 Sapi 0,004 20,9299 6,2313
5 Babi 0,005 27,0727 0,8169
6 Sapi+Babi 0,010 51,8192 2,4005

b. Nilai Kualitas dan Konsentrasi Isolasi DNA ke-2

No Nama Sampel Nilai OD 260 Konsentrasi DNA A260/A280

(nm) (ng/ pl) (nm)
1 Sapi -0,001 -1,7289 0,1898
2 Sapi -0,004 -11,1888 1,2284
3 Babi 0,010 25,8260 0,0000

¢. Nilai Kualitas dan Konsentrasi Isolasi DNA ke-3
No Nama Sampel  NilaiOD  Konsentrasi DNA  A260/A280

260 (nm) (ug/ ) (nm)
1 Sapi+Babi 0,138 3443951 1,0328
2 Sapi+Babi 0,149 373,5677 0,9850
3 Sapi+Babi 0,164 409,6420 1,0013
4 Sapi+Babi 0,165 412,9074 1,0388
5 Sapi+Babi 0,161 402,7355 1,0425
6 Babi 0,156 390,6537 1,0364
7 Babi 0,154 385,4598 1,0504
8 Babi 0,154 383,8666 1,0661
9 Babi 0,135 338,2719 1,0400
10 Babi 0,128 320,8573 1,0189
11 Sapi 0,062 155,6923 1,3832
12 Sapi 0,067 167,8562 1,5259
13 Sapi 0,062 155,6923 1,2374
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d. Nilai Kualitas dan Kuantitas Isolasi DNA ke-4

c.

36

No Nama Nilai OD 260 Konsentrasi A260/A280
Sampel (nm) DNA (ug/ pl) (nm)
1 Sapi 0,040 2,0218 1,9922
2 Sapi 0,040 1,9750 1,6048
3 Sapi 0,038 1,9096 1,7172
4 Babi 0,035 1,7424 1,3252
5 Babi 0,036 1,7794 1,5237
6 Babi 0,029 1,4573 1,1643
Nilai Kualitas dan Kuantitas Isolasi DNA ke-5
No Nama Sampel  Nilai OD Konsentrasi A260/A280
260 (nm) DNA (ung/ pl) (nm)

1 Sapi 3,596 8989,8516 1,3606
2 Sapi 3,562 8903,9775 1,3564
3 Babi 0,563 1408,2979 1,6323
4 Babi 0,569 1423,5094 1,6520
5 Sapi+Babi 0,419 1047,5402 1,5680
6 Sapi+Babi 0,422 1053,9010 1,5725
7 Sapi 0,167 418,2480 1,2009
8 Sapi 0,164 411,1662 1,1441
9 Babi 3,117 7792,5889 1,418
10 Babi 3,112 7779,3218 1,412
11 Sapi+Babi 0,176 440,457 1,1896
12 Sapi+Babi 0,182 455,517 1,2280
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2. Profil Kualitas Isolasi DNA

a. Hasil Elektroforesis Isolasi DNA ke-3

Keterangan. Lane M: Marker; Lane 1: Sapi; Lane 2: Babi; Lane 3: Sapi+Babi.
b. Hasil Elektroforesis Isolasi DNA ke-5

Hasil elektroforesis isolasi DNA ke-5 tidak diperlihatkan. Merupakan
profil isolasi DNA dengan banyaknya smear yang terlihat pada 3 sampel
ulangan pertama, yaitu sapi,babi dan campuran. Sedangkan sampel ulangan
kedua (sapi,babi dan campuran) tidak terlihat band yang muncul, sehingga
perlu dilakukan elektroforesis ulang.

c. Hasil Elektroforesis Isolasi DNA ke-5 (lanjutan)

Keterangan. Lane 1: Marker; Lane 2 & Lane 3: Isolasi DNA sapi; Lane 4 &
Lane 5: Isolasi DNA babi; Lane 6 & Lane 7: Isolasi DNA Sapi+Babi.
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3. Amplifikasi Gen Parsial Rab4a dan Gen SPHAR

a. Hasil Elektroforesis Optimasi PCR ke-1

Keterangan. Hasil amplifikasi gen parsial Rab4a dan gen SPHAR daging sapi
(Bos taurus) dan daging babi (Sus scrofa domestica) dengan primer spesifik &
suhu annealing 56°C pada agarosa 0,8%. Lane M: 1Kbp Marker (Microzone
Ltd); Lane S: Sapi dengan multiplex primer A & C; Lane B: Babi dengan
primer B; Lane S+B: Sapi+Babi dengan multiplex primer A & B.

b. Hasil Elektroforesis Optimasi PCR ke-2

Keterangan. Hasil amplifikasi gen parsial Rab4a dan gen SPHAR daging sapi
(Bos taurus) dan daging babi (Sus scrofa domestica) dengan primer spesifik &
suhu annealing 56°C pada agarosa 1% dan penambahan 1 mM MgCl. Lane
M: 1Kbp Marker (Microzone Ltd); Lane S1 & S2: Sapi dengan multiplex
primer A & C; Lane Bl & B2: Babi dengan primer B; Lane SB1 & SB2:
Sapi+Babi dengan primer A & B.
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c. Hasil Elektroforesis Optimasi PCR ke-3

Keterangan. Hasil amplifikasi gen parsial Rab4a dan gen SPHAR daging sapi
(Bos taurus) dan daging babi (Sus scrofa domestica) dengan primer spesifik &
suhu annealing 56°C pada agarosa 1% dan penambahan 1 mM MgCl. Lane
M: 1Kbp Marker (Microzone Ltd); Lane S: Sapi dengan multiplex primer gen
A & C; Lane B: Babi dengan primer B; Lane SB1 & SB2: Sapi+Babi dengan
multiplex primer A & B.

d. Hasil Elektroforesis Optimasi PCR ke-4

Keterangan. Hasil amplifikasi gen parsial Rab4a dan gen SPHAR daging sapi
(Bos taurus) dan daging babi (Sus scrofa domestica) dengan primer spesifik &
suhu annealing 57°C pada agarosa 1,5% dan penambahan 1 mM MgCl,. M:
1Kbp Marker (Microzone Ltd); Lane S: Sapi dengan multiplex primer A & C;
Lane B: Babi dengan primer B; Lane SB1 dan SB2: Sapit+Babi dengan
multiplex primer A & B.
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e. Hasil Elektroforesis Optimasi PCR ke-5

Keterangan. Hasil amplifikasi gen parsial Rab4a dan gen SPHAR daging sapi
(Bos taurus) dan daging babi (Sus scrofa domestica) menggunakan primer
spesifik gen tersebut dengan suhu annealing 57°C pada agarosa 1,2% dan
penambahan 1 mM MgCl,. Lane M: 1Kbp Marker (Microzone Ltd); Lane S1
& B1: Sapi & Babi dengan primer A. Lane S2 & B2 : Sapi & Babi dengan
primer C. Lane S3 & B3: Sapi & Babi dengan primer B, Lane M: 1Kbp
Marker (Microzone Ltd).

(b)
(b) Lane M: 1Kbp Marker (Microzone Ltd); Lane SB1: Sapi+Babi dengan
primer A. Lane SB2 : Sapi+Babi dengan primer C. Lane SB3: Sapi+Babi
dengan primer B.



Nama

Tempat Tanggal Lahir
Jenis Kelamin
Alamat Asal

Alamat Sekarang
Alamat Email
Nomer HP

CURRICULUM VITAE

: Clara Maulanda Iskandar

. Seririt, 30 Agustus 1993

. Perempuan

:BD. Bukit Sari, Desa Pengulon, Kecamatan
Grokgak, Kabupaten Buleleng, Singaraja Bali

: JIn Ori 11, No 20, Papringan, Yogyakarta

: claramaulanda@gmail.com

: 085747347183

Yogyakarta 6 September 2016

Clara Maulanda Iskandar


mailto:claramaulanda@gmail.com

	HALAMAN JUDUL SKRIPSI

	PERSETUJUAN SKRIPSI

	PENGESAHAN

	PERNYATAAN BEBAS PLAGIASI

	KATA PENGANTAR
	MOTTO
	Halaman Persembahan
	DAFTAR ISI
	DAFTAR TABEL
	DAFTAR GAMBAR
	DAFTAR LAMPIRAN
	Abstrak
	BAB I PENDAHULUAN
	A. Latar belakang
	B. Rumusan Masalah
	C. Tujuan Penelitian
	D. Manfaat Penelitian

	BAB V KESIMPULAN DAN SARAN
	A. Kesimpulan
	B. Saran

	DAFTAR PUSTAKA
	LAMPIRAN-LAMPIRAN


