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ABSTRACT: Gelatin has a large application in the food, pharmaceutical and cosmetics industries. Gelatin
is mostly derived from the skin or bone of porcine and bovine. Porcine gelatin is forbidden for Muslim
and Jews. For this reason, analytical methods to detect gelatin are needed to make sure the source
of gelatin. One of the analytical techniques that can differentiate bovine and porcine gelatin is Real
Time Polymerase Chain Reaction (PCR). There are two popular methods of fluorescence dye, namely
SYBR green and hydrolysis probe. This study was conducted to compare SYBR green and hydrolysis
probe method in analyzing porcine and bovine gelatin DNA using Real Time PCR. The DNA was isolated
by commercial kit. The obtained porcine and bovine gelatin DNA were 19.38 ng/ul and 13.63 ng/ul
with purity were 1,566 and 1,573, respectively. Then, isolated DNA was analyzed by SYBR green and
hydrolysis methods. SYBR green methods was done by annealing temperature of 65 °C for bovine
primer and 60 °C for porcine primer. Therefore, hydrolysis probe methods were analyzed by annealing
temperature of 60 °C for both porcine primer and bovine primer. The result showed that the hydrolysis
probe was higher specificity to identify of porcine and bovine gelatin DNA than SYBR green method.

ABSTRAK: Pemanfaatan gelatin secara luas menimbulkan kontroversi dan kekhawatiran bagi masyarakat
muslim karena pada umumnya gelatin terbuat dari kulit babi dan sapi. Salah satu teknik analisis yang
dapat membedakan gelatin sapi dan gelatin babi adalah Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR).
Real Time PCR merupakan metode analisis berbasis DNA yang handal, efektif, dan terpecaya. Dalam
analisis kualitatif dan kuantitatif, Real Time PCR membutuhkan pewarna fluoresens. Pewarna fluoresens
yang umum digunakan adalah SYBR green dan hydrolysis probe. Telah dilakukan perbandingan antara
metode SYBR green dan hydrolysis probe dalam analisis DNA gelatin menggunakan Real Time PCR.
DNA pada gelatin diisolasi menggunakan kit komersial. Isolat DNA gelatin sapi dan DNA gelatin babi
didapatkan sebanyak 19,38 ng/ul dan 13,63 ng/ul dengan kemurnian 1,566 dan 1,573. Isolat DNA
yang dianalisis dengan metode SYBR green menggunakan suhu annealing 65 °C untuk primer sapi
dan suhu annealing 60 °C untuk primer babi. Isolat DNA yang dianalisis dengan metode hydrolysis
probe menggunakan suhu annealing 60 °C untuk primer babi dan primer sapi. Hasil analisis dari kedua
metode menunjukkan bahwa metode hydrolysis probe lebih spesifik dalam mengidentifikasi DNA pada
gelatin dibandingkan menggunakan metode SYBR green.

digunakan secara luas dalam berbagai sektor industri yaitu

industri farmasi, makanan, kosmetik, produk kedokteran dan

Gelatin adalah polipeptida larut air hasil hidrolisis
parsial kolagen dari kulit, tulang dan tulang rawan hewan
[1]. Gelatin memiliki sifat yang unik dan berfungsi sebagai
zat pembentuk gel, zat pengental, zat pembentuk film, zat

pengemulsi, dan zat pensuspensi [2]. Oleh karena itu gelatin

fotografi. Dalam industri makanan, gelatin dapat ditemukan
dalam produk ice cream, jelly, dan marshmallow. Pada
industri farmasi, gelatin digunakan dalam tablet, cangkang
kapsul keras dan lunak, tablet salut gula, enkapsulasi vitamin,
dan pensubtitusi plasma darah [3].
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Sumber gelatin yang beredar di pasaran umunya
berasal dari kulit dan tulang sapi dan babi [4]. Pada tahun
2007, produksi gelatin di dunia berasal dari kulit babi
(44%), kulit sapi (28%), campuran tulang babi dan sapi
(27%) dan dari sumber lain (1%). Pembuatan gelatin yang
bersumber dari babi dan sapi lebih banyak diminati karena
gelatin yang dihasilkan memberikan kualitas yang lebih
baik [5].

Di Indonesia, gelatin umumnya masih diimpor
dari negara-negara maju schingga kehalalannya menjadi
tidak jelas. Pemanfaatan gelatin dalam berbagai bidang
industri dan peningkatan kesadaran masyarakat muslim
terthadap penggunaan produk halal, menimbulkan
konsekwensi perlunya perlindungan konsumen dengan
pemberian jaminan kehalalan sumber gelatin [6]. Hal ini
membutuhkan metode identifikasi gelatin sapi dan gelatin
babi yang handal, tepercaya, efektif, dan efisien.

Keberadaan gelatin babi dan sapi pada produk
pangan, kosmetik, dan obat-obatan sangat sukar untuk
diidentifikasi karena memiliki sifat fisik dan kimia yang
sangat mirip [7]. Oleh karena itu, perlu diupayakan metode
yang akurat untuk identifikasi gelatin sapi dan gelatin babi.
Metode identifikasi gelatin sapi dan gelatin babi telah
banyak dilakukan dan dikembangkan di antaranya dengan
teknik presipitasi kimia [8], FTIR [9], LCMS [10], ELISA
[11], dan analisis berbasis DNA dengan Real Time PCR

DNA merupakan molekul yang memiliki kestabilan
tinggi, sehingga analisis berbasis DNA dengan Real Time
PCR dapat dilakukan pada produk olahan. Selain itu,
metode ini dapat mendeteksi campuran gelatin babi dan
gelatin sapi dengan level kontaminasi 1% [12,13]. Dengan
metode ini, kita dapat mengamati secara langsung hasil
amplifikasi atau perbanyakan DNA fragmen. Metode ini
juga dapat menentukan konsentrasi DNA yang terdapat
pada sampel dengan mengukur peningkatan pewarna
fluoresen yang berpendar ketika terikat dengan untai ganda
DNA [14]. Dengan demikian, analisis perbedaan gelatin
sapi dan babi dengan Real-Time PCR merupakan metode
yang sederhana, handal dan terpercaya [12].

Dalam mendeteksi dan mengidentifikasi DNA pada
sampel, Real Time PCR membutuhkan pewarna fluoresens.
Pewarna fluoresens yang umum digunakan adalah SYBR
Green dan Hydrolysis Probe. Pewarna fluoresens SYBR
Green akan berpendar ketika terinterkalasi dengan untai
ganda DNA. Sedangkan fluoresens dari Hydrolysis
Probe akan berpendar ketika Probe, yang merupakan dua
pewarna fluoresens (terdiri atas Reporter dan Quencher),

secara fisik terpisah melalui hidrolisis oleh aktivitas
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nuclease. Dibandingkan Hydrolysis Probe, metode SYBR
Green lebih ekonomis dan mudah dalam penanganan.
SYBR Green tidak memerlukan Probe yang membutuhkan
banyak biaya untuk mensintesisnya. Namun demikian,
SYBR Green sangat tergantung dari spesifisitas primer
karena dapat menyebabkan terjadinya mis-priming dan
primer-dimer sehingga menyebabkan terbentuknya produk
amplifikasi yang nonspesifik. Sedangkan Hydrolysis Probe
lebih mampu mencegah terjadinya produk amplifikasi
yang nonspesifik [14].

Pada penelitian ini akan dilakukan perbandingan
antara metode SYBR Green dan metode Hydrolysis Probe
dalam analisis DNA gelatin sapi dan DNA gelatin babi
dengan menggunakan Real Time PCR.

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan yang digunakan adalah daging sapi, daging babi,
gelatin sapi dan gelatin babi (Sigma Aldrich), tris base (SBS
Genetech), asam asetat glasial (Merck), EDTA (Merck),
satu set reagen isolasi DNA (Kit High Pure PCR Template
26 Preparation - Roche), aquabidest (IKA Pharmindo),
etanol absolut (Merck), isopropanol (Merck), etidium
bromida 10 mg/ml (Bio Basic Inc.), agatrosa (Fermentas),
loading dye (Promega), SYBR green I master (LC 480 -
Roche), probe master (LC 480 - Roche), aquadest (PCR
Grade-Roche) dan primer-probe (Alpha DNA).

Isolasi DNA dari daging sapi, daging babi, gelatin sapi dan
gelatin babi

Seluruh sampel ditimbang di dalam microtube, lalu
ditambahkan tissue lysis buffer dan larutan proteinase K.
Campuran divortex dan diinkubasi pada suhu 57°C selama
20 jam. Larutan seluruh sampel yang telah dinkubasi
ditambahkan larutan binding buffer dan setelah homogen
diinkubasi kembali pada suhu £ 70°C selama 10 menit.
Kemudian sampel ditambahkan isopropanol absolut dan
dihomogenkan. Campuran dimasukkan ke dalam filter
tube, kemudian disentrifugasi. Cairan yang melewati filter
dibuang, lalu ditambahkan inhibitor removal buffer dan
disentrifigasi kembali. Selanjutnya ditambahkan washing
buffer, disentrifus, lalu larutannya dibuang. Terakhir,
dilakukan pengelusian DNA dengan menambahkan elution
buffer suhu 70 °C, lalu disentrifugasi. Pada microtube telah
mengandung isolat DNA. Isolat DNA yang didapatkan
dianalisis keberadaannya dengan elektroforesis agarosa
dan dianalisis konsentrasi dan kemurnian DNA dengan
spektrofotmetri UV [15].
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Analisis Isolat DNA dengan Spektrofotometri UV

Pada sistem layar, panel “Nucleic Acid” dipilih
untuk sampel dibersihkan dengan tisu steril. Elution
buffer digunakan sebagai blangko. Sebanyak 2 pl. DNA
sampel ditaruh di atas tempat sampel. Kemudian tombol
“Measure” diklik. DNA dianalis pada panjang gelombang
260 nm dan 280 nm. Hasil instrumentasi akan didapatkan
data konsentrasi DNA dalam ng/ul dan kemurnian DNA
dengan perbandingan rasio A280 dan A260 [106].

Amplifikasi DNA menggunakan Real-Time PCR

Amplifikasi DNA menggunakan metode SYBR
Green dilakukan dengan cara sebagai berikut. SYBR green
mastermix dibuat dengan volume total 20 pL yang terdiri
dari 5 pI. DNA yang diuji; 3 pl. aquabidest; 1 pLL primer
forward 10 uM; 1 pL primer reverse 10 uM; dan 10 pL
LightCyclet® 480 SYBR Green.

Sebanyak 5 pl.. DNA yang akan diuji dan 15 pL
SYBR green Mastermix dimasukkan ke dalam multiwell.
Campuran selanjutnya, real time PCR dinyalakan, di
lakukan pengaturan program, dan alat dijalankan [17].

Amplifikasi DNA menggunakan Hydrolysis Probe
dilakukan dengan prosedur sebagai berikut. Hydrolysis
Probe mastermix dibuat dengan volume total 20 uL yang
terdiri dari 5 pI. DNA yang diuji; 1,4 plL aquabidest; 1,6
uL primer forward 10 pM; 1,6 pL. primer reverse 10 uM;
0,4 uL probe 10 pM; dan 10 pL LightCycler® 480 Probe
master (enzim Taq DNA Polymerase, dNTP mix, dan
6,4 mM MgCl2). Sebanyak 5 pL. DNA yang akan diuji
dan 15 pL mastermix dimasukkan ke dalam multiwell
plate. Campuran dihomogenkan. Selanjutnya, real time
PCR dinyalakan, di lakukan pengaturan program, dan alat
dijalankan [18].

HASIL DAN DISKUSI
Isolat DNA didapatkan dari proses ekstraksi dan
isolasi DNA menggunakan kit komersial High Pure PCR

Template Preparation. Prinsip kit ini adalah menggunakan
silikon dioksida (SiO,) untuk mengabsorpsi DNA sehingga

Tabel 1. Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil isolasi

No Sampel Koa‘sge/nJBaSi Kemurnian
1 Daging Sapi 85,99 1,804

2 Daging Babi 80,08 1,824

3 Gelatin Sapi 19,38 1,566

4 Gelatin Babi 13,63 1,573

DNA mudah dipisahkan dati protein dan sel debris hasil
pelisisisan sel dengan cara sentrifugasi [15]. Reagen yang
ditambahkan pada proses ekstraksi dan isolasi DNA
meliputi: tissue lysis buffer sebagai pelisis membran sel,
proteinase K sebagai enzim pemecah makromolekul
protein menjadi molekul lebih kecil dan binding buffer
sebagai chaotropic agent agar DNA dapat terabsorbsi kuat
dengan silikon dioksida yang terdapat pada filter. Sebagai
buffer yang dapat menghilangkan zat pengotor yang
mengganggu proses PCR digunakan inhibitor removal
buffer, washing buffer sebagai pencuci garam chaotropic
dan pengotor lainya, dan elution buffer sebagai pengelusi
DNA dari silikon dioksida [15]. Selanjutnya isolat DNA
dianalisis dengan spektrofotometri UV untuk mengetahui
konsentrasi dan kemurniannya.

Hasil analisis konsentrasi dan kemurnian isolat
DNA menggunakan spektrofotometri UV dapat dilihat
pada Tabel 1. Analisis konsentrasi dan kemurnian isolat
DNA menggunakan spektrofotometri UV dilakukan pada
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. Konsentrasi
DNA yang didapatkan pada daging berkisar antara 80 ng/
pl — 85 ng/pl dengan kemurnian kisaran 1,8. Sedangkan
konsentrasi DNA yang didapatkan pada gelatin berkisar
antara 13 ng/pl — 19 ng/pl dengan kemurnian 1,5. DNA
dapat dikatakan murni terhadap protein apabila nilai rasio
A260/A280 berkisar antara 1,8 sampai 2,0 [19].

Konsentrasi isolat DNA daging yang didapatkan
jauh lebih besar dibandingkan DNA gelatin. Hal tersebut
dikarenakan daging memiliki jumlah sel yang banyak,
sedangkan gelatin merupakan produk hasil olahan dari
kolagen sehingga menyebabkan DNA gelatin  yang
didapatkan sedikit. Nilai kemurnian hasil isolasi pada
gelatin dengan nilai dibawah 1,8 menunjukkan bahwa
protein masih ada pada hasil isolat DNA gelatin [19]. Hal
ini menunjukkan bahwa kit komersial ekstraksi dan isolasi
DNA yang digunakan belum mampu memisahkan DNA
gelatin dari pengotor protein dengan sempurna. Walaupun
kemurnian DNA yang didapat adalah 1,5, isolat DNA
gelatin babi tetap dapat dilanjutkan untuk proses PCR.

Amplifikasi DNA gelatin sapi dan DNA gelatin
babi menggunakan Real Time PCR dilakukan dengan
dua metode, yaitu metode SYBR Green dan metode
Hydrolysis Probe. Hasil amplifikasi dari kedua metode
tersebut dibandingkan satu sama lain dengan melihat
spesifisitas dalam mengamplifikasi DNA gelatin sapi dan
DNA gelatin babi.

Konsentrasi DNA daging sapi, DNA daging babi,
DNA gelatin sapi, dan DNA gelatin babi yang digunakan
dalam proses amplifikasi masing-masing adalah 8,59; 8,0;
19,38; dan 13,63 ng/pl. Untuk mendapatkan konsentrasi
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Amplification Curves

Gambar 1. Kurva amplifikasi dengan metode SYBR Green menggunakan primer sapi. Keterangan:
DS = daging sapi, GS = gelatin Sapi, GB = gelatin babi, DB = daging babi, NTC = not template

control dan CP = crossing point

tersebut, isolat DNA daging sapi dan daging babi
dienceran agar konsentrasi DNA untuk proses amplifikasi
tidak terlalu tinggi sehingga didapatkan kurva amplifikasi
yang optimal. Kurva dianggap optimal apabila tidak terlalu
cepat mencapai fase plateau pada awal siklus [18]. Analisis
kurva amplifikasi dilihat melalui kenaikan kurva dan nilai

CP (Crossing Point) pada kurva amplifikasi. Spesifisitas

hasil amplifikasi dapat dilihat melalui nilai Tm (Melting
Temperature) pada melt curve.

CP adalah jumlah siklus dimana sampel mulai
terbaca di atas Arbitrary Fluorescence Level (AFL)
yang menunjukkan awal mulainya fase pertumbuhan
eksponensial. Oleh karena itu, semakin rendah nilai CP

semakin tinggi jumlah DNA target. Tm adalah suhu

Melting Peaks

Gambar 2. Nilai Tm (Melting Temperature) hasil amplifikasi dengan metode SYBR Green
menggunakan primer sapi. Keterangan : DS=daging sapi, GS= gelatin sapi, GB=gelatin babi, DB

= daging babi, NTC = not Template control
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Amplification Curves

Gambar 3. Kurva amplifikasi dengan metode SYBR Green menggunakan primer babi. Keterangan:
DS = daging sapi, GS = gelatin sapi, GB = gelatin babi, DB = daging babi, NTC = no template

control; dan CP = Crossing Point

dimana 50% bagian dari DNA telah terbuka menjadi untai
tunggal. Nilai Tm tergantung dari jumlah basa A, G, T, dan
C. Primer yang spesifik akan menghasilkan satu puncak
Tm pada DNA target [19].

Amplifikasi DNA dilakukan dengan beberapa
percobaan dengan memodifikasi program  proses
amplifikasi yang bertujuan untuk mendapatkan kondisi

optimal dalam amplifikasi. Pada penelitian ini dilakukan

modifikasi suhu annealing yaitu pada suhu 60°C, 62°C,
64°C, dan 65°C. Dari percobaan tersebut didapatkan
hasil amplifikasi DNA yang terbaik yaitu pada suhu
65°C. Hasil amplifikasi DNA menggunakan primer sapi
metode SYBR green dapat dilihat pada Gambar 1. Hasil
amplifikasi DNA daging sapi dan gelatin sapi mempunyai
CP 14,21 dan 20,01. Secara teoritis, scharusnya nilai CP
pada DNA gelatin sapi lebih kecil dibandingkan DNA

Melting Peaks

Gambar 4. Nilai Tm (melting temperature) hasil amplifikasi dengan metode SYBR Green meng-
gunakan primer babi. Keterangan: DS = daging sapi, GS = gelatin sapi, GB = gelatin babi, DB =

daging babi, NTC = no template control
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daging sapi karena konsentrasi DNA gelatin sapi yang
digunakan lebih tinggi dibanding DNA daging sapi. Hal
ini dapat dikarenakan DNA pada gelatin memiliki nilai
kemurnian yang rendah yaitu 1,5 dimana masih ada protein
pada isolat DNA gelatin. Oleh karena itu jumlah DNA
yang teramplifikasi pada DNA gelatin sapi lebih sedikit
dibandingkan pada DNA daging sapi. Selain itu, pada
gelatin banyak DNA yang terfragmentasi. Fragmentasi
DNA dapat terjadi dikarenakan gelatin merupakan produk
olahan dari kolagen. Semakin banyak jumlah DNA yang
terfragmentasi, semakin kecil situs DNA target yang
teramplifikasi [20].

Berdasarkan hasil kurva amplifikasi yang terdapat
pada Gambar 1, DNA daging babi, DNA gelatin babi, dan
NTC tidak mengalami kenaikan kurva amplifikasi. Hal ini
menunjukkan bahwa metode SYBR Green dengan primer
sapi dapat mengamplifikasi DNA sapi secara spesifik.

Untuk

menggunakan metode SYBR green, dilanjutkan dengan

menguji  kespesifikan  primer  sapi
menganalisis nilai Tm. Nilai Tm Hasil Amplifikasi dengan
Metode SYBR Green Menggunakan Primer Sapi dapat
dilihat pada Gambar 2. DNA daging sapi dan DNA gelatin
sapi memiliki nilai Tm yang sama yaitu pada suhu 78°C.
Nilai Tm tersebut merupakan Tm DNA target amplifikasi.
Namun, pada DNA daging sapi, muncul puncak Tm
lainnya yaitu 81,78 yang menunjukkan telah terbentuknya
produk amplifikasi yang nonspesifik. Pada daging babi,
gelatin babi, dan NTC tidak muncul puncak Tm yang
menunjukkan bahwa tidak terjadi mis-priming ataupun
primer-dimer. Primer-dimer adalah terbentuknya struktur

sekunder yang disebabkan karena menempelnya sesama

primer sejenis ataupun primer yang tidak sejenis seperti
antara primer forward dengan komplemen primer reverse.
Sedangkan mis-priming adalah penempelan primer diluar
sckuen DNA target. Pasangan primer yang baik adalah
kedua primer memiliki perbedaan nilai Tm tidak lebih dari
2 °C. Dengan demikian, primer sapi untuk analisis DNA
daging dan gelatin sapi menggunakan metode SYBR green
merupakan primer yang spesifik [21].

Pada penelitian ini, amplifikasi DNA dilakukan dengan
modifikasi waktu annealing dan extension dilakukan pada
10 detik (annealing) & 7 detik (extension); 20 detik & 25
detik; dan 20 detik & 30 detik. Hasil amplifikasi DNA
yang paling baik yaitu dengan modifikasi waktu annealing
20 detik dan extension 25 detik. Hasil amplifikasi terlihat
pada Gambar 3. Nilai CP hasil amplifikasi DNA daging
babi dan DNA gelatin babi masing-masing adalah 11,86
dan 43,71. Secara teoritis, scharusnya nilai CP pada DNA
gelatin babi lebih kecil dibandingkan DNA daging babi,
karena konsentrasi DNA gelatin babi yang digunakan lebih
tinggi dibanding DNA daging babi. Hasil ini sesuai dengan
yang terjadi pada amplifikasi metode SYBR Green dengan
primer sapi yang telah diuraikan sebelumnya, yaitu DNA
gelatin yang digunakan memiliki kemurnian yang rendah
dan banyak yang terfragmentasi. Sehingga DNA gelatin
babi pada hasil kurva amplifikasi memiliki CP yang lebih
besar daripada DNA daging babi.

Berdasarkan Gambar 3, terjadi kenaikan kurva
amplifikasi DNA daging sapi, DNA gelatin sapi, dan NTC
pada siklus di atas 50, padahal scharusnya ketiga DNA
tersebut tidak terjadi amplifikasi. Hal ini menunjukkan

bahwa terjadi amplifikasi nonspesifik yang dapat

Amplification Curves

Gambar 5. Kurva amplifikasi dengan metode Hydrolysis Probe menggunakan primer-probe sapi.
Keterangan : DS = daging sapi, GS = gelatin sapi, GB = gelatin babi, DB = daging babi, NTC = no

template control dan CP = crossing point
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Amplification Curves

Gambar 6. Kurva amplifikasi dengan metode Hydrolysis Probe menggunakan primer-probe babi.
Keterangan: DS = daging sapi; GS= gelatin sapi; GB = gelatin babi; DB = daging babi; NTC = no

template control; dan CP = crossing point

disebabkan karena mis-priming atau primer-dimer seperti
self dimer, cross dimer, atau pembentukan formasi hairpin.
Terjadinya amplifikasi nonspesifik dianalisis melalui nilai
Tm. Hasil analisis kespesifikan primer babi dapat dilihat
pada Gambar 4. Pada kurva tersebut terlihat bahwa pada
DNA daging sapi, gelatin sapi dan NTC muncul puncak
Tm yang scharusnya tidak ada. Puncak pada ketiga DNA
tersebut merupakan hasil amplifikasi nonspesifik. Dari
kurva amplifikasi dan Tm menunjukkan bahwa analisis
DNA gelatin babi dan DNA gelatin sapi dengan metode
Sybr Green pada primer babi yang di desain oleh Tanabe
et. al., 2007 tidak dapat digunakan untuk analisis lebih
lanjut pada sampel [22].

Proses amplifikasi DNA dengan metode Hydrolysis
Probe dilakukan dalam tiga tahap, yaitu tahap inisial
denaturasi, tahap amplifikasi, dan tahap pendinginan.
Konsentrasi DNA daging sapi; DNA daging babi; DNA
gelatin sapi; dan DNA gelatin babi yang digunakan dalam
proses amplifikasi masing-masing adalah 8,59 ng/uL; 8,0
ng/pL; 19,38 ng/uL; dan 13,63 ng/pL.

Metode analisis menggunakan Hydrolysis Probe
menggunakan suhu annealing hasil optimasi yang telah
dilakukan pada penelitian sebelumnya yaitu 60°C. Hasil
amplifikasi DNA gelatin sapi dan DNA gelatin babi dengan
primer sapi dapat dilihat melalui Gambar 5. Daging sapi
memberikan nilai CP lebih awal yaitu pada 16,49 meskipun
konsentrasi DNA daging sapi yang digunakan hanya 8,59
ng/pL. Sedangkan gelatin sapi yang memiliki konsentrasi
lebih tinggi yaitu 19,38 ng/pL. memberikan nilai CP lebih

lama yaitu pada 29,41. Secara teoritis, seharusnya nilai CP

pada DNA gelatin sapi lebih kecil dibandingkan DNA
daging sapi. Hal ini sejalan dengan kurva yang dihasilkan
metode SYBR Green yaitu disebabkan karena kemurnian
DNA gelatin yang rendah dan DNA gelatin yang banyak
terfragmentasi [20].

Spesifisitas  amplifikasi  dengan  menggunakan
Hydrolysis Probe tidak dapat dianalisa melalui Melting
Peaks, karena perbedaan prinsip pewarnaan fluoresens
antara metode SYBR Green dengan Hydrolysis Probe.
Spesifisitas metode Hydrolysis Probe dilihat berdasarkan
kenaikan kurva amplifikasi pada kontrol negatif. Pada
Gambar 5, pada DNA daging babi, DNA gelatin babi,
dan NTC yang merupakan kontrol negatif tidak terjadi
kenaikan kurva amplifikasi. Hal ini menunjukkan bahwa
primer-probe sapi dapat mengamplifikasi DNA sapi
secara spesifik. Oleh karena hal tersebut, metode ini dapat
digunakan untuk analisa lebih lanjut pada sampel yang
mengandung gelatin.

Pada Gambar 6 terlihat bahwa daging babi
memberikan nilai CP lebih awal yaitu pada 16,93, diikuti
dengan gelatin babi dengan nilai CP 43,67. Secara teoritis,
scharusnya nilai CP pada DNA gelatin babi lebih kecil
dibandingkan DNA daging babi dimana konsentrasi
DNA gelatin yang digunakan dalam proses amplifikasi
lebih tinggi dibandingkan DNA daging. Hal ini dapat
disebabkan kemurnian DNA gelatin yang rendah dan
DNA gelatin yang banyak terfragmentasi [20]. Hasil kurva
amplifikasi pada Gambar 6 menunjukkan metode analisa
ini cukup spesifik untuk deteksi DNA babi yang ditandai
dengan tidak terjadinya amplifikasi pada DNA daging sapi,
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gelatin sapi, dan NTC. Oleh karena hal tersebut, metode
ini dapat digunakan untuk analisa lebih lanjut pada sampel

yang mengandung gelatin.
KESIMPULAN

Analisis DNA gelatin sapi dan DNA gelatin babi
dengan metode SYBR Green menghasilkan amplifikasi
yang nonspesifik, sechingga metode ini kurang baik
digunakan sebagai metode analisis DNA gelatin sapi dan
DNA gelatin babi. Namun, dengan metode Hydrolysis
Probe amplifikasi DNA gelatin sapi dan DNA gelatin babi
berlangsung secara spesifik sehingga metode ini dapat
digunakan sebagai metode analisis DNA gelatin sapi dan
DNA gelatin babi.
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