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ABSTRAK 

APLIKASI MULTIPLEX PCR UNTUK ANALISIS KANDUNGAN DNA 

BABI (Sus scrofa) DAN TIKUS (Rattus norvegicus) PADA BAKSO 

GHANIYYA HANA AZZAH 

20106040034 

Bakso merupakan makanan favorit yang memiliki nilai titik kritis tinggi sehingga 

memiliki kemungkinan tercampur dengan bahan non-halal seperti daging babi (Sus 

scrofa) dan tikus (Rattus novergicus). Melihat fenomena tersebut maka diperlukan 

pengembangan dalam bidang pendeteksian secara molekuler berbasis PCR seperti 

multiplex PCR untuk mendeteksi lebih dari 1 sumber. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui spesifisitas dan sensitivitas metode multiplex PCR dengan 

menggunakan primer ND5 yang mentargetkan babi dan mt-Co1 yang mentargetkan 

tikus pada campuran daging serta bakso. Metode penelitian menggunakan 

serangkaian tahapan yaitu isolasi DNA, analisis kualitas & kuantitas DNA, 

amplifikasi PCR dan elektroforesis. Hasil analisis menunjukkan primer ND5 dan 

mt-Co1 yang dilakukan secara single dan multiple PCR memiliki spesifisitas dan 

sensitivitas yang baik mampu mentargetkan DNA babi dan tikus hingga konsentrasi 

terendah dengan panjang amplikon 161 bp dan 170 bp.  

Kata Kunci: Bakso, Multiplex PCR, primer ND5, primer mt-Co1, Sus scrofa, 

Rattus novergicus 
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ABSTRACT 

MULTIPLEX PCR APPLICATION FOR ANALYSIS OF PIG (Sus scrofa) 

AND RAT (Rattus norvegicus) DNA CONTAINMENT IN MEATBALL 

GHANIYYA HANA AZZAH  

20106040034 

Meatball is a favorite food that has a high critical point value, so it has the 

possibility of being mixed with non-halal ingredients such as pork (Sus scrofa) and 

rat (Rattus novergicus). Seeing this phenomenon, development is needed in the field 

of PCR-based molecular detection, such as multiplex PCR to detect more than 1 

source. This study aims to determine the specificity and sensitivity of the multiplex 

PCR method using ND5 primers targeting pig and mt-Co1 targeting rat in mixed 

meat and meatball. The research method has steps, namely DNA isolation, DNA 

quality & quantity analysis, PCR amplification and electrophoresis. The results of 

the analysis showed that ND5 and mt-Co1 primers carried out in single and multiple 

PCR have good specificity and sensitivity capable of targeting pig and rat DNA to 

the lowest concentration with amplicons of 161 bp and 170 bp in length.  

Keywords: Meatball, Multiplex PCR, ND5 primer, mt-Co1 primer, Sus scrofa, 

Rattus novergicus 



 
 

vii 
 

MOTTO 

ْ  يجَُاهِدُْ فَاِنَّمَا جَاهَدَْ وَمَنْ  ال عٰلمَِي نَْ عَنِْ لغَنَِيْ  اٰللَّْ اِنَّْ لِنفَ سِه   

“Siapa yang berusaha dengan sungguh-sungguh (untuk berbuat kebajikan), 

sesungguhnya dia sedang berusaha untuk dirinya sendiri (karena manfaatnya 

kembali kepada dirinya). Sesungguhnya Allah benar-benar Mahakaya (tidak 

memerlukan suatu apa pun) dari alam semesta”ْ 

(QS. Al-'Ankabut: 5) 

"Kesabaran itu ada dua macam, yaitu sabar atas sesuatu yang tidak kau ingin dan 

sabar menahan diri dari sesuatu yang kau ingini"  

(Ali bin Abi Thalib) 

“Apapunْyangْmenjadiْtakdirmu,ْakanْmencariْjalannyaْmenemukanmu”  

(Ali bin Abi Thalib) 

"Hatiku tenang karena mengetahui bahwa apa yang melewatkanku tidak akan 

pernah menjadi takdirku. Dan apa yang ditakdirkan untukku, takkan 

melewatkanku"  

(Umar bin Khattab) 
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BAB I. PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Bakso merupakan makanan favorit era ini yang banyak digemari, baik dari 

kalangan anak-anak hingga kalangan orang dewasa. Rasanya yang enak dan dapat 

dimakan oleh berbagai kalangan masyarakat menjadi salah satu faktor banyaknya 

peminat makanan bakso. Selain itu, proses pembuatan bakso relatif sederhana dan 

dari sisi kandungan gizi, bakso bisa menjadi pilihan makanan yang bergizi tinggi. 

(Widyaningsih & Murtini, 2006). Sofi (2018) menyebutkan bahwa produk olahan 

yang berbahan dasar daging ini diterima dengan positif oleh konsumen karena 

rasanya yang telah dimodifikasi, sehingga lebih menarik dan sesuai dengan selera 

mereka. 

Bakso termasuk salah satu jenis makanan yang memiliki nilai titik kritis 

yang tinggi. Titik kritis merujuk pada bahan yang berpotensi mengandung, berasal 

dari, atau tercampur dengan bahan haram. Umumnya bakso dibuat dari perpaduan 

daging dan tepung tapioka atau kanji. Daging sendiri merupakan kategori bahan 

yang sangat kritis sehingga perlu ditelusuri kehalalannya. Selain itu proses 

penggilingan berbagai produk olahan daging sapi, seperti bakso, juga memberikan 

peluang kemungkinan tercampurnya dengan daging merah lainnya. Meskipun 

daging yang digiling adalah murni daging sapi, jika mesin penggilingnya juga 

digunakan untuk menggiling daging babi, maka daging sapi tersebut bisa 

terkontaminasi dengan daging babi. Menurut Yuny Erwanto (2022), mesin 

penggilingan menjadi salah satu penyebab kontaminasi daging babi di warung-

warung makan di Jogja. Dari 20 sampel warung bakso yang ditelitinya, 8 di 

antaranya terbukti positif terkontaminasi daging babi.  

Tingginya permintaan konsumsi daging sapi di masyarakat yang tidak 

mampu diikuti dengan peningkatan produksi daging menjadi salah satu penyebab 

terjadinya banyak pemalsuan bahkan pencampuran daging lainnya seperti daging 

babi dan daging tikus (Sitompul & Artanto, 2020). Dalam Harian Jogja (2016), 

salah satu contoh kasus yang pernah terjadi ada pada pedagang bakso di Kecamatan 

Srandakan yang diduga melanggar Undang-Undang tentang keamanan pangan asal 
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hewan. Hal ini berdasarkan hasil uji laboratorium yang menunjukkan bahwa bakso 

daging sapi yang diproduksinya mengandung campuran daging babi. Adapun 

percampuran daging tikus pada produk olahan pangan masih menjadi banyak 

perbincangan dan menjadi keraguan di tengah masyarakat. 

Produk pangan yang dibuat dengan campuran daging seringkali sulit 

dibedakan secara visual, karena daging tersebut biasanya sudah dihancurkan dan 

dicampur dengan berbagai bahan lainnya (Priyanka, 2017). Permasalahan tersebut 

tentu menimbulkan kecemasan di masyarakat, mengingat mayoritas penduduk 

Indonesia adalah umat Islam yang hanya serta wajib mengonsumsi makanan yang 

halal saja (Larasati, 2018). Makanan halal menjadi kebutuhan bagi sebagian besar 

masyarakat Indonesia, sehingga perlu adanya jaminan kehalalan dari produsen 

untuk memberi rasa aman dan tenang dalam mengkonsumsinya. Selain itu, 

peraturan (Undang-Undang RI No. 33 Tahun 2014 Tentang Jaminan Produk Halal, 

2014) telah menjelaskan mengenai Jaminan Produk Halal, isi pokok dari undang-

undang tersebut yaitu untuk menjamin ketersediaan Produk Halal maka ditetapkan 

bahan produk yang dinyatakan halal, baik bahan yang berasal dari bahan baku 

hewan, tumbuhan, mikroba, serta bahan yang dihasilkan melalui proses kimiawi, 

proses biologi, atau proses rekayasa genetik. Tidak adanya daftar komposisi pada 

suatu produk menjadi celah kemungkinan terjadinya pencampuran bahan non-halal 

yang merupakan masalah serius dan sering kali merugikan konsumen (Cai et al., 

2017; Khatun et al., 2021). Pihak yang paling terdampak pada masalah ini adalah 

umat Islam yang mana memiliki kewajiban untuk mengonsumsi makanan dan 

minuman halal (Hassan et al., 2022) 

Oleh karena itu, upaya dalam keamanan pangan seperti mencegah pangan 

dari kemungkinan tercemar, baik dari cemaran biologis, kimia dan benda lain yang 

dapat mengganggu, merugikan dan membahayakan kesehatan manusia merupakan 

suatu keharusan (BPOM, 2008; Undang-Undang RI No. 7 Tahun 1996 Tentang 

Pangan, 1996). Hal ini juga selaras dengan peraturan (Peraturan Pemerintah RI No. 

28ْ Tahunْ 2004 :ْ Tentangْ Keamanan,ْ Mutu,ْ Danْ Giziْ Pangan, 2004) yang 

mendefinisikan keamanan pangan sebagai kondisi dan upaya yang diperlukan untuk 
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pencegahan pangan dari kemungkinan cemaran biologis, kimia, fisik dan bahan lain 

yang dapat merugikan dan membahayakan kesehatan manusia. Salah satu upaya 

yang dapat dilakukan ialah dengan mendeteksi apakah produk tersebut 

mengandung bahan yang diharamkan seperti babi dan tikus atau tidak.  

DNA babi dan DNA tikus dapat dideteksi secara bersamaan dengan 

multiplex PCR yang merupakan adaptasi dari teknik PCR. Polymerase Chain 

Reaction (PCR) adalah teknologi yang umum digunakan dalam biologi molekuler 

untuk menghasilkan salinan DNA dalam jumlah yang sangat banyak, mencapai 

ribuan hingga jutaan salinan dari urutan DNA tertentu. Teknik PCR memungkinkan 

amplifikasi segmen DNA hingga jutaan kali dalam waktu singkat, hanya dalam 

beberapa jam (Setyawati & Zubaidah, 2021). Digunakan multiplex PCR karena 

teknik ini dapat melakukan pentargetan gen sekaligus maka running-test hanya 

dilakukan sekali sehingga tidak akan memakan lebih banyak reagen dan waktu. 

Multiplex merupakan metode yang kini sedang banyak digunakan karena dapat 

melakukan deteksi dengan lebih cepat, efisien, dan biaya yang lebih rendah 

dibandingkan dengan metode PCR biasa (Prusakova et al., 2018). 

Dalam pendeteksiannya perlu digunakan gen/ primer yang spesifik. Salah 

satu primer yang menargetkan DNA babi yaitu primer ND5. Primer ini sebelumnya 

sudah dilakukan penelitian oleh Denyingyhot et al., (2022) bahwa primer ND5 

denganْ sekuensْ 5’-CCATCCCAATTATAATATCCAACTC-3’ْ sebagaiْ primerْ

forward danْ 5’-TGATTATTTCTTGGCCTGTGTGT-3’ْ sebagaiْ primerْ reverse, 

dengan panjang DNA 161 bp, mampu secara spesifik mendeteksi DNA babi (Sus 

scrofa). Sekuens tersebut sebelumnya telah dilakukan penelitian oleh Ali et al., ( 

2015), bahwa sekuens ND5 tersebut digunakan karena sekuens berulang kali 

muncul pada bagian-bagian babi. 

Adapun primer mt-Co1, primer ini mampu menargetkan DNA pada tikus 

got (Rattus norvegicus). Berdasarkan penelitian sebelumnya yang telah dilakukan 

oleh Sihotang (2021), primer forward  5’-ATGAGCAAAAGCCCACTTTG-3’ْdanْ

primer reverse 5’-CGGCCGTAAGTGAGATGAAT-3’ْ berhasilْ untukْ

mengamplifikasi gen mt-Co1 pada tikus got (Rattus norvegicus) dengan produk 
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PCR yang memiliki ukuran 170 bp. Dalam penelitian ini digunakan 2 pasang primer 

yang mentargetkan ND5 pada babi dan gen mt-Co1 pada tikus. Kedua pasang 

primer ini digunakan dalam metode multiplex PCR untuk mendetesi adanya 

kontaminan yang bersumber dari kedua hewan tersebut pada produk olahan 

makanan berupa bakso. 

Sensitivitas metode PCR mengacu pada kemampuan metode ini untuk 

mendeteksi jumlah hingga sedikit mungkin dari DNA yang ditargetkan dalam suatu 

sampel. Dengan kata lain, semakin sensitif metode PCR, semakin kecil jumlah 

materi genetik yang dapat terdeteksi, bahkan pada konsentrasi rendah. Penelitian 

ini menggunakan sampel berupa bakso dengan variasi konsentrasi kandungan 

daging babi dan tikus, sehingga dapat diketahui seberapa sensitif metode multiplex 

PCR dengan menggunakan primer ND5 dan mt-Co1 mampu mendeteksi DNA babi 

dan tikus pada produk olahan berupa bakso. 

B. Rumusan Masalah 

1. Bagaimana spesifisitas dan sensitivitas metode multiplex PCR dengan 

menggunakan primer ND5 dan mt-Co1 pada campuran daging sapi, babi 

dan tikus? 

2. Bagaimana efektivitas metode multiplex PCR dengan menggunakan primer 

ND5 dan mt-Co1 pada produk olahan berupa bakso? 

C. Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui spesifisitas dan sensitivitas metode multiplex PCR dengan 

menggunakan primer ND5 dan mt-Co1 pada campuran daging sapi, babi 

dan tikus. 

2. Mengetahui efektivitas metode multiplex PCR dengan menggunakan primer 

ND5 dan mt-Co1 pada produk olahan berupa bakso. 

D. Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

penggunaan multiplex PCR dalam mendeteksi kandungan DNA babi dan DNA 

tikus pada bakso, sehingga dapat diterapkan pada deteksi pangan halal dan 

bermanfaat bagi masyarakat serta lingkungan.  
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BAB V. PENUTUP 

A. Simpulan  

Terbentuknya amplikon yang berukuran spesifik pada hasil PCR 

menunjukkan bahwa primer ND5 dan primer mt-Co1 yang digunakan dalam 

amplifikasi PCR secara bersamaan mampu secara spesifik mendeteksi adanya 

campuran babi dan tikus. Berdasarkan pita DNA yang dapat muncul pada beberapa 

konsentrasi (2,5%; 5%; 10%; 15%; 20% dan 25%) daging babi dan tikus pada 

produk olahan berupa bakso. Primer ND5 dan mt-Co1 mampu mendeteksi adanya 

campuran daging babi dan tikus pada bakso hingga konsentrasi terkecil yaitu 2,5%.  

Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan efisiensi dan akurasi metode 

PCR. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk mempermudah peneliti dalam 

menerapkan multiplex PCR pada sampel olahan pangan seperti bakso, mengingat 

PCR merupakan metode yang terus berkembang dan banyak digunakan dalam 

bidang molekuler. 

B. Saran  

Melihat metode PCR yang terus berkembang, saran yang dapat diberikan 

untuk penelitian selanjutnya yaitu apabila masing-masing primer memiliki selisih 

band amplikon yang terlalu kecil alangkah lebih baik apabila dilanjutkan dengan 

menggunakan Real Time-PCR, serta meningkatkan jumlah dan variasi konsentrasi 

pada sampel akan diteliti.   
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