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Abstrak

Artikel ini merupakan sebuah tinjauan mengenai autentifikasi produk pangan halal menggunakan
metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Konsep halal merupakan simbol dalam perdagangan
pangan dan sebagai penjamin kualitas terhadap produk pangan. Pada beberapa tahun ini, Indonesia
menunjukkan komitmen terhadap prinsip halal dengan Badan Penyelenggara Jaminan Produk
Halal bekerja sama dengan berbagai lembaga untuk penegakan yang efektif. Artikel ini bertujuan
untuk mengevaluasi dan memberikan pengetahuan lebih lanjut tentang penggunaan metode PCR
untuk memastikan produk makanan halal sebagai metode yang efektif. Metode penulisan artikel
ini didasarkan pada analisis DNA target melalui PCR, yang memungkinkan deteksi DNA gen
spesifik dari hewan non-halal dalam produk pangan. Artikel ini mencakup latar belakang
mengenai tren pangan halal di Indonesia, perkembangan perdagangan internasional, serta studi-
studi terkait aplikasi PCR dalam autentifikasi halal dari tahun 2013 hingga 2023. Namun, artikel
ini juga mengidentifikasi beberapa kelemahan yang perlu ditangani melalui penelitian lanjutan.
Dalam kesimpulannya, penelitian lebih lanjut diperlukan untuk meningkatkan praktik dan
keandalan teknologi autentikasi halal, mengatur pasar pangan halal dan menjaga kepercayaan
konsumen.

Kata Kunci: jaminan produk halal, Polymerase Chain Reaction (PCR), produk pangan

Abstract

AUTHENTICATION OF HALAL FOOD PRODUCTS USING THE PCR (POLYMERASE
CHAIN REACTION) METHOD. This article is a review of halal food product authentication
using the Polymerase Chain Reaction (PCR) method. The concept of halal serves as a symbol in
the food trade and as a guarantee of quality for food products. In recent years, Indonesia has
shown commitment to halal principles through collaboration between the Halal Product
Assurance Organizing Agency and various institutions for effective enforcement. This article aims
to evaluate and provide further knowledge about the use of the PCR method to ensure halal food
products as an effective method. The writing methodology of this article is based on the analysis
of target DNA through PCR, enabling the detection of specific gene DNA from non-halal animals
in food products. The article covers background information on the halal food trends in Indonesia,
developments in international trade, and studies related to PCR applications in halal
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authentication from 2013 to 2023. However, the article also identifies some weaknesses that need
to be addressed through further research. In conclusion, further research is needed to improve the
practices and reliability of halal authentication technology, regulate the halal food market, and

maintain consumer trust.
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PENDAHULUAN

Halal merupakan istilah dalam Bahasa
Arab yang memiliki arti secara harfiah
diizinkan atau diperbolehkan. Pada konteks
hukum Islam, istilah halal memiliki konsep
yang luas karena mencakup gaya hidup
Muslim yang diatur oleh hukum syariah yang
harus diikuti dan dipatuhi. Menurut Alfarajat
(2022), halal saat ini tidak hanya dipandang
sebagai konsep agama, melainkan digunakan
sebagai simbol global untuk perdagangan
pangan internasional serta jaminan kualitas
produk pangan halal. Pada produk pangan,
tidak jarang produk pangan yang dikonsumsi
oleh konsumen jauh dari kehalalannya.
Menurut Maulana et al. (2022), terdapat
beberapa contoh kasus penipuan yang
dilakukan oleh pelaku usaha terhadap produk
makanan olahan yang merugikan konsumen,
seperti kasus penemuan bakso olahan yang
menggunakan campuran daging babi, ayam
tiren (ayam yang mati sebelum dipotong), dan
daging tikus Hal ini tentu menjadi sesuatu
yang bertentangan dengan konstitusi dalam
UU No. 8 Tahun 1999 terkait perlindungan
konsumen.

Berdasarkan konstitusi dalam UU No 33
Tahun 2014 tentang Jaminan Produk Halal
(JPH) mengatur dalam pemberian keamanan,
kenyamanan, keselamatan dan ketersediaaan
produk halal khususnya bagi masyarakat
Indonesia yang beragama islam. Menurut
Faridah (2019), keberadaan Undang Undang
Jaminan Produk Halal (UU JPH) mengikat
dan mewajibkan semua produk yang diimpor
maupun yang beredar di Indonesia diharuskan
memiliki sertifikat halal. Menurut Suparto et
al. (2016), diterbitkannya UU JPH membawa
perubahan terutama terkait kelembagaan
penyelenggara  sertifikasi  halal. Pada
pelaksanaannya, BPJH melakukan kerja sama

dengan Lembaga Pemeriksa Halal (LPH)
untuk melakukan audit terhadap produk.
Menurut Vinci et al. (2012), autentifikasi
produk pangan merupakan prosedur untuk
memverifikasi produk tersebut cocok dan
sesuai dengan pernyataan pada label yang
telah ditetapkan oleh peraturan.

Menurut Mortas et al. (2022), metode
analisis atau prosedur autentifikasi halal dapat
dilakukan dengan Polymerase Chain Reaction

(PCR), Enzyme Linked Immunosorbent
Assays (ELISA), mass spectrometry,
chromatography, electronic nose dan

spectroscopy. ldentifikasi dan autentifikasi
halal pada produk pangan penting untuk dikaji
dan menjadi perhatian utama bagi konsumen
yang menginginkan kehalalan pada produk
pangan. Metode PCR merupakan salah satu
metode autentifikasi halal dan teknik
molekuler yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi  spesies dalam produk
pangan. Penentuan spesies hewan dalam
daging atau bahan pangan, pengujian saat ini
didasarkan pada analisis biomarker lipid,
protein, dan asam nukleat. Metode ini

memiliki  keterbatasan  seperti  terdapat
perubahan posisi asam lemak TAG
(triacylglycerol) dan MAG

(monoacylglycerol) selama proses pemasakan
pada pengujian berbasis lipid dan terjadinya
denaturasi protein terlarut akibat perlakuan
termal yang mampu nengurangi potensi
pendekatan berbasis protein (Ali et al., 2012;
Rahman et al., 2019).

Dalam mengatasi keterbatasan tersebut,
uji berbasis DNA dapat dilakukan pada
pangan olahan maupun pangan mentah dalam
autentifikasi. Menurut Aida et al. (2007), uji
PCR telah ditunjukkan dalam literatur untuk
memberikan hasil yang sangat baik dalam
mendeteksi pemalsuan daging (produk haram)
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dalam makanan dan merupakan teknik yang
berpotensi dapat diandalkan untuk autentikasi
halal. Review artikel ini bertujuan untuk
mengevaluasi dan memberikan pemahaman
terkait penggunaan metode PCR dalam
autentifikasi produk pangan halal sebagai alat
yang efektif dalam memastikan kehalalan
melalui studi kasus atau penelitian terdahulu,
sehingga dapat memberikan contoh konkret
dalam penerapannya.

TREN PANGAN HALAL

Tren pangan halal di Indonesia saat ini
menjadi fokus utama, baik dari perspektif
konsumen maupun industri. Tumbuhnya
kesadaran masyarakat akan pentingnya
mengkonsumsi  produk yang memenuhi
standar kehalalan Islam menjadi faktor
pendukung peningkatan produk pangan halal.
Menurut Schmidt (2021), tercatat 90% dari
250 juta penduduk Indonesia adalah Muslim.
Hal ini menjadi peluang besar dalam
meningkatkan perkembangan produk serta
layanan jasa yang berfokus pada aspek
kehalalan. Menurut Qoni‘ah, R. (2022),
Indonesia pada tahun 2020 tercatat
mengalami kenaikan neraca perdagangan
hingga USD 21,74 miliar. Menurut Poylema
et al. (2022), hal ini disebabkan adanya
kegiatan ekspor lebih besar dibandingkan
dengan kegiatan impor.

Kegiatan ekspor produk halal Indonesia
pada tahun 2020 tercatat sebesar USD 8,23
miliar yang didapatkan dari 57 negara
Organisasi Kerja Islam (OKI) dan 10 negara
non-OKI yang ditunjukkan pada Gambar 1.
Sektor pangan telah mencatatkan kontribusi
terbesar dalam pendapatan ekspor produk
halal Indonesia menuju negara-negara
anggota OKI, dengan mencapai 93% dari total
nilai ekspor sebesar USD 7,61 miliar. Hal ini
tentu menjadi potensi bagi Indonesia untuk
pengembangan produk pangan halal yang
memiliki daya saing terhadap negara lain.

Ekspor Produk Halal Indonesia Ke Pasar Konsumen

Halal Pada Tahun 2020
120% (USD miliar, % Dari Total Ekspor Produk Halal)
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*Pasar Konsumen Halal Mencakup 57 Negara OKI dan 10 Negara Non OKI

Gambar 1. Ekspor produk halal indonesia ke
pasar konsumen halal pada tahun 2020
(IHATEC, 2022) (data diolah)

Berdasarkan data State of Global
Islamic Economy Report 2020-2021 dalam
Dinar Standard, terdapat negara-negara
importir pangan halal yang dapat dilihat pada
Gambar 2 antara lain, Brazil, Bangladesh,
Mesir, Nigeria, dan Pakistan. Negara Brazil
menjadi negara tertinggi dalam tingkat ekspor
produk pangan halal ke Indonesia, hal ini
menunjukkan pasar industri halal masih
dikuasai oleh negara non-Muslim (Purnama &
Auwalin, 2019). Selain Indonesia, terdapat
negara-negara tujuan eksportir pangan halal
seperti Bangladesh, Mesir, Nigeria, dan
Pakistan (Gambar 3). Berdasarkan Gambar 3
menunjukkan bahwa Indonesia menjadi
penyuplai impor senilai USD 144 juta, di
mana nilai tersebut tidak berbeda jauh dengan
negara Bangladesh yang menempati posisi
kedua yaitu USD 107 juta. Hal ini dipengaruhi
oleh jumlah penduduk Muslim di masing-
masing negara. Kegiatan ekspor pangan halal
juga dilakukan oleh Indonesia ke negara lain,
seperti Malaysia, Arab Saudi, Nigeria, UEA,

dan Yordania.
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Gambar 2. Negara pengekspor makanan
halal (Dinar Standar, 2020) (data diolah)
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Gambar 3. Negara konsumen makanan halal
(Dinar Standar, 2020) (data diolah)

Berdasarkan laporan State of the Global
Islamic Economy Report tahun 2022/2021
dalam Dinar Standard tercatat indeks
makanan halal pada Gambar 4 Indonesia
menduduki peringkat ke-4 dari 15 negara
dengan skor 71,5 poin. Menurut Adinugraha
et al. (2022), saat ini negara-negara berupaya
untuk memastikan produk yang diimpor agar
memenuhi standar kehalalan dan menjadikan
sertifikat halal sebagai prasyarat. Skor indeks
makanan halal menunjukkan penilaian
terhadap sejauh mana suatu negara mematuhi
standar makanan halal dalam produksi dan
distribusi produknya mencakup aspek seperti
kepatuhan terhadap proses halal, label halal
pada kemasan, serta ketersediaan produk halal
di pasar. Semakin tinggi skor indeks makanan
halal suatu negara, maka produk halal negara
tersebut diminati oleh negara konsumen halal
di dunia. Hal ini menjadi tantangan besar
Indonesia dalam upaya meningkatkan produk
pangan yang dihasilkan agar dapat memenubhi

standar halal dan bersaing dipasar global.
Skor Indeks Makanan Halal di 15 Negara (2020/2021)

209,8

00
150
125,2
104,4

100 4

5 70,7

* s g, 1
50 143 02 02 36

IIIIIIIWZO7

-
\\

> b o
- ;\\A \(\\ \ \b‘ N -\‘ -_5\

Gambar 4. Skor indeks makanan halal di 15
negara pada periode 2020/2021 (Rizaty,
2021) (data diolah)

METODE AUTENTIKASI HALAL PCR
Polymerase Chain Reaction (PCR)
merupakan salah satu teknik biologi
molekuler yang banyak digunakan dalam
autentifikasi halal. Analisis dilakukan pada
DNA target melalui deteksi adanya DNA gen
spesifik dari  hewan-hewan non-halal.
Kandungan DNA spesifik spesies masih dapat
dideteksi  meskipun  produknya telah
mengalami proses pengolahan yang kompleks
karena sifat DNA yang tahan panas. Metode
PCR banyak digunakan untuk amplifikasi
daerah tertentu dari suatu untai DNA (DNA
target) dan mendeteksi DNA spesifik spesies
tertentu seperti spesifik porcine (hewan babi),
bovine (hewan sapi), ovine (hewan domba)
atau bahkan spesifik manusia.
Primer

Primer merupakan sekumpulan
oligonukleutida berukruan 10-20 nukleotida
yag didesain komplementer dengan DNA
template yang berfungsi untuk menentukan
batas sekuen DNA yang akan diamplifikasi.
Pembuatan primer dilakukan menggunakan
DNA synthesizer. Pada teknik PCR digunakan
sepasang primer yang disebut primer forward
dan primer reverse yang menentukan
spesifitas DNA yang akan diamplifikasi.
Menurut Rohman et al. (2022), desain primer
yang baik adalah kedua primer (forward dan
reverse) tidak saling berikatan satu sama lain
untuk membentuk dimer dan primer yang
digunakan harus memiliki suhu leleh yang
sama. Menurut Pradyaniti et al. (2013), primer
yang terlalu pendek dapat mengurangi tingkat
spesifisitas primer, sebaliknya ukuran primer
yang terlalu panjang tidak banyak
mempengaruhi spesifisitas target.

Secara umum, primer yang baik memiliki
18-24 pasang basa dengan tingkat kesesuaian
GC sebesar 50-60% (Rohman et al., 2022).
Komposisi basa GC akan berpengaruh pada
suhu annealing dan spesifisitas primer.
Menurut Kaur dan Kumar (2014), jumlah basa
GC yang terlalu tinggi dapat meningkatkan
suhu annealing. Desain primer yang kurang
baik dapat memberikan hasil amplifikasi yang
tidak spesifik bahkan dapat terbentuk primer
dimer (Yustinadewi et al., 2018). Berdasarkan
penelitian Rohman et al. (2022) menjelaskan
bahwa di antara primer yang dirancang pada
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Tabel 1, pasangan primer MITB_3 yang
menargetkan pada mitokondria D-loop Bos
taurus merupakan kandidat yang ideal karena

memenuhi
dibutuhkan.

persyaratan  primer  yang

Tabel 1. Kandidat primer yang menargetkan mitokondria D-loop dari Bos taurus

Primers Sequence 53’ Tm(°C) %GC Amplicon
F: 5'-TCT TCA GGG CCA TCT CAT CTA-3' 62 47,6

MITB 1 R: 5-CCA AAT GTA TGA CAG CAC AGT 62 40 115
TAT G-3'
F: 5-ATC TCG ATG GAC TAA TGG CTA 62 417

MITB_ 2 ATC-3’ ’ 134
R: 5'-CAA TAG ATG CTC CGG GTC AG-3’ 62 55
F: 5'-GGA TGC TTG GAC TCA GCT ATG-3. 62 52,4

MITB 3 R:5-TGACTGTAATGT CCACGCTTATC- 62 435 114

37

Prosedur Pelaksanaan PCR

Prosedur pengujian dengan PCR dapat
dilakukan dengan langkah langkah sebagai
berikut:
1. Desain Primer Spesifik

Desain primer spesifik bertujuan untuk
mendapatkan ~ primer  yang  memiliki
spesifisitas tinggi dan efisiensi amplifikasi
yang baik. Sepasang primer (forward dan
reverse) diperlukan pada PCR untuk
membatasi daerah yang ingin diamplifikasi.
Desain primer dapat dilakukan dengan
software  NCBI-primer BLAST dengan
memasukkan kriteria yang diinginkan.
2. Isolasi DNA

Sampel biologis seberat sekitar 200 mg
digerus dalam mortar dan kemudian
dimasukkan ke dalam microtube. Sebanyak
700 pL buffer lisis ditambahkan ke dalam
microtube yang berisi sampel yang sudah
digerus, diikuti dengan penambahan 10 pL
proteinase-K. Larutan fenol-KIAA dalam
perbandingan 1:1 ditambahkan ke dalam
microtube.  Supernatan  (lapisan  atas)
dikumpulkan dan dikombinasikan dengan 2-
propanol dalam perbandingan 1:1. Campuran
ini  diinkubasi  dalam  freezer  untuk
memungkinkan DNA mengendap selama 15
jam. Setelah proses inkubasi, sampel kembali
disentrifugasi. DNA vyang terendap akan
terlihat sebagai pelet pada dasar microtube.
Supernatan (lapisan atas) dibuang. Sejumlah
500 pL etanol 70% ditambahkan ke pelet
DNA vyang terendap. Setelah itu, sampel
disentrifugasi kembali untuk membersihkan

(Rohman et al., 2022)

DNA. Pelet DNA diisolasi dan dilarutkan
dalam 100 pL buffer TE untuk menghasilkan
larutan DNA yang dapat disimpan.
3. Pengujian DNA Template

DNA diekstraksi dan kemudian diuji
menggunakan spektrofotometer. Sebanyak 3
uL sampel DNA dicampur dengan 597 ulL air
destilasi untuk menghasilkan sampel DNA
yang sudah diencerkan. Sebanyak 3 pL
larutan TE diencerkan dengan cara yang sama
seperti sampel DNA dan digunakan sebagai
blanko. Sampel DNA dan blanko dimasukkan
ke spektrofotometer untuk pengujian. Panjang
gelombang cahaya ultraviolet (UV) yang
digunakan adalah 260 nm dan 280 nm.
Pengujian DNA dilakukan dengan mengukur
rasio absorbansi pada panjang gelombang 260
nm dan 280 nm. Rasio ideal A260/A280 untuk
larutan DNA murni adalah 1,8-2,0. Hal ini
sejalan dengan Fatchiyah et al. (2011), di
mana molekul DNA dikatakan murni jika
rasio perbandingan A260/A280 sama dengan
1,8-2,0. Konsentrasi DNA dihitung dengan
mengalikan nilai absorbansi pada 260 nm
dengan konstanta (50 pg/mL) dan faktor
pengenceran.  Konsentrasi DNA  yang
diperoleh akan digunakan dalam kegiatan
PCR. Menurut Nugroho et al. (2017),
konsentrasi DNA template yang dibutuhkan
untuk PCR berkisar antara 10-100 pg/mL.
4. Amplifikasi Fragmen DNA Spesifik

Amplifikasi fragmen DNA spesifik
mengacu pada penelitian Indriati dan
Yuniarsih (2019), di mana amplifikasi segmen
gen cyt b dilakukan dengan metode PCR
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multipleks. Sebanyak 2 pL sampel DNA
dimasukkan ke dalam tabung PCR 0,2 mL.
Kemudian dilanjut dengan penambahan
komponen PCR. Proses amplifikasi dilakukan
pada thermocycler, diatur pada suhu-suhu
tertentu dalam serangkaian siklus. Siklus
amplifikasi: 30 siklus yang terdiri dari:
denaturasi, penempelan, dan elongasi.
Denaturasi: pemanasan hingga 94°C selama
30 detik untuk memisahkan untai ganda DNA.
Annealing: penurunan suhu ke 60°C selama
45 detik untuk primer mengikat ke DNA
target. Elongasi: pemanasan hingga 72°C
selama 1 menit agar Tag polymerase
memperpanjang DNA dari primer. Setelah
proses amplifikasi selesai, tabung PCR
diambil dan disimpan pada suhu kamar atau
pada suhu 4°C hingga siap untuk analisis lebih
lanjut.
5. Elektroforesis dan Visualisasi Produk PCR
Elektroforesis dan visualisasi produk
PCR mengacu pada penelitian Indriati dan
Yuniarsih  (2019), di mana poduk PCR
divisualisasikan dalam gel agarosa 1,5% yang
digunakan teknik elektroforesis. Gel dibuat
dari 0,6 gram agarose dan 30 mL larutan
buffer yang dipanaskan (0,5xTBE). Larutan
agarose dibiarkan agak dingin sambil diaduk
dengan pengaduk, kemudian ditambahkan 2,5
uL pewarna ethidium bromide (EtBr). 5 pL
produk PCR dilarutkan dalam 1 pL loading
dye. Elektroforesis dilakukan selama 40 menit
pada tegangan konstan 100 volt atau hingga
pewarna bromtimol blue mencapai dasar gel.
Setelah elektroforesis selesai, gel diambil
untuk fotografi UV.

PENELITIAN AUTENTIKASI HALAL
METODE PCR

Tabel 2 menunjukkan perkembangan
penelitian terdahulu sejak tahun 2013 hingga
2023 mengarah pada pengujian PCR dalam

mendeteksi gen target pada bahan pangan.
Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa saat
ini  penggunaan metode PCR dalam
autentikasi halal lebih didominasi oleh
Multiplex PCR dan RT-PCR. Menurut Indriati
dan Yuniarsih (2019), kelebihan dari teknik
multipleks PCR yaitu dapat menghemat
waktu dan biaya analisis karena untuk
mendeteksi sampel dengan sumber DNA yang
berbeda dapat dilakukan dalam satu Kkali
reaksi. Menurut Azad et al. (2023), real time
PCR sangat akurat dan tidak terlalu
membutuhkan ~ banyak  tenaga  kerja
dibandingkan dengan metode PCR kualitatif.
Hal ini tentu bersesuaian dengan tren analisis
autentikasi halal, yaitu kesederhanaan dalam
analisis dan murah. Hal ini menjadi gap
analisis metode PCR dalam autentikasi halal,
di mana perkembangan penelitian akan
mengarah pada Multiplex PCR dan RT PCR.

Berdasarkan kajian penelitian
terdahulu, terdapat perbedaan sensitivitas
pada metode vyang digunakan dalam
mendeteksi spesies dalam bahan pangan.
Batas deteksi relatif terendah yang diketahui
pada Tabel 2 adalah 0,01% b/b gelatin babi di
dalam gelatin sapi dan gelatin babi pada
produk confectionery. Hal dapat dikarenakan
perbedaan primer dan gen target yang
digunakan dalam amplifikasi DNA dengan
PCR. Namun sisi lain terkait kemurnian DNA
template saat isolasi DNA juga dapat
mempengaruhi sensitivitas metode PCR yang
digunakan. Hal ini menunjukkan bahwa
metode PCR sangat menentukan sensitivitas
PCR, di mana akan mempengaruhi ada
tidaknya spesies haram dalam bahan pangan.
Hal ini tentu akan mendorong penelitian
selanjutnya untuk menemukan metode terbaik
yang dapat mendeteksi gen target spesies
dalam kompleksitas bahan pangan.

Tabel 2. Kajian Penelitian Terdahulu Metode PCR dalam autentikasi halal

Mpe(t:oF;j € Target Gen Hasil Penelitian LOD Penulis
RT-PCR cytochrome b Semua sampel dapat Gelatin babi di  Hibaturrahman
dengan (cytb) terdeteksi dengan baik, di dalam et al. (2023)
species- mana metode real-time PCR  campuran
specific dengan primer Tanabe gelatin sapi:

mampu mendeteksi gelatin 0,01% b/b.
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Mpeéonge Target Gen Hasil Penelitian LOD Penulis
primer babi pada campuran gelatin Gelatin babi di
(SSP) sapi dan produk dalam produk
confectionery dengan confectionery:
sensitivitas yang tinggi. 0,1-0,01% b/b
RT-PCR mitokondria  Penelitian menunjukkan 5 ng DNA, Rohman et al.
dengan sitokrom ¢ primer dapat setaradengan  (2021)
species- oksidase mengamplifikasi target DNA  2,5%
specific subunit 1 secara spesifik pada suhu daging anjing
primer (CO1) annealing yang dioptimalkan  dalam bakso
(SSP) yaitu 56,6°C. Standar deviasi
relatif (RSD) berada dalam
Kisaran yang dapat diterima
(RSD <25%)
RT-PCR mitokondria ~ Hasil amplifikasi dengan 100 ng DNA Rohman et al.
dengan D-loop suhu annealing 53,1°C daging sapi (2022)
species- menunjukkan adanya
specific intensitas fluoresensi DNA
primer yang diekstrak dari daging
(SSP) sapi. Metode yang
dikembangkan cukup presisi
seperti yang ditunjukkan oleh
nilai RSD yang rendah, yaitu
0,77%.
Multiplex  gen babi, gen  Formulasi primer PCR 0,851 ng DNA  Desriani et al.
PCR sapi, dan multiplex yang digunakan daging sapi dan (2020)
18SrRNA semuanya bekerja pada suhu 0,851 ng DNA
annealing 45°C dalam satu daging babi.
tabung. Metode yang
dikembangkan pada
penelitian ini menunjukkan
sebagai metode yang kuat
yang dapat mendeteksi target
DNA dari sumber matriks
pangan yang berbeda.
RT-PCR  cytochromeb Metode PCR mampu 0,1% b/b Pelin et al.
dengan (cytb) mengidentifikasi spesies daging babi (2013)
species- dengan tepat pada daging dalam sampel
specific yang dimasak maupun campuran
primer mentah. Metode ini mampu  daging.
(SSP) mengidentifikasi 42 produk
daging olahan Turki, di mana
4 sampel positif mengandung
babi, dan 2 sampel terkait
adulterasi pada labeling
bahan pangan.
Multiplex  cytochrome b  Gen cyt b terbukti berhasil - Indriati dan
PCR (cytb) mengamplifikasi DNA dari Yuniarsih
hewan sapi dan babi dalam (2019)

DNA mix. Bakso yang diuji
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Metode

PCR Target Gen

Hasil Penelitian LOD

Penulis

kandungan DNA-nya 100%
positif mengandung sapi,
sedangkan produk sosis
terdapat satu produk sosis
yang menunjukkan hasil
positif mengandung babi.

KELEBIHAN AUTENTIKASI HALAL
METODE PCR
Hemat Waktu dalam Analisis

Teknik  multipleks PCR  dapat
menghemat waktu dalam analisis karena
untuk mendeteksi sampel dengan sumber
DNA yang berbeda dapat dilakukan dalam
satu kali reaksi sehingga metode ini dapat
lebih efisien. Mengacu pada penelitian
Indriati dan Yuniarsih (2019), visualisasi hasil
amplifikasi DNA cyt b sampel sosis campuran
daging sapi dan babi menghasilkan dua
fragmen yang berbeda yaitu fragmen DNA
daging sapi dan fragmen DNA daging babi
dalam satu visualisasi elektroforesis pada gel
agarosa 1.5%.
Memiliki Sensitivitas yang Tinggi

Sensitivitas yang tinggi pada metode
PCR dapat digunakan dalam mendeteksi
indikasi pelabelan palsu pada produk pangan.
Berdasarkan penelitian Hibaturrahman et al.
(2023) menunjukkan nilai LOD gelatin babi di
dalam produk confectionery berada pada
kisaran 0,1-0,01%b/b. Adanya substansi babi
di bawah 0,1% pada produk dapat
dipertimbangkan sebagai kontaminasi silang
pada jalur produksi dari pada adulterasi.
Spesifisitas terhadap DNA Target

Spesifisitas pada autentikasi halal
dengan instrumen PCR bergantung pada
primer yang digunakan dalam pengujian
sampel. Berdasarkan penelitian Rohman et al.
(2022), uji spesifisitas primer pada PCR
dilakukan dengan mengamplifikasi isolat
DNA daging mentah babi, ayam, sapi, dan
domba dengan menggunakan suhu annealing
53,1°C. Hasil penelitian menunjukkan
amplifikasi keberadaan intensitas fluoresensi
DNA vyang diekstrak dari daging sapi,
sedangkan untuk DNA yang diekstrak dari
daging babi, ayam, dan domba tidak
menunjukkan adanya fluoresensi.

KELEMAHAN AUTENTIKASI HALAL
METODE PCR
Terdapat Komposisi Bahan Pangan yang
Menghambat Ekstraksi DNA

Komposisi bahan pangan memiliki
pengaruh terhadap ekstraksi DNA pada bahan
pangan Yyang akan dilakukan autentikasi
kehalalannya. Berdasarkan penelitian
Rosman et al. (2016), hasil penelitian
menunjukkan bahwa bubuk kakao memiliki
efek penghambatan dalam ekstraksi DNA
lemak babi dari coklat yang dipalsukan
dengan lemak babi. Hal ini sejalan dengan
pernyataan Ramirez et al. (2018) bahwa kakao
mengandung polifenol tingkat tinggi, yang
dapat mengganggu ekstraksi DNA.
Persiapan Sampel yang Rumit

Template DNA hasil ekstraksi DNA
akan diamplifikasi menggunakan PCR serta
dianalisis secara kuantitatif untuk menentukan
kemurnian dan konsentrasi template DNA
berdasarkan pengukuran absorbansi UV pada
260 nm (A260) dan 280 nm (A280). menurut
Nugroho et al. (2017), konsentrasi DNA
template yang dibutuhkan untuk kegiatan
PCR Dberkisar antara 10-100 pg/mL.
Berdasarkan paparan tersebut menunjukkan
bahwa persiapan sampel dalam analisis
autentikasi dengan instrumen PCR rumit
dikarenakan keberadaan kriteria khusus pada
template DNA.
Fragmentasi
Pemanasan

Pemanasan dapat menyebabkan DNA
mengalami  fragmentasi  yang  dapat
mempengaruhi hasil analisis real-time PCR
(Mano et al., 2017). Hal ini sesuai dengan
pernyataan Bitskinashvili et al. (2019) bahwa
salah satu faktor Kritis yang mempengaruhi
analisis real time PCR dalam identifikasi
ingredien pangan adalah waktu kontak
pemanasan.

DNA Akibat Proses
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KESIMPULAN

Metode PCR menawarkan keunggulan
tertentu dalam autentikasi produk pangan
halal, perlu ada perhatian khusus terhadap
tantangan dan kendala yang mungkin timbul.
Penelitian lanjutan diharapkan untuk terus
mengembangkan metode ini, mengatasi
kelemahan yang ada, dan menjaga
relevansinya dalam memastikan kehalalan
produk pangan. Pentingnya pengembangan
teknologi autentikasi halal yang tidak hanya
sensitif dan spesifik tetapi juga praktis dan
dapat diandalkan dalam konteks industri
pangan.
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